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Abstract

Backgroll"d: Self-incompatibility (SI) in the Solana­
ceae, Rosaceae and Scrophulariaceae is galneto­
phytically controlled by a single polymorphic locus,
termed the S-locus. To date, the only known S-locus
product is a polymorphic ribonuclease, termed S­
RNase, which is secreted by stylar tissue and thought
to act as a cytotoxin that degrades the RNA of
incompatible pollen tubes. However, understanding
how S-RNase causes S-haplotype specific inhibition
of pollen tubes has been hampered by the lack of a
c10ned pollen S-determinant gene.

ResIIlts: To identify the pollen S-deterrninant gene,
we investigated the genornic structure of the S-locus

Introduction

Self-incompatibiliry (SI) is a system which prevents
inbreeding and promotes outcrossing, and thus retains
intraspecific genetic variation in angiosperms. SI involves
the reaction of selflnon-self discrinúnation between
pollen and pistil, which in many species is controlled by
a single genetic locus, the S-Iocus. The S-Iocus is known
to be a multigene complex, termed the S-haplorype,
which contains at least two polymorphic genes, called
the S-determinant genes. One is expressed in poUen and
the other in pistil. Selflnon-self discrinúnation in SI is
expected to occur as a result of the interaction between
the S-determinants of pollen and pistil (McCubbin &:

Kao 2000).
Classic genetic anJlyses revealed t\Vo major types ofSI

systems, sporophytic and gametophytic (de Nettancourt
1977).The familics of Brassicaceae possess sporophytic
SI, and the recognition and rejection of self-pollen
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region of the S,- and S7-haplotypes of PYIIIIlIS """'11'
(Japanese apricot), and identified 13 genes around
the S-RNase gene. Among them, only one F-box
gene, termed SLF (S-locus F-box), fulfilled the
conditions for a pollen S-determinant gene: (i)
together with the S-RNase gene, it is located
within the highly divergent genomic region of the
S-locus, (ii) it exhibits S-haplotype specific diversity
among three analysed S-haplotypes, and (iii) it is
specifically expressed in pollen, but not in the styles
or leaves.

Co"clllsio,,: The results indicate that SLF is a prime
candidate for the pollen S-determinant gene of SI.

occur on the surface of stigma. Both pollen and pistil
S-deternúnants, SP 11 (S-Iocus protein 11; also named
SeR) and SRK (S-receptor kinase), have been identifled
in Brassicaceae, and the rejection of self-pollen has been
shown to occur as a resuIt of an S-haplorype specific
ligand-receptor interaction bet\Veen SP11 and SRK
(Takayama el al. 2001).

In contrast, the Solanaceae, Rosaceae and Scrophular­
iaceae fal1lilies possess gametophytic SI, in which the
self-pollen tubes are arrested in the transmitting tract
of the sryle. In these fal1lilies, the only known S-Iocus
product is a class of ribonucleases, termed S-RNase,
secreted by st)'lar tissue (McClure el al. 1989). Molecular
and transgenic analyses have shown that S-RNase is
responsible for pollen rejection by the pistil (Lee el al.
1994; Murfett el al. 1994), but that it has no role in the
pollen expression of SI, which must be mediated by an
llnidentified pollen S-determinant gene. As the ribonll­
clease activiry of S-RNase is essential for the rejeetion of
incompatible pollen tubes (Huang er al. 1994), S-RNase
has been proposed to act as a cytotoxin that degrades
pollen tube RNA. Understanding how S-RNase causes
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the S-haplotype specific inhibition of pollen tubes has
been hampered, however, by the lack of a cloned pollen
S-determinant gene.

RegardJess ofthe identity ofthe pollen S-determinant
gene, it must have the follo\Ving characteristics: (i) game­
tophytic expression in polien, (ii) genetic linkage to the
S-RNase gene, (iii) S-haplotype specific polymorphism,
and (iv) interaction with S-RNase in an S-haplotype
specific manner. Based on these expected characteristics,
a number of approaches have been pursued to identifY
the pollen S-determinant gene (Oowd el al. 2000; Golz
el al. 2000; Harbourd el al. 2000). In Nicotialla alata, a
polymorphic cONA fragment (48/A), expressed prim­
arily in pollen and linked to the S-RNase gene, was
obtained by differential display (00) (Li el al. 2000). In
Pellmia illfiata, DO and subtractive hybridization yielded
13 pollen cONA fragments that are polymorphic and
linked to the S-Iocus (Dowd et al. 2000; McCubbin el al.
2000a). lt is, however, still not clear whether any of these
genes are in fact the pollen S-determinant gene.

The most promising approach for identifYing the
pollen S-determinant gene may be to search the S-locus
genomic region for genes that are expressed in pollen.
The S-Iocus of solanaceous species, such as P i,'.fiata,
LycopersicolI perllviallllnl, N alata and PetHllia hybrida, is,
however, located in the subcentromeric region and
surrounded by abundant repetitive sequences, which
have hampered chromosomal analyses (Coleman & Kao
1992; Matton et al. 1995; Bernacchi & Tanksley 1997;
ten Hoopen et al. 1998; Entani et al. 1999). Further­
more, the exact physical size of the S-locus is unknown.
McCubbin et al. (2000b) constructed BAC contigs of
che S-Iocus region of P ;''.fiata by using the S-RNase gene
and the 13 identified pollen-expressed, S-linked genes
as markers, and found that these tightly linked markers
spanned a huge chromosomal region of over 2 Mb.

Some Pnl/lIlS species in the Rosaceae family are
known to possess smaller genome sizes (e.g. PrllIIlIS pcrsiea:
== 270 Mb) than the solanaceous species (e.g. P il!flata:
== 1176 Mb) (Bennett & Leitch 1995). Furtherll1ore,
the S-RNases in PI1II1IIS show higher intrasubfamilial
similarities than those of Solanaceae (Ushijima el al.
1998), suggesting that the S-Iocus of PnlllIlS species
diverged more recently or evolved at a slowcr rateo :md
thus retains a relatively conscrved structure. Then:fore,
the PnlllllS species are expected to be suitablc for thc
cOll1parative genomic analysis of the S-Iocus. In face,
Ushijima el al. (200 1) compared thc S-locus region of
the Se and Sd-haplotypes in almond (PnlllllS dlllris) by
Southern blot analysis, and IOllnd th:lt olltsiclc of the
divergent genomic region around che S,-R,'\'ase gene
(== 70 kb), the genomic sequence \Vas highly conservcd
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between the t\Vo S-haplotypes. suggesting chat the
== 70 kb region contains the entirc comp!cment of
S-determinant genes.

Recently, Lai et al. (2002) invescigated the S-Iocus
genomic sequence of the AlIlirrhilllllll hispalliell 1/1

S2-haplotype, a member of the Scrophulariaceae, and
identified a candiclate pollen S-determinant gene, named
AhSLF-S2 (A. hispalliwlIl S-Iocus F-box ofS2-haplotype).
AhSLF-S2 encodes a novel F-box protein that is speci­
fically expressed in anther and pollen grains of the
S2-haplotype. However, no gene allelic to AhSLF-S2 has
been identified in other S-haplotypes, and a gene (des­
ignated AhSLF-S2L) \Vith an extremely high sequence
similarity (97.9% amino acid sequence identity) has been
found in other lines with different S-haplotypes. There­
fore, it was not clear whether AhSLF-S2 encoded a real
pollen S-determinant.

In this study we analysed the genoll1ic strucrure of the
S-locus region ofa self-incompatible cultivar of]apanese
apricot, Pnllllls 11l/l/lle CV. Nanko, which carries the SI­
and S7-haplotypes (Yaegaki et al. 2001). Nucleotide
sequence analysis of cosmid clones spanning che SI­
and S7-RNase genes demonstrated that S-RNase genes
are present in a gene-rich region that contains at least
four independent F-box genes. A comparative analysis of
genomic sequences between the SI- and Srhaplotypes
revealed that the region around che S-R1'\ase gene exhib­
ited extreme sequence di\"crsity, as cxpccted for the S-Iocus
containing the entire compll:ll1ent of S-determinant
genes. In contrast, the gene organization outside this
divergent region \Vas highly co-lim'ar, and the sequence
similarities between the gene pairs were cxtremely high
bet\Veen the two S-haplotypes. Among the identified
genes, only the S-RNase gene :l!1d :1l1 F-box gene named
SLF (S-Iocus F-box) \\"l'I"L' prL'sL'nC in this divergent
S-Iocus region. SLF cxhibiced ;In Jllelic sequence diversity
among three JnJlysed S-haplotypes, Jnd specific expres­
sion in POllell, bllt Ilot in the styks or IcJVL's.These results
strongly suggest chat SLF is che pollen S-dctermillJnt
gene of SI.

Results

The chrolllOSotnal region arollnd the S-RNase gene
cOlltains Illllltiple F-box genes in P. ",,/tIle

The S-gcnotype ofa sclf-incompatible cultivar of]apJncsc
Jpricot, J> IIlllllle CV. Nanko, has been deterlllined as
SI S¡ frolll analysis of S-RNase genes and by pollillation
tests (Yaegaki el ,¡l. 2001). Although che partial 1I11ck­
otide sequcnce of S¡-RNase has been reported. thac of
che S¡-RNase \Vas not kno\Vl1. Thl'n:fore, w<.' first doncd
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a partial cONA fragment ofthe S¡-RNase gene (DOB)/
EMBLlGENBANK accession no. AI3092644) by RT-PCR
using an oligo-dT primer and a specific primer designed
for S-RNase genes ofthe Pntl/l/S species (Tao el al. 2000).

To analyse the genomic structllre of the S-loclls
region, \Ve constructed a coslllid library rrolll Nanko
genomic DNA, and searched for clones inclllding SI­

and SrRNase genes by using their partial cONAs as
probes. The complete nllcleotide seqllencing analysis of
the obtained cosmid clones revealed that their comigs
covered =64.0 kb and =62.5 kb of the S-locus regions
of the SI- and S7-haplorypes, respectively. Open reading
frame (ORF) prediction \Vith GENEMARX (Borodovsky
& LlIkashin 2000) or GENSCAN (BlIrge & Karlin 1997)
prograllls and database homology searches \Vith the
BLASTX program (Altschul el al. 1990) predicted the
presence of 13 and 14 genes in these sequenced regions
of the SI- and Srhaplotypes, respectively (Table 1). The
S-RNase genes (Gene8) were located in roughly the
middle of the sequenced regions. Apart fi'om a gene
(Gel/e 14) located at the end of the sequenced region of
the Srhaplorype, aH the other genes were found in pairs
from both S-haplorypes. Because of the ca-linear gene
organization (see below) and the sequence similarities,
these gene pairs were expected to be in aUelic relation­
ships. The characteristics of the identified genes, along
with the homologous sequences fOllnd by database
searches, are surnmarized in Table 1.

Polymorphic pollen-expressed F-box gene

In addition to these predicted ORFs, an El/lJallccr/
Sl/ppressor-I/I/1lalor (EII /Splll)-rype transposon-like
seqllence and a Ty l/copia-type retroelement \Vere
detected in the S7-haplotype, and a non-LTR type
retroelement was detected in the SI-haplorype. These
transposable elcment-like sequences were also deteeted
in the S-Iocus region of other species (Cui el al. 1999;
Suzuki el al. 1999).

The most significant feature of this genomic region
\Vas the presence of four different types of F-box genes.
Among 14 genes, Gel/e 1, Gene?, GCI/e9 and Gel/c14 \Vere
predicted to encode 43-49 kDa proteins with conserved
N-terminal F-box domains (Craig & Tyers 1999). Thc
deduced amino acid sequences of these four F-box
proteins (designated SLF and SLFL1,2, and 3; see belo\V)
in the S7-haplorype \Vere aligned in Fig. 1. These F-box
proteins only had a weak homology to AhSLF-S~, an
F-box protein previously found in the S-Iocus region of
A. hispal/iCllIll (Lai el al. 2002), with SLF and SLFL 1,
2, and 3 exhibiting 24.3%, 27.1 %, 25.8% and 27.5%
amino acid identiry, respectively. Oue to these low
sequence similarities, we were unable to determine which
P mI/lile F-box gene was the orthologue of AhSLF-S~.
Although the sequenced S-Iocus region (= 63 kb) of
S2-haplorype of the A. hispaniwm S2-haplorype con­
tained only one F-box gene, our data suggested that
the S-locus region of P mI/me contained multiple F-box
genes.

Table 1 Summary of genes identifled by ORF prediction and homology searches

ORF (alnino acids/exons)

Gene S, S; Jdentiry* (%) Homologue (accession no.)t

1 (SLFL2) 428/1 428/1 99.1 AIz F-box protein (AHI297974)

2 767/8 767/8 99.2 Al Unknown (AAG50913)

3 54512 54412 99.4 Al Pectinesterase (AAF26135)

4 610/2 604/3 97.9 Al Pectinesterase (AAF26136)

5 186/3 186/3 lOO Al 60S ribosomal protein L18 (AAF26138)

6 330/3 330/3 99.7 Al Protein phosphatase (AAF26 139)

7 (SLF) 376/1:1: 37711:1: 81.3 AIz F-box protein (AHJ297974)
8 (S-RNase) 224/3 226/3 74.9 PI/! S-RNase (AB047 100)
9 (SLFLt) 409/1 399/1 92.5 AIz F-box protein (AHI297974)
lO 195/7 195/7 100 Os MCT-I protein-like (AP003535_2)

11 249/3 249/3 97.2 Al Unknown (AY039962)
12 133/3 133/3 98.5 Pa Auxin-repressed (U93273)

13 113/1 113/1 100 Al Unknown (AY085957)

14 (SLFLJ) 37611 AIz F-box protein (AH1297974)

*Anuno acid idcntities bet\\'een S,- and S--I13p1orypes.
tDatabase homologues and their GE~I3.\:"K Jccession nlllllbcrs.

:1:5'-UTR cactaills one intron.
AIz, Alllirrlzilllllll lzispalliCllI/I; Ar, Arabid,'psis rhalimla; PIIl, Pn",,,s 11"""e; Os, Oryza saliva; Pa, PrUlws armetJiaca.
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S7-SLF
S7-SLFL1
S7-SLFL2
S7-SLFL3
AhSLF-S2

S7-SLF
S7-SLFL1
S7-SLFL2
S7-SLFL3
AhSLF-S2

S7-SLF
S7-SLFL1
S7-SLFL2
S7-SLFL3
AhSLF-S2

S7-SLF
S7-SLFL1
S7-SLFL2
S7-SLFL3
AhSLF-S2

-----MTFsLRKKEILI SIRNV
---------MWEEMALR E SNSM~~
MMREMATLSKFSEDMMG D SISM~KV

--------------MEV LYNNQPS
----MMDRRFPRQDVISE ID LRRQTflPN

H---------jLLCLHHP------N-i1ERQVDP~PYVEQKFHWSIFSNE~EECSK
S--RISR SDTNSDE¡---L~S LHL! DAEHN--~FmII~PLSSG
TSS KH LTDPSIKD KAVRAT PDS ILLSSLNLGS LEIENHV
S-- C FKRS LSRTEHNKE ---L~ LIL DNEINADHNLI~C E ~PRSMG

V------M-- KRYVRTPERD----~S INSPELDELLPDL~PYFKNI~DYDYF

LS--------HP~S I DEILNFDSPIHIIVRK~P
R--------FI~ED L PCSDN----iC P I IK
VP-------PPMRGYAL TFNSED---I C P LE~ ••,v~",,~
LKSRGQFIELP~EL,~~~~~2PI~~LLYTGE---- F P I~.~~f~
Y------------LPQR-VNL YGDC-----V S P L

INVKFSH------------------------VAL
PDWWGCA-------------------------­
LLPPRVPRQFEENEDDDYYEEDDDDEIESNPKC
EDACSCT-------------------------­
ANPEGHCT-----------------------DII

55
51
60
46
56

97
104
120
101
104

149
152
170
157
146

184
185
229
191
182

S7-SLF
S7-SLFL1
S7-SLFL2
S7-SLFL3
AhSLF-S2

---LI!P
----Q S
ERLVI PQ
------HINI

T--IPPWL~WQ-HHKGTF IIEK-----
-~~~·----SLETDS~FFP-DYFQI ~EQPKQS

'~~I~~R P---VDIQPHGSLN-PSYQ,MN'~~~ I ------
WREI HYLETETTYFWGNETFS~W~Trhl~ L EEKKEF

.~~~Kr~DDSTPIKYI~FP--CNEL~·~~~AN-----S

227
241
275
251
229

S7-SLF
S7-SLFL1
S7-SLFL2
S7-SLFL3
AhSLF-S2

----G-----PLFS~ISGS
VEYED---E~KPMVIF G
---WT---- E=LS SE
VSFYDRLEE KKQ IL F
TDIFY------ADF L II

E EEFLIICNSWG-------------LCIDVYKE
I LL SFYMYEEGSSYAYEMSYLMYCDLRIIL
VF DIA ESGPDAYEYTS--------------IA~B
VF P CFYEFPS-------------HEMSLT~
V KEMA CLAQFSN-------------SFLSLMSL

265
298
314
298
270

S7-SLF
S7-SLFL1
S7-SLFL2
S7-SLFL3
AhSLF-S2

QIC LFT~DCEE~DMEKS~IKRWKQLSPFIYPSNCYSTMGISIDNiLI
D I FGFNRFIVSYG L DFDGAKGS§TKHlELMG--IKR EF S
K LA L~PVE KT~ LD DLKGAKG TKH I LEKG-VEA KD
NE I FGFYRCEFE --FE FDG----- TKH S KVDQEVDI L
NEC ~KEW~ EL~I QYGVRES-- T YVI VV---VCSHVC

325
355
373
351
325

S7-SLF
S7-SLFL1
S7-SLFL2
S7-SLFL3
AhSLF-S2

377
399
428
397
376

Figure 1 Aliglll11enr of rhe predicred F-box proreins encoded arollnd rhe S-Ioclls rcgion of PYllIIIIS 1I1I1I1Ir (S¡-haplotype) and Al/SU'·.' .
Gap> (hyphens) were imrodllced ro optimize rhe alignl11em. Amino acid residlles which are rhe sallle for rhree of rhe fiw proreil> ¡l<'

boxed. A bold bar indicares rhe F-box dOl11ain. GE~I3.\~K accession nlll11hers for S--SLF, S;-SLFLl, S¡-SLFL2 and S__ SU·L.l ,re'

AB092621, AB09262-l, AB092626 and AB092627, respecti\·ely. Alignmem \\'as done by CLUSTAlW (Jeanmollgin ce al. 1998).
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Polymorphie pollcn-expressed F-box gene

An S-RNasr gene and an F-box gene (SLF) exhibits
high sequence diversity

AIlclie st'c]lIence diwrsity is ;¡ critic;¡1 fcaturc of thc gcncs
involved in SI recognition. Tlw S-R,'\'a5C gcnc, thc pistil
S-dcterminant gene, exhibitcd an alklic sCC]lIt'nCl' divcr­
sity (74.9% amino ;¡cid idcntity) bct\\'ct'n thc SI- and
5¡-h;¡plotypes.A.IIlong the other alldie gcnes idcntified in
the S-loclls region, one F-box genc (Gmc 7, designated
as SLF) exhibitcd a high sCc]lIcncc di\'crsity (81.3%
amino aeid identity) ber\Vccn thc r\\"o S-haplotypes
(Fig.2). Another F-box gene (Gcllc9, designated as
SLFL 1: SLF linked-l) exhibitcd 10\V seqllenee diversiry
(92.5% amino acid identity, see Disellssion). The other
10 pairs ofgenes \Vere high.ly eonserved bet\Veen rhe t\Vo
S-haplorypes (more tl1:ln 97.2'X, amino acid ideIltities).
Thesc data suggested that SLF \Vas rhe mosr probable
candidate for the pollen S-determinant gene,

To confirm th;¡t SLF demonstrated S-haplotype
speeifie sec]lIencc diwrsiry, \Vt' analysed SLF genes from
;¡nother line of J> IIIIIIIIC, Shibnohata-I, the S-genot)'pc
o( \Vhich \Vas determined as S;5., (see Experimental pro­
ecdures).We dt'signed an SLFspeeifie scnse primcr from
thc eOIlSerwd 5'-Aanking regions betwecn S¡-SLF and
S;-SLF (SLF of S¡- and S;-haplot)'pes). Supposing that
the other allelie SLF genes are also loeated do\Vnstre;¡m
oC S-RJ'\'asc genes, \Ve ;¡mplified Shibnohata-I genomie
DNA lIsing thc SLF speeifie sense primer and an
S-RJ'\'asc speeifie seme primer. T\Vo types of genomic
fraglllcnts \Vcrc obtaincd. One (== 3.7 kb) contained the
identic;¡1 nlleleotide sec]lIenee ro S7-SLF, eonsistent \Vith
the f:1Ct that Shibnohata-l earried rhe Srhaplotype.The
othcr fraglllent (== 4.0 kb) containcd an homologolls, bllt
not identical sCC]lIt'nee ro S ¡-SLF and S¡-SLF, and \Vas
sllggested to be the SLF allde of 5.,-haplotype (Fig.2).
The deduced amino aeid seqllence of 5.,-SLF showed

51 K5LVRFLCTCK5
57 K5LVRFLCTCK5
59 K5LVRFLCTCK5

NVTKHAHVYL
NVTKHAHVYL
NVTKHAHVYL

60
60
60

g ~~~;iJ~~g~*~~~~~
59 ~L~ DP KQEF~~0

IYG55NGLV
IYG55NGLV
IYG55NGLV

120
120
120

51 5DEILNFDSPI IWNP
57 5DEILNFD5PI IWNP
59 5DEILNFD5PI IWNP

180
180
180

240
240
240

51 IPPWLKCTWQH
57 IPPWLKCTWQ
59 IPPWLKCTWQ

300
300
300

51
57
59

376
377
374

LCNYE5KQ
LCNYE5KQ
LCNYE5KQ

360
359
360

Figure 2 Amino aeid seqllence aJignJllcJ1t 01 rhrcc allche \'JriaJ1ts 01 SLF Gaps (hyphens) \\"ere introdueed to oprimize rhe JlignJllcJ1t.
Amino aeid residues conserved in 311 duce al1dic nri.\IltS of SLF are boxed. GEI"I3A:-IK accession numbers for SI-SLF 3nd S.,-SLF are
AB092621 and AB092645, respecriwly. AlignIlll'nt \\"as done by Cl STAlW (JeaI1mougin el tll. 1998).
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77.8% and 80.2% identity wüh S¡-SLF and S¡-SLF.

respectivcly. Thesc rcsulrs suggested that rhe SLF gene
exhibired S-haplotype specific sequence diversity in ar
Icasr rhree of rhe S-haplotypes analysed.

The S-RNase and SLF genes are located within the
highly divergent gcnomic region of the S-Iocus

To further characrcrize rhc genomic srrucrure of rhc
S-Iocus rcgion, wc compan:d rhe SI- and S¡-haplotype
regions by Harr plor ana1ysis (Harr el al. 1982). As shown
in Fig. 3, rhis pattern marching analysis reveaJed some
srriking srrucrural fearmcs of rhis genomic region. Firsr,
rhe regions downsrreal11 of Celle6 and upsrream of Celle9
were gene-rich (Cellcl-Celle6: 1 gene/=: 2.8 kb; CClle9­
Ce/Ic13: 1 gene/=: 2.7 kb), and rheir gene organizarions
were highly ca-linear. Second, rhe region between
Celle6 and Celle9 (SI-haplotype: =: 27 kb; S¡-haplotype:
=: 15 kb) contained only rhe S-Ri\'ase gene (CmeS) and
SLFgene (Cellc7),and rhe gene organization was highly
divergenr. In this region, the sequence similarities were
only observed in the S-RNase and SLF genes, and in
some rearranged and duplicared fragments rhar did not
encode proreins (see legend ro Fig.3). Third, rhe

rema1l1111g non-coding region between Celle6 and
CCIle9 was filled wirh transposable elements (see above)
and rhe sequences rhar showed no silllilaririt.'s bt.'twct.'n
rhe t\Vo S-haplotypes.

Recolllbinarion evcnrs between the pisril and rhe
pollen S-dererlllinanr genes produced non-funcrion:t1
S-haplotypes and compromised the SI systcll1. Such
rccombinarion events have, however. never bt.'t.'n
observed, despire a long hisrory ofSI research. suggt.'sring
rhe exisrence of SOl11e mechanisll1s which prt.'cludt.'
recombinarion at rhe S-Iocus. In Bmssica, rhe gcnol11ic
strucrure of rhe S-Iocus region, which conrains both
pisril and pollen S-dererminant genes (SRK and SP 11).
\Vas shown ro be highJy divergenr (Cui el al. 1999; Shiba
el al. 2003). In rhis region, the SRK and SP J J gent.'s
were surrounded by rransposable elclllenrs, rearrangt.'d
sequences and orher haplotype-unique genes. AH rhese
sequences were expecred to contribure to the hert.'m­
morphism in the S-Iocus, helping to suppress rec0111h­
nation and mainraining the S-determinant gcne pair a\
one genetic unit. In contrast, the sequence outside of rhis
region, i.e. the S-Iocus f1anking region, contains l11any
conserved genes, with a highly co-linear genomic srruc­
ture (Cui el al. 1999).

123456
.... ---. -+ -+~ 4--

SI
9-7 8 a 9' 9 10 111213
~~+ +- ~ ........

/
:j:

......

t

/",

SLF "-; S-RNase
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Figure 3 Pam'm marehing ana-lysis oC
homologies (Harr plor analysis) berween r\\"o
S-loeus regions of P. lIlulIle 51- and S-­

haplorypes. The positions of Cwd-CCIlc I ~
are shown as filled boxes.The arrows inclkJtl'

the orientarion of transeriprion. Transposabk
elell1enrs are shown as harehed boxes: (a)
TNP2-like sequenee of EIl/Splll-rype
rransposon (delered); (b) Ty 1/copia-type
retroe1ell1enr (deleted); (e) non-LTR rype
rerroelell1enr (deleted). The positions of

duplica red and/or disrupred genes
(fragmenrs) are shown as open boxes.
*Marehing dors by duplie:lted and disrupted
fragmenrs (9' and 9") ofSLFLI gene (Cme9).
tMarehing dors by eyc1ie phosphodiesraase­
like sequenees disrupred by multiple in-frame
stop eodons (presumable pseudogene).
tMarehing dors by rearranged non-eoding
fraglllenrs. A Harr pIor \Vas earried out by
GENETYX-MAC software (Sofrware De\"elop­
ment eo., Tokyo, japan). Unir size to
compare: 20 bases; dor plot marehing
number: 19 bases.
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Polymorphic pollen-expressed F-box gene

By analogy to the genomic structure of the Brassica
S-loClls region, \Ve proposed that the highly divergent
region (CCl/c6-Ccl/e9) represents the S-loclls region of
P. III/I/I/e, \Vhich contains the l'ntire set of S-haplotype­
specitic genes, and that the outside region represents the
S-IOCllS Ranking region which Illaintains genolllic
co-linearity as a reslllt of recolllbination.These gl'nolllic
structural featllres strongly sllggested that SLF encoded
the poli en S-deterlllinant of SI.

expression of SLFL 1 and Cel/c6 that locate beside the 5­
locus region. 130th S,-SLF and S,-SLF \Vere speeiflcally
expressed in pollcn, but not expressl'd in the st)·lcs 01'

leaws. SLFL 1 also exhibited a pollen-spccific expression
pattern (Sl'C Discussion). CCI/c6 was exprcssed in all tisslll's
used in this analysis. The pollen-speciflC expression of
SLF furthcr supported the idea that this gene encodes
the poDen S-determinant of SI.

Discussion

GenoITlic structure of the S-Iocus region of P. 1111I11I1'

In this study, \Ve analysed the gcnomic structure of the
S-locus region of P. 1I/lI11le, and suggested that the region
consisted of a highly divergent S-Iocus region and
its surrounding highly co-linear Ranking regions.
Similar genomic organization \Vas aIso reponed in the
C¡'¡alllydolllol/as reil/hardtii mating-t)'pe locus (Ferris &:.
Goodenough 1994). This locus exists as two apparent
alldes (lIIt and ,."n that control mating in haploid
gametes and sporulation and meiosis in diploid 11I ( 111I (

zygotes. Both alleles contain tightly linked mating-type
specific genes that are transmitted as a unit and fail to
recombine.A comparative analysis ofthe restriction maps
of the IIIt and ,.,,( alleles revealed that the mating-type
locus consists of three domains: the central rearranged
domain (R domain) and two Ranking domains. The R
domain exhibits a rearranged and divergent genomic
structure with many deletions and insertions, and allele­
specific sequences that do not cross-hybridize between
II1t-'- and nr(. In contrast, the two Ranking domains
clearly exhibit a co-linear structure. Although more
examples need to be examined, these structural featmes
rnight be a common trait ofgenomic regions containing
indissociable genes, e.g. incompatibility loei, mating­
type loei and sex chromosomes.

Multiple BLAST search identified as many as 694 F-box
genes in the Ambidopsis tha!ial/a genome, making this
gene superfamily one of the largest currently kno\Vn in
plants (Gange et al. 2002). The sheer size of the F-box
gene superfamily suggested that it evolved through a
large number of duplication events. In fact, 35.9% of
the 694 F-box genes are arranged in tandem repeats of
t\Vo to seven genes, making many F-box gene clusters
in A. thalial/a genome (Gange et al. 2002). The small
S-Iocus region ofP n11I11Ie analysed in this study comained
four F-box genes. Duplicated fragments of the SLFL 1
gene were also found in the S,-haplotype. This obsl'rva­
tion suggests that duplication events have occurred many
times in the S-Iocus region, which have contributed to
create these varieties of F-box genes.

Gene6

SLFL1

Figure 4 Expression analysis of SLF gene in pollen, styles and
leaves of P. 1/1111/11' CV. Nanko (S,S-). RT-PCR \Vas done lIsing

primers designed for the specific amplificarion of S,-SLF, S--SLF,
SLFL1, Cel/e6 and ubiqllitin (L'lJi: positive control) tr3llscripts.

Specific amplifications \Vere confirmed by subsequent DNA
seqllencing analyses. No amplifiCJtion \Vas obtained in the
absence of reverse rranscriptase, suggesring the transcript specific

amplifIcarion of each bando

Ubi

The SLF gene is specifically expressed in pollen

To investigate SLF gene expression, \Ve perforllled
rcvcrse transcription (RT)-PCR analysis (Fig.4). In
addition to S¡-SLF and 5,-51 F, \Ve also checked the
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SLF is the prime candidate for the pol1en
S-determinant of SI

In this study wc found four independent F-box genes
in the S-Iocus n:gion oC P. I/l/tlllC. They were expected ro
encode polypeprides ofa similar molecular size (376 -428
amino acids) with a conserved F-box domain in their
N-terminal region.Among them, one F-box gene fillfilled
the conditions required for the pollen S-determinant
gene: (i) it is locared within the highly divergent S-Iocus
region, (ii) it exhibirs S-haplotype specific anúno acid
sequt:nce diversiry, and (iii) it is speciflcally expressed
in pollen but not in the styles or leaves. Although we
havc nor directly demonstrated rhat SLF funcrions as
the pollen S-deteI"minant of SI through, for example,
a transformation experiment, circumstantial evidence
suggests that SLF is the prime candidate for the pollen
S-deternúnant.

Another F-box gene, SLFL 1, showed a low but
negligible sequence diversity between the SI- and
S7-haplotypes (92.5% amino acid identity). Because the
SLFLl gene is located at one border of the divergent
S-Iocus region, it is probable that the recombination
has been suppressed to a certain degree, and that conse­
quently, SLFLl has accumulated minor genetic variations.
In the Chlamydol11ollas mating-type locus, recombination
suppression was shown to extend out to either side of
the divergent R domain (Ferris & Goodenough 1994).
Interestingly, the SLG (S-Iocus gIycoprotein) gene,
which is located at one border of rhe S-Iocus region of
Brassica, also exhibits a sequence diversity. Now that SLG
is not the S-determinant, the signifIcance of its sequence
diversity is unknown. Transformation experiments, how­
ever, have suggesred rhat SLG indirectly enhances the SI
recognition process in some, but not all, S-haplotypes
(Takasaki el al. 2000; Silva el al. 2001). The expression
analysis suggested rhat SLFL 1 is also expressed in pollen
(Fig. 4). The possible involvement of SLFL 1 in the SI
recognition process should be exanúned experimentally.

PossibIe invoIvement of the protein degradation
pathway in gametophytic SI

F-box proreins were originally identified in yeasr and
human as components of a particular E3 ubiquitin ligase
complex, designated the Skp 1p-Cdc.53p-F-box protein
complex (SCF complex) (Bai Cl al. 1996; Skowyra el al.
1997). E3 ubiquitin protein ligases act in conjunction
with E2 enzymes to ubiquitinate targer proreins, which
are rhen degraded by rhe 26S proteasome (Hershko &:
Ciechanover 1998). Recent srudies in A. lhalialla have
indicared rhar F-box proreins and SCF complexes play
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crirical roles in various aspects of plant growth and
dcve10pmcnt such as maJe.> gametogcnesis, floral organ
identiry, auxin and jasmonare signalling, floral homcosis,
flowering time and circadian clocks, ¡caf SCI1l'SCl'nCt',l.lt­
cral shoor branching and phoromorphogcnesis (Gange
el al. 2002).

If SLF acrs as a pollen S-determinant by forming an
SCF complex, irs mosr probable target would bc thc non­
sC!f-S-RNases, as proposcd by Lai el al. (2002). The SLF
expressed in pollen (rube) would rarger rhe non-self-S­
RNases for ubiquitination and subsequcm degradation.
but would leave the se1f-S-RNase imact. The int.let
S-RNase would rhen function as a cytoroxin th.lt
degrades se1f-pollen tube RNA.

One problem raised by this scenario is how tl1t' sclec­
tivc lack of interactions between SLF and S-RNasc
proteins from the same S-haplotypes is maimained.
Although the precise molecular mechanism is srill
unknown, an allele-specific lack of interacrioll \\":lS
observed in the self-incompatibility locus of fungi
(Kamper el al. 199.5; Kahmann & Bolker 1996). In rhe
maring process of the phyropathogenic fungus USlila,l!(l
lIIaydis, fused cells mainrain a srable dikaryon onJy if rhc'y
carry different aileles of the multiallelic b maring-type
locus. At leasr 18 differenr aileles are present ar rhe b
locus, which contains two divergent genes (bE and b11')
that encode homeodomain proteins. bE and bW proreins.
only from different alleles, have been suggesred to form
an active heterodimer, which triggers sexual devclop­
mento It will be interesting to investigatc the protein­
protein interactions between SLFs and S-RNases and to
compare the mechanism of discrimination with otha
self-ineompatibility systems.

All F-box proteins identified in the A. lh,¡{i'lll.¡
genome contain an "" 60 anúno acid N-terminal F-box
motif, which is expected ro interact with the rest of the
SCF complex by binding to the Skp subunit (Gange
el al. 2002). The C-tenninal portions of F-box proteins
contain a variable protein interaction domain rhar is
expected to bind rhe target protein. The C-terminal
portion ofSLF does nor have a typical protein interaction
morif such as LRR (leucine-rich repeats) and WO-·W
repeats, bur exhibirs a weak homology ro A. thalialla
F-box proreins with the A type-Il motir, rhe funcrion of
which is llnkno\Vn (Gange el al. 2002). Supposing rhat
SLF funcrions as rhe pollen S-detenninant rhrollgh the
SCF-ubiquirination pathway, the C-terminal region
would be expected to contain the recognition site of rhe
rarger prorein, presumably the S-RNase. A comparison
of anúno aeid sequences suggested that the C-rerminal
region of SLF contains several highly variable short
regions surrounded by conserved sequences rieh in

© BlackwelJ Publishing Limit~d



charged amino acids and cysteines. Recently, the crystal
strllctures of t\Vo S-RNases, the SrRNJse from thc
Rosaceae pbnt P)'TIIS p)'rijolia Jnd the S'_II-RNJse frolll
Sobnaceae pbnt N. alala, have been reported (MJtslIlIra
el al. 200 1; IdJ el al. 200 1). These are the first crysul
strllctures to be solved for protcins that participatc in
sc1f1non-sc1f rccognition. StructurJI anJlyscs of SLF
\Vould providc a deeper lInderstanding of sclflnon-sdf
recognition mcchanisms at the molecular lcvcl.

Experimental procedures

Plant m.aterials

PrIIl/l/S 11111111<' ev. Nanko was obrained (rom an Aotani plum-gro\"<'
in the Kyoto prefeeture.Thc S-genotypc ofNanko (S,S-) was con­
firmcd as eberibed by Yaegaki el al. (21)01). l' IIII//IIe, Shibnohar:l-I,
was an expceted chance seedling line colleeted from the Nara
prefecture.Tlw S-genorype (S-5.,) of this line \\'as determined
by analysing the SoRNase genes according ro Tao el al. (2000). In
brief, the genomic PCR ofShibnohata-l using S·Rt'-!ase specific
primers, Pru-C2 and Pru-C4R (Ushijima el al. 1998), gave rwo
kinds of S·RNase fragments. One had an identical sequence \Vith
the S;·RNase of Nanko. The other had an unregistered sequence,
which we deposited as rhe 5.,-RJ\·ase of a novel S-haplotype,
(OOBJ/EMBLlGENBANK accession no. AB092646).

cDNA c10ning

Total RNA \Vas isolated using Isogen (Nippon Gene, Tokyo,
Japan) according to the manufactllrer's instrucrions.

The cONAs encoding SoRNases and SLFs were c10ned by
rapid amplification of cONA ends (RACE). For the 3'-R.ACE,
Reverse transeription (RT) was done with SuperScript 11 (Invit­
rogen, CA) using an adapter linked oligo-dT primer (5'­
ACTCGAATTCACGCGGCCGCATTTTTTTTTTTTTTT-3';
Phillips &: I-Iuttly 1994). PCR \\'as performed wirh Ex 7il'l
polymerase (Tabra, Shiga,Japan) using the adapta linkcd oligo­
dT primer and a gene specific primer. The gene specific primers,
Pru-C2, SLF ILJTR (5'-TGACGCACACGAACAGGAACAGTTA­
3'), and SLF7UTR (S'-CCAACCTCAAAAGTGAGTCAAT­
GGA-3') were used to amplify the 3' regions of the S·RNase,

S"SLF and S;·SLF genes, respectively.
For 5'-RACE, RT was done using a gene specific primer.The

gene specific primers SLFIRFS (S'-TCATTAGGGTCGATCG­
CACA-Y) and SLF7RF5 (5'-TCATCAGGGTCTACCTGACG­
3') were used for RT of S,-SLF and S--SLF genes, respeeti\·ely.
After RT, cONA was purified by ethanol preeipitarion and poly­
adenylared with terminal transferase (Roche Diagnosties, I3asd,
Switzerland). PCR was performed using the adapter linked
oligo-dT primer and gene speeific primer.

Genom.ic DNA purification

Leaves (1 g) were findy ground in liquid nitrogcn, imnll::di:1tely
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suspended with nuclei isolarion buffer (10 mMTris-I-ICI (pl-l 9.5),
11) m.\1 [OTA, U.5 1\1 suerme, ID mM spermid.ine, 4 mM spermine,

0.15% (\'/v) ~-mercaptoethanol, 1% (\\"/v) polyvinylpirro­
Itdone. O.S"{, (v/v) Triton X-IDO) and eentrifuged. Aftn
Cl·ntritl'g.ltion, (he supernatant \Vas removed and the pellet \Va,
resu'p<'IHkd in I mI. of nucki ¡solation buffcr. Genomic DNA
\Vas puriti<'d (rom rhe suspension as describcd by Murray &:

Thompson (1 ,)8U).

Construction of genomic library

SuperCosl (Stratagene, CA) \\'as digested with EwRI, :lI1d
(he obt.lincd smal\ fragment containing Ballll-ll c10ning site wa,
ligarcd to rhe large fragment of EC<lRI digested pENTR IA
(11l\·itrogen) with T 4 DN A ligase. The remaining largc fragmcnt
of Erl1RI digesred SuperCosl was tilled in with T4 DNA polymer­
ase and circularized with T 4 DNA ligase. The pENTR IA intro­
duced Rallll-ll cloning sin: from SuperCosl \\'as digested with .'1//11
and PI'IIIl, ancl then til\ed in.The resulring I kb fragmellt eolltain­
ing the reeombinase recognition si te and the Ballll-ll c10ning site
\\"as ligated ro the large fragment of Ew47 11 1 digested SuperCosl,
wi(hout a B'"III-II cloning sire, and the obtained construct \\'as
termed pSJcosl.

pSJeosl \\"as digesred with Xbal and dephosphorylated with
ealf inrestine alkaline phospharase. Arter denaturing the albline
phosphatase, pSJeosI \Vas digested \Vith Ballll-ll. 5 Ilg of genomic
DNA (rom P. 11 11/111e cv. Nanko were partially digested with
Sal/3AI and dephosphorylated. The digested and dephosphor­
ylated genomic DNA \Vas ligated in 2 Ilg of prepared pSJeosl
and packaged \Virh phage packaging extract (Gigapaeklll gold.
Stratagene).

Screening of Iibrary

E;rJ¡erirJ¡ia wli \\'as infected with the packaged phage partiek and
spread on LB plates containing 50 Ilg/mL of ampicillin. Afta
incubarion at 37 oC for 15 h, colonies \Vere replicated on ro nylon
membranes (I-Iybond-N', Amersham Bioscience, I3uckingh.lm­
shire, UK) and the membrane \\'as treated aecording to the
manufacnlrer's instructions. I-Iybridization and deteerion were
performed \Virh Alkphos Direcr (Amersham Bioscience) using
S·R]\·asc eD As as probes. Prehybridization, hybridization and
primary \Vashing \Vere done at 60 oc. Colonies in the vicinity of
posirive signals ","ere picked up, spread on LB pIares eolltaining
50 Ilg/mL of ampicillin, and llSed for hybridization serec',Jing.
After repeating three rounds of hybridization and screening. a
positive clone \Vas isolared and eonfirmed ro contain the S·R.':,,;..
gene' by PCR using the S,Ri\'asc specific primers, Pru-C2 and
Pru-C4R.

Shotgun sequencing

The pbsmid \Vas purified from rhe posirive clone by Large Con­
scruct Ki( (Qiagen, CA). Shotgun sequencing \Vas earried out as
previously described \\"ith some modiflcations (Shiba cl al. 2U02).

Bric:!1Y, rhe plasmid \Vas randomly digested using l-IydroShear
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(GencMachines, CA) and blunted wirh T4 DNA polymerase.Thc
digesred DNA fragmcnts \Vere separaled by agarose gel elecrro­
phoresis, and DNA fragments ranging from 2 kb ro 4 kb werc
purified from lhe gd using Gene Clcan 11 (l3io101, CA). The
I'urificd DNA fragmcnts were ligalcd into EwRV digcsled and
dephosphorylaled pUC SK(+) (Slralagene). The nucleotidc
sequenccs wcrt' dClermined using I'RISM377 amI 3700 (l'erkin­
E[mer AUI, CA). Scqllencing asscmbly was done wirh rhe com­
PUlc:r sofrwarc, Auto Asscmbkr (Perkin-Elmer A13I) or MacPhrap
(CodonCodc. MA). Homology scarches ",erc pcrforl1lcd using
rhe BL\STX progmn (Allschul e/ ni. 1990).

Direct c10ning of SLF-S-RNase regions

Thc DNA fraglllcnts containing S·R.'\'nsc and SLT gencs ",erc
al1lplificd by PCR using lhe primers Pru-C2 and SLF-Pro (5'­
ATTCAATAACGTTCAGCCAGGATCT-3'), from genomic
DNA from a !ine of P. IIIl/1/1e (Shikanohara-l). The obrained
fragmenls were subcloned into lhe vector pGEM-T Easy
(Promega, WI), and lhcn sequenced.

Transcriptional analysis

Transcriptional analysis \Vas done by RT-PCR. Toral RNA was
exrracled from young leaves, and [rom sryles and poUen grains
coUecred on rhe day of anthesis. 0.5 ~g of RNA was reverse
rranscribed in 20 ~L of reaerion solurion using 10 ~11l01 of
primers, SLFlSPR (S'-GTACGATGACAATGATCCAAAGGAA­
3'), SLF7SPR (S'-GGAGCAGATCTGTACTTGTGTAATT-3'),
SLFLI-R (S'-AGCTTCTCAGTTGCAAGGTTGT-3'), Gene6­
R (s'-AATAGAGCACCAGCGTTATCGAA-3') and UBI-R
(S'-CATAGGTCAACCCACACTTG-3') for S,-SLF, S,-SLF,
SLFL 1, Cme6 and ubiquitin gene, respecrively. Mrer RT, 0.4 ~L

ofRT reacrion solurion \Vas used for PCR with the specific primer
pairs: SLFISPF (S'-AACCCATCGGCTAGAAAACTTAAGA­
3') and SLF ISPR for SI-SLF, SLF7SPF (5'-GGGCTTAATGAC­
TACAAGGTTGTAA-3') and SLF7SPR for S7-SLF, SLFLI-F
(S'-ATTCTTGGCGGGAGATCAAG-3') and SLFLl-R for
SLFLl, Gene6-F (S'-GGAGGTTTAATGTTAGGCTTTGGAA­
3') and Gene6-R [or CfIle6 and UBI-F (5'-CTCCTCT­
GACACCATCGACAA-3') and UBI-R for the ubiquitin gene.
The primers for the ubiquirin gene were designed from Prl/l/lls
(II'il/lI1 Ubi gene (AF298826). Amplifled fragn1enrs \Vere elecrro­
phoresed on an agarose gel and derened by elhidium bronúde
sraining.
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Molecular Polymorphism Distribution in Phenotypically Distinct
Populations of Wine Yeast Strains
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Eleclrophorelic karyolyping and mitochondrial DNA reslriction analysis were used to analyze natural yeast
populations from fermenting musts in El Penedes, Spain. Both analyses re"ealed a considerable degree of
polymorphism, indicating heterogeneous natural populations, By specifically' designed genetic selection pro­
tocols, strains showing potentially' interesling phenotY'pes, such as a high tolerance to ethanol ancllemperature
or the ability to grow and to ferment in wine-waler-sugar mixtures, were isolated from these natural popula­
lions. Genetic analysis showed a slrong correlation between lhe selected phenotypes and mitochondrial DNA
polymorphisms. Karyotype analysis revealed several genetically similar yeast lineages in the natural yeast
microftora, which we interpret as genetically' isolated subpopulalions of yeast strains with distinct genetic
traits, which may correspond to specific microenvironments. Thus, molecular polymorphism analysis may be
useful not only to study the geographical distribution of natural yeast strains but also to identif)' strains with
specific phenot)'pic properties.

El Penedes is the major sparkling-wine-producing region of
Spain. For more Ihan a cenlury. wine and sparkling wine have
been produced in Ihis area from musls from three tradilional
grape varielies, Macabeu, Xarel.lo, and Parellada. Allhough
Ihe Iradiliona! praclice is Ihe use of nalural mycoftora lo slart
muSI fermenlalion, commercial yeasl slrains have been used in
Ihe last decade as starters to increase the velocity and repro­
ducibility of fermenlalions. In addilion, produclion of spar­
kling wine by lhe lradilional melhod requires lhe addilion of
sugar and precondilioned yeasl cells (Ihe so-called pied de
cup) lO young wine and requires lhe so-called second fermen­
lalion lo proceed for several months in lhe characlerislic spar­
kling-wine bollles. During lhe second fermenlalion, yeasls
muSl fermenl all lhe sugar available. increasing lhe alcohol
concenlralion and building a considerable CO2 pressure in the
botlle. Very few yeasl slrains from lhe nalural mycoftora are
able lo ferment under such demanding condilions; lherefore,
we slarted lhe analysis and characlerizalion of the mycoftora
associaled wilh the lhree lradilional grape varielies from El
Penedes so lhal we could isolale nalurally occurring yeasl
slrains wilh lhe appropriale genelic makeup lo be used lhrough
lhe processes from musl lo sparkling wine.

Allhough wine yeasl slrains ha\'e been used for cenluries.
Iheir unequivocal characlerizalion has been possible only re­
cenlly, when genomic, karyotypic. and milochondrial DNA
(mIDNA) analyses have permitted us lO idenlify Ihem and lO
monilor Iheir evolulion in sponlaneous fermenlalions (21. 27,
28). The yeasl microftoras in differenl wine-producing regions
have been analyzed (26, 28). The dala show changes in Ihe
composilion of Ihe microftora between differenl vineyards and
from one year 10 anolher in lhe same vineyard (26. 28). In
addilion. a sequential subSlitution of Sncc!zaromyccs cercl'isiac
slrains occurs in must fermenlalions as lhey progress to higher
levels of alcohol (19. 22).

• Corresponding author. Mailing address: CID-CSIC, Jordi Girona.
18, 08034 Barcelona, Spain. Phone: 34-3-400 61 57. Fax: 34-3-204 59
04. Elcetronic mail address: bpebmc@eid.csic.es.

In lhis paper, \Ve presenl a sludy of lhe nalural yeasl micro­
ftoras of ferlllellling muSlS from lhe lhree lradilional grape
varielies from El Penedes, characlerized by bOlh mlDNA and
karyotype patlerns. We lhen define a sel of seleclable and/or
screenable phenotypic characlerislics indicalive of lheir useful­
ness in sparkling-wine produclion. Third, we correlale lhe ge­
nelic patlerns of lhe isolated yeast slrains wilh lhese seleclable
characleristics. We conclude that lhe nalural mycoftoras are
made up of relalively small, genetically isolaled yeasl subpopu­
lalions lhal can be dislinguished by bolh lheir genelic markers
and lheir phenolypic characlerislics. Several sludies hm'e
shown a geographic dislribulion of molecular polymorphisllls
in differenl wine-producing areas (4, 11, 19, 26, 28); in Ihis
work, we show lhal lhese polymorphisms delecl nol only dif­
ferences belween lhe different "lerroirs" bul also lhe pheno­
lypic variation among slrains sharing lhe salllc dislribution
area.

l\IATERJ..\LS AND l\IETHOUS

Sampling 01 yeasl strains, Grapes of the three trauitional \'arieties 01' l\laca­
beu. Xarel.lo. and Parellada from the "ineyards of Ihe firm lada!. located in El
Pla del Penedcs. 50 km southwesl of Barcelona. Spain. were separatel\' pressed.
c1arifieu. and allowed 10 lerment in 20.000-liler tanks in aecordanee with the
slanuard procedures of the firmo Samples from lhe surfaee. the eenter. and lhe
bollom of lhe three tanks were laken at dilfercnl stages of fermenlalion. as
monitoTcd by {he change of the fcrmenling must density~From a starting dcnsity
of 1.070 g~iter. samples were wken al 1.025. 1.010. and 995 gIliter. eorresponding
to alcohol eoncentrations of 6.5. S.5. anu lO.5'ié (\'01/\'01). Yeast ce lis presem in
Ihe samples were eemrifuged. resuspended in YPO (10 g of peplOne per liter. 5
g of yeast extract per liter. 2'.1 glucose) anu frozen at -SO°C afler the aduition
of glycerol lO 50'(. Streaks from the starting frozen samples on YPO plates were
incubated at 30°C. anu se"eral isolaled colonies from eaeh plate were piekcd.
restrcakcd. grown in YPD. and frozcn as described abovc.

l\letaboli( lests, Ulilization of dilfcrenl earbon sources was tested on YEP or
SO pi ates (SO is yeasl nilrogen base [GIBCOj plus ammonium sulfale. wilhout
amino acids) with 2c:e of the appropriatc carbon sourcc: (glucose. maltosc:. su­
nose. lactose. Of galaclosc). Sporulatiún plah:s weTe prep~lfed as uescrihr.:-tI
prcviously (23). Utilization of nitrate and Iysine as nitrogen sourccs was t~sted

\Vith aga¡ plates containing 0.6% glueose. 1.7 g of yeast nitrogen base (withoul
eilher ammonium sulfate or amino aeids) per liter, 5 g of sodium sulfate per hter.
and 0.5% either Ivsine or sodium nitrate. Strains that werc sucrüsc positi\c .
mallose positive. iactose negative, nitrate negativc. and Iysinc ncgative \\t.:'rc
eonsidered lO be eandidates lor belonging to the genus Saccharomyccs (3. 5. 13 l.

mtONA analysis. Total ONA extraetion and restrielion pallern analysis of

1944
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FIG. 1. /-I¡"n rcstriction pattcrns of Ji1Tcn':111 :-.lraills fnllll El P('n~d~s. Lamhda DNA uig...:stcu \\¡Ih /-\tl was USL'U a~ lhe sizc mark ..... r: numhcrs indicate lhe sizcs in
hase pairs uf lhe diO'erent rcslriction frngmcnts. Thc lhre ..... gds slww 111l>St mtDNA palleros fOlllld al Icasl thrce til1l('s in Ollr diffcrcl1t strain seIs. Capital lcltcrs nt lhe
top ilH.Jicalc lhe code assigned lO caeh mlDNA patlt.:rn. Al lhe hotlom. M'93. X'93, P'93. ami M'94 indicate lhe original fcrmclltatiuns from which lhe strains wcrc
isolalClL lile strain scts lO which they helong are atso inoicatell (:"CC' Ihe lext anu Tahlc 1). Note Ihe appe:uance L1f slrains wilh idcntical mtDNA rcstriction profiles
in difTerent original fermcntations 3nll in din'crcnt strain :"cIS.

mlDNA\Vere performed by lbe melbod llf Querol el al. (21), e,cepl lbatlYlicase
rrom Oerskol'in .rafllh()/leo~"'ica. prcpmL'u as ucscrihed prc\'iously (25). \\:1S used
to digesllhc cell \Vall. YeaS! DNA was digested wilh eilher l/i/lfI. RsaI. or Ta,¡I.
ami digestions \Vere analyzed in TBE (100 01\1 Tris-bllfalc, 5 mM EDTA [pI-!
fColJ)-containing 1% agarosc gris.

Karyol~'pe anal~·sis. Lalc-logaritl1mic-phase yeasl cultun:s were cmheddcd in
low-mclting-point agarosc and sequcntially digc~tcu wilh Iyticasc and protcinase
K as dcscribed previously (lO). Yeast chrnmosnl11cs \\'L're separatL'd hy pulscd­
Ikld gel clectrpphoresis (PFGE) in a Hlda-GeI (I-!pclkr) al ISO y, wilh a pllbe
ramp from 60 lO 120 S, for a tOlal pf 411 h in 0.5 X TBE blllkr al 12'C.

Expl'rimcntal fl'rmcntations. Seh:ction ~L'hcJlles and ~Jllall·~c(l1c lerl1lL'nt:llilllls
(5 ILl SOO mi) ",cre carried out with cithl,..'r YEPS (10 g of pcptnne pcr liler. 5 g
of ycasl cxtracI per liter. 20'í sucrosc) or ~tl.'rile wine. \Vine obtaineu frnl1l th~

11rl11 Nadal was slcrilizcu by tiltralion Ihrullgh a O.-l~-J.lI11·p(lrl.'-sizc fl!ter (Sl'hlci·
cher & Schut'lI nr Corning). P;¡~tellrizeJ nr hC41I·lrL':tIl.:d wine ga\'e nnnrl.'prn·
dllcihle rcsults.

Pied de cupo Small-scalc picds dc Clip were hl.'~t pl'rformed in 2.S-liter na~k~"

:\ 1.20()·1111 \'OllllllC or a l11ixllIre maul.' rn\ll1 SolU I11lllf wine, J~O mlnf \\aler. h7
~ l>f '''CHISC, 1.J e llr citrie aciJ, a"J .;W me llf E:\OVIT (AEll Sra. Bre"'ia,
11;l!y) was inoclIlalL'U wilh \\ashl.'u cells fnllll 150 mI \lf:l YEPS·~r\l\\'n \l\'erni~ht
\:ulturl.' of tlt\..' 'lpproprialc ~Iraill, rJa~k~ \\1.'1"1.: kl,.:pl al 17 to ~() e \\illhllll a~illl·

litlll. Tlle initial akllhulcon('~lllralinn \\as 7.5 r ; (\"lll \01). Fel"llll'lltalinn prtlgrlo'~~

\\;\~ Illnllilored Iw I1h.'a~lIrlo'llllo'nl nI' dl..·ll~il\· lns~. ,\t 1111 ct!lalltlll'(ll1l'l'lltralinn PI'

tJ .."'; (\'nl \'01). l:arl..'fuJlv 111l..':tsurlo'd \\ill~~\\atl..'r-~l1!.!.ar mi.\tllrL'S \\l're added tn
,t1IC1\\ tillo' all'tlhllll'Il11I'l.'I;lratioll lo risl.' In a lillallc\'~'1 01' 11' ( (\"lll \tll) a~:I rl..'~1I11
01 tllL' llll'l;lbolk :ll·ti\·ity nI' Ihlo' n'lIs. Tlll' Hnal ('dI Cllllllt \\a~ rrlll1l ol "< 10- In K

III-ml.
Enlllo¡..:it: ;lnaly!'\is. Fl'l'llll.'llliltitln~ \\l'rl..' 1ll0nill,lrl..'U by Ilh.':¡:-'llring. thL' lkl"fl..'a~l.'

111 thl' llll'dilllll lkl\~il\' (\\ ilh a ~tanJ'lJ"(J 1..·lwluck dl·,,,,illldt..'r). IIlL' :1I111\lll1t 111'

rl'dul,'II1~ '\l!;:¡r, rl..·I11;li;lill~ (\\¡IIt;\ q¡¡ndard kil f~lll1l G,\B. \ltlj:l. Sp;lillllllj), ¡lf

ll!l' .lktlhHI l"llllll'nl (,,¡Ih ~il l;h ~9t1 fnllll Bl,)L·hrinc'I..'r \bl1l1hl..'im). 1I,ill\! Ihe
llllJ\ l' f'll In t.lbk, :llhl \ Ir ¡Ibl rucl iPIl~ pn l\'idL'd hy Il1l' ~ll:lIlLd:lrtllrl.'r' ill :11\ l:¡¡~l'"

RESCLTS

:\alural pUllulaliun uf ~'Casl n,lIs in f¡,rm¡,nling lIIusls frolll
El Pl'nl'dl,s. SPUlll;t1h:UltS f.:rm.:nlaliuns of muslS .:orn:spond­
in~ III lh<: IIJ<J.1 hom·':,ls uf !\1;IClh.:u (:--1''1.1), :\ar.:l.lo (X'I13),
;Ind l';lrl,lIada (1"().1) ~rap.:s and lh.: 1<)94 hary.:sl of Ma.:ah.:u
~rap.:s (\l'l),1) \Ver.: 1l1llnilur.:d. and sampl.:s \V.:re laken al
¡ilrl'': ditkr.:nl SI;lg.:S uf lh.: krm.:nlalion, as d.:scribed in Ma­
lerials allLl M':lllllds. Yeasl .:.:lIs fro/11 lhese 11 sampl.:s \Ven.:
.:.:nlriflll!.:d, ",ashn!. allLl fnlll'n as d.:scrih.:d in 1\'!alcrials and
1\1.:llllld~_ Th.:n 1(11<112 ind<:p<:nd.:nl c1un.:s from.:ach of lh.:s.:
12 original y.:asl slo.:ks ( 124 <:I,'n.:s in IOI;t1) \V.:r.: isolal.:d un

YPD plates and separately frozen al -SO°c, These 124 inde­
pendent clones, referred lo as set A, \Vere lested for ulilization
of gllleose, mallose, sucrose, lactose, and galactose as carbon
sources and for ulilization of Iysine and nilra(e as nitrogen
sources, From the morphology of vegelalive cells and of asci,
as \Vel! as from metabolic dala, \Ve assigned mosl of lhe clones
(116 of 124) to Ihe genlls Saccharol1l)'ccs, Considering Iheir
I11tDNA restriclion pallerns (Fig, 1) and chromosol11al profiles
(Fig, 2), as \Vell as Iheir l11elabolic behavior. \Ve conclude lhal
most, if not all, of our Sllccharol1l)'ces clones correspond to S.
cerl!l'isiae (see belo\V) (11), Of (he remaining eight clones,
many correspond lO apiculated yeasls, presumably belonging
lO Ihe genus Kloeckera, except for one or l\Vo clones thal
possibly be long lO Ihe genus Klu)'l'crol1l)'Ccs_

mlDNA fmm several Saccharol1l)'ccs clones \Vas analyzed by
lhe 4-base-culling ellzymes Hillfl. Rsal, and Taql, giving dis­
linCl reslriclion palterns, Rsal gave some\Vhal Icss diversi(y
Ihan eilher Taql or lIillfl (resulls not sho\Vn): Iherdor.:. \Ve
routinely used Hillfl lO group (he isolated s(rains in lo classes
according lO lheir /111 DNA reslriclion pallerns and occasion­
ally Cllnfirmed lile homogeneilY of (hese classes by using lhe
ulher I\VO .:nz)'mes. Figure I sho\Vs several difTerenl reslriclion
pallerns foulld in our samplcs,

Th.: analvsis of lhe 116 Sacc!ItII"OJI/\'ces clones isol<tl.:d fmm
spol1laneOl;sly ferm.:nling musls r.:\;ealcd a large d.:grec uf
mlDNA polymorphism. Al leasl 14 difrerent 1111DNA reslric­
lion pall.:rns wcre observ.:d (Table 1: Fig. 1), Thrce 1ll1DNA
reslriclion pallcrns (Ierm.:d A. 13, and Cl) account for morc
lhan 7()r~ (lf lhe \Vholc sel. although thcir relalive proponions
";II\, amot1l.' lhe difreren( f.:rmcnlalions. The rcmaining :10r ( of
slr;;il1s slll~ved mlDNA r,:slriclion pallerns lhal wer.: uniqu.:
or rare (onc 10 Ih'C cases),

Srkctinn nf )'east strains for sparkling·winc production.
Sparkling \Vine is produc.:d in El Penedcs by lhe (radilional
m.:thod firsl developcd in La Champagnc, France, in (he lRlh
ccnlury, This proc.:dure places grcal dcmands on )'easls• .:\'.:n
for \Vine-pmducing ycasl slrains, It requircs yeasl cells lo sta n
f.:rlll.:nlaliun in a m.:dium lhal conlains 10 lo Il(;~ (vol/vol)
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FIG. 2. PFGE of difTcrcnt Saccharol1l\'ces clones. ~1·93. X'9~. P'93, and rvl'9-l indicat¡; lhe (lri~inal fcrmentations from which lhe ditTcrcnt clones \Verc dcri\'ccJ

(Taolc 1). Brackets and numhcrs 011 lhe r'ight sho\\' lhe chromosomc groups as dcfincd in lhe t('xl a"nd in Fig. 3. Arro\\'s point to hands that sho\\' sorne hetcrog,cncity
among clones \\'ith lhe sume mtONA pattcrn. (A) Strains from sel A: capilallcltcrs al th~ honom indicnlC lhe mtD:"A rcstriclion pattcrn corrcsponding 10 c¡¡eh clone.
Note Ihat alllanes but b.lle 11 have IlltDNA patlcrn A. (8) mlDNA rcslriction patlCfn O (llnccuknt) strains. (e) m(DNA rcstriction paltcrn CF3 (highly fcrmcnl.uj\"(,,)
strains. (D) mtDNA rcstriclion patlcrn T.f (h\""at-rcsistant) strain:-..

alcohol. which is inhibitory for most winc yeast strains. As a
consequence of the high alcohol and low oxygen concentra­
tions, yeast growth. which in musts occurs naturally during the
first stages of the fermentation up to high cel! counts, is much
more difficult in the second fermentation. From our results, it
seems very important for the success of the fermentation that
yeast cells divide three to four times in the sparkling-wine
bottle (not shown).

During lhe second fermentation of sparkling wine, toxicity

due to the rise in alcohol concentration is exacerbated by lhe
parallel consumption of nutrients, mainly sugar and ammo­
nium sources (see reference 7 and references therein). To
isolate strains resistant to ethanol under these conditions. we
inoculatecl wine plus 20 g of glucose per liter with the frozen
yeast stocks ancl incubatecl these cultures at 30°c' taking au­
vantage of the cumulative toxic elfect of temperature ancl al­
cohol (7). A supplement of mineral salts (2.5 g of ammonium
sulfate per liter, 1 g of potassium phosphate per liter, 0.5 g of
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TABLE J. Dislribulion of mtDNA pallerns in lhe diffcrenl
sponlancous muSI fermcnlations

mtD:\A
No. (e;) of clones Wilh mlD'IA pallern

M'93 X'93 P'93 \1'9~ Tolal

A 11 (44.0) 5 (20,8) II (39.3) 17 (-13.6) 44 (37.9)
13 5 (20.0) I (4.2) I1 (39.3) 3 (7.7) 20 (17.2)
C 3 (12.0) O O 1(2.6) 4 (3.4)
C2 O 12 (50.0) I (3.6) 5 (12.8) 18(15.5)
D O 5 (20.8) O O 5 (4.3)
E O O 3 (10.7) 1(2.6) 4 (3.4)
H O O O 3 (7.7) 3 (2.6)
Other" 6 (2-1,0) 1 (-1.2) 2 (7.1) 9 (23.1) 18(15.5)

Tolal 25 (100.0) 24 (100.0) 28 (100.0) 39 (100.0) 116 (100.0)

" I1ltDNr\ fl:stril"linl1 paltcrns found only once nf (\\ ic~ in JIJ fuur samplcs.

magn~sium sulfate per liter, 0,5 mg of zinc chloride per liter)
\Vas added to facilitate yeast gro\Vth. It must be pointed out
lhal bOlh the pied de cup and lhe sparkling-\Vine second fer­
menlalion are carried out in temperature-controlled environ­
menls, between 14 and 20°C; therefore, our test represents a
considerable temperature stress. A total of 48 independent
clones \Ve re isolated and characterized from lhis selection. This
group of clones will be referred to belo\V as set B.

A second absolule requirement for industrial sparkling-wine
production is the ability to support the standard pied de cup
protoco!. This tradilional praclice ensures that yeast cells be­
come gradually adapted to high levels of alcohol, so lhat they
can serve as starters for the second fermentation. Small-scale
pieds de cup \Vere performed in 50-mi ftasks containing a
\Vine-water-sugar mixture with 740 mi of wine per liler and 65
g of sucrose per liter, designed to start from 8% ethanol and to
reach 12% ethanol when all the sugar was consumed. Combi­
nalions of lhe lhree original froze; yeasl stocks from each of
lhe M'93, X'93, P'93, and M'94 fermentations were used to
inoculate four ftasks (one ftask for each original fermenlation),
which were incubaled at 20°C until most of thc sugar was
consumcd, Then these cultures were used lo inoculale él scc­
onu sel of flasks wilh a similar waler-wine-sugar mixture but
designed in lhis case lO start at 9% ethanol and to finish at 12%
clhano!. These ftasks were again incubaled at 20°C unlil all the
available sugar had been consumed. Samples from lhis second
round were kept frozen for funher seleclion prolOcols (see
below). A lhird rounu was performed, this timc with wine plus
2-t gol' sugar as lhc medium per liter-lhe same eondilions as
in lhe second fermenlation. A lolal of 17 clones werc isolaled
anu characlerized from lhese last cultures (sel C).

Finally. we cJevcloped a sereening proloeo) to isolale yeasl
,¡rains wilh high fermenlalion eapacities. Tesl lubes eonlaining
wine-waler-sugar mixtures (7-tU mi of wine per liler. 65 g 01'
sucrose per liler) lo raise lhe alcohol conlent from R lo 12':f
(\'nl/vol) upon fermenlalion were separatcly inoculateu wilh 90
independenl clones from lhe second step of Ihe pied de cup
sl'lection amI incuhateu at 17°C. The fermenlalion eapaeilY
was monilored by using in\'eneu Durham lubes anu ch..:cking
fm lhe appearance of gas hllbh!cs. The nine fasler-fermenting
clones (,\:1 D) were reisolated. rescre..:ned. ancJ storeu as ue­
,criheJ abo\'<:.

Genrlic and mtDNA anal)'sis uf phenot)'pically sc!ected
)'easl strains. Our ncxl stcp \Vas 10 analyzc the dilferenl seIs uf
)'casl slrains from Ihe three dilferent scleclion schemes (sets B.
C. amI D) amI lo compare their compmitions wilh lhe randorn
sarnple taken fmm Ihe original yeast stoeks (sel A), On Ihe

TABLE 2. Dislribution of the differenl mtDNA patterns in all four
sets of independenl clones

1'0. ('i) ()f clones \\'ilh mtDNA pallern
mlDNA

Set A Scl B Sel e Sel D

A -14 (37.9) 15 (31.9) 1 (5.9) 1 (11.1)
B 20 (17.2) O o O
C 4 (3.-1) O O O
C2 18 (15.5) () O O
D 5 (-13) 9 (19.1) O O
E -t (3.-1) I (2.1) O O
F I (0.9) 2 (-1.3) O O
H 3 (2.6) O O O
TI O 10 (21.3) O O
T2 O 3 (6.-1) O O
T3 o 3 (6.-t) O O
T-l O 2 (4.3) 16 (94.1) O
CF3 O O O 5 (55.6)
Olhe/"' 17 (1-1.7) 2 (4.3) O 3 (33.3)

Total 116 (100.0) 47 (100.0) 17 (100.0) 9 (100.0)

Other genush 8 O O O

" mlDNA reSlriClion pallerns found less lhan lhree limes in all four seIs.
h Non-Saccharol1l)'ces clones.

basis of lheir morphologieal and metabolic characterislics, as
\Vell as Iheir mlDNA and karyotype paltcrns, we assigned aH of
lhem to S. cerel'isiae. We presume lhat Ihe seleelion schemes
\Ve imposed excluded clones from olher species present in sel
A (Table 2). The Il1tDNA reslriction analysis of lhese strains
revealed 10 new reslriction palterns that \Vere nol found in sel
A (Tables I and 2: Fig. 1). Apart from that, Ihe composition of
mlDNA pallerns varied \Videly among the different seIs. For
example, mlDNA patlerns B and C2 \Vere absenl from ycast
slrain SCIS B, C, and D, \Vhereas they aceounted for more Ihan
one-quarter of the clones in sel A whcn combined. Conversely,
Il1IDNA palterns TI (21 % of set 8), T4 (94% of sel C), and
CF3 (56% of sel D) \Vere absent in set A, indieating that Iheir
combincd proportion in lhe inilial slocks \Vas equallo or lower
Ihan 1%. The dilTerence in composilion belween sel,'" B, e, and
D is also remarkable. These lhree seIs had very few mtDNA
pallerns in eomtllon. and whcn a given Il1IDNA paltern \Vas
found in more Ihan ane set (like patlern T4 in seIs B and e).
ils proporlion \Vas \'I;~ry dilferenl in lhe l\Vo seIs (Table 2).
mlDNA patlern A was presenl in all four seIs, prohably rep­
rescnling a major lineagc in El Penedcs natural populalions.
However. whcreas il was found in a similar, high proporlion in
seIs A and 13. il was almOSI residual in seIs e and D (Table 2).

\Ve conclude from our Jala lhal our seleclion schemes ha\'C
selecled nol only slrains wilh delermined phenolypic lrails bUI
also slrains wilh dilrerenl mlDNA patlerns. To assess \Vhelher
Ihis corrclalion belween lhe phenolype and tlllDNA patlern is
obser'o'ed for different phenotypes, we screeneu our four seis of
yeasl slrains for lwo completely indepenJenl phenotypes Ihal
we had nol selecled for: galactose 1I1ilizalion anu flocculalion.

The ahility lO grow on galactose \Vas once used as a syslem­
atic key 10 di'linguish belwcen lhe species S. ccrc\'isia(' and S.
¡'a."II/III.1' (1:1). Accmding 10 lhe lalest syslemalic lendcncies. lhe
spedes S. bayal/l/S (S. l/I'an/m) should he reser'o'eu fm a much
beller cJcfined sel 01' yeasls. rcgardless uf whelher Ihey use
galaclose or mclibiose (3, 15). Neverthcless, galaclose utiliza­
lion is a very easy lest that can be used to trace specifie gcnelic
makeups. AII leSleu slrains of mlDNA reslriclion patlerns A.
B. and T4 were ahle lo grow in galaclose. whereas only one 01'
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TABLE 3. Appcarancc uf galactnsc utilizalion and llocculation
phcnolypcs in clones wilh diffcrcnt mlDNA pallcrns

No. of clones
No. uf rltlnc:s sh\)\\'ing:

Il1tD:-IA
testeo Grtmth in

galaclthl..'
F1t)('(ulati(lIl

A 16 16 [)

B 6 6 (J

D ¡; 1 ¡.;
T-l S R ()

CF3 5 () ()

A Il D

I( --o -.
l{
J(

~(

5{

Cf3 1\1

1\' 1600
XII l100-tO~"

~\' 1100
\'11 ItOO

X\'I 960
XIII 920

11 8JO
~I\' BOO
X 760

Xt 690

v 610
VIII 555

eight mtDNA restnctton pattern D strains anu none of the
mlDNA rcstriction pattern CF3 strains showed this phenotype
(Tahle 3). Thus. our data show a c1car correlalion between
mtDNA pattern and galactnse utilization.
. Flocculation is a very uesirahle propcrty fm many applica­

llons. because il facilitales the removal of cells from the me­
dium (24). In sparkling-wine production. it could facilitate the
process nf removal of yeast cells and cell t1cbris immedialelv
before c01l1mercial corking of the bottJcs. a very ti1l1e-consuní­
ing step called riddling or ré1l1uage. In our strains, we ohserved
a very strong correlation between flocculation capacity anu
mtDNA pattern D; all clones showing this mtDNA pattern
were flocculent, and all flocculent clones found up to now
showed this particular mtDNA pattern (Table 3).

Karyotypie anaIysis ofwine strains from El Penedes. Karyo­
typic analysis has been widely used to characterize wine yeast
strains (2, 4, 8). We used dilferent strains from all four yeast
strain sets (Fig. 2) to analyze the karyotypic diversity of the
natural populations and to compare it with the diversity found
by the mtDNA restriction pattern analysis. To this end. we
analyzed by PFGE several independent clones of each of the
patterns A, D, CF3, and T4 (Fig. 2). choosing clones isolated
from dilferent original musts when possible. It must be pointed
out that these four subgroups of clones show not only dilferent
mtDNA patterns but also dilferent phenotypic traits. mtDNA
pattern A is the major mtDNA pattern in most fermenting
musts. Strains showing mtDNA pattern D are the only ones
that are flocculent, whereas CF3 strains are strongly fermen­
tative and T4 strains are resistant to heat stress.

Interpretation of PFGE gels is not easy. partially because of
the large variability in size of yeast chromosomes (14). There­
fore, we consider it not praetieallo assign specific ehromosome
numbers 10 each band from the wild-type strains, as we can do
for laboratory strains (Fig. 3) (10). Instead, and for simplicity
of discussion, we arbitrarily define si.x groups of chromosomes
that are easy to identify under our PFGE conditions (Fig. 2 and
3). These groups can also be identified in haploid laboratory
strains, in whieh specific chromosomes can be assigned to each
band or group of bands, as shown in Fig. 3. It is tempting to
assign corresponding bands in wild strains 10 each chromo­
some in the same way, but we consider that it would be too
risk)' wilhout appropriate gene-mapping experiments, which
we have not yet performed.

From the gels in Fig. 2 and the scheme in Fig. 3, several
eonclusions can be drawn. Firsl. all karyotypes are relatively
similar, with similar numbers of chromosomal bands running in'
similar positions in the gel. Second. strains with dilfer~nt
mtD A restriction patterns also show different karyotype pro­
files. as can be observed by comparing chromosome group 3
from lanes 10 (mlD A pattern A) and 11 (mtDNA pattern B)
in Fig. 2A o.r ehromosome groups 2. 3, and 6 from strains
showing mtD A patterns D. CF3, and T4 in Fig. 2B to D.
These dilferences are sehematieally summarized in Fig. 3.

1\ .U5

111 )60

\'1 lRO

I 220

FIG. 3. Schcl11;ttic rc:pn.:sclllati'H1 uf Jilfc.:n..·l1t karyolypc.:s frolll dilrc.:n..'tlt
l'IIH1~~ shl~wil.lg IllID:'\A rath:rn ... 1\. B. D. Tot. :Inu er.\ (indicatl..'u al Ih~ {op).
A:-.tl.... n:-.ks lIh.lU... aIL· haml:-. Ihat Sllll\\ ~tltll1..· \ ariabilil\ a1110111:. c.:Innc~ wilh lhe.: sal11~

11111):":\ re.:slril'lilHl palh:rn (d;II;1 fnllll m;1I1Y Jitl'e.:;elll gd~). i\1 ('orrL'spollds lo a
lah\lralnry h.lpllliJ ~Irain. \V30.la (rrulll the.: Yca~l GCIlL'lil.: Stock CL'llte.:r. 8e.:rke.:­
ky. C~dif.). Rtllllan llun1e.:rals nn lhe.: righl mark IhL' p!lSilinns of lhe.: dilTl.'rl.'nt ye.:asl
I'hrtllllnSllnle.:s llf IhL' Iahorattlry strain: arahic numncrs nexl 10 Ihe.:1ll iIH.Jil:ah: lhe
ChrtHllt)SllmC sizL's in "il!loases (frol11 rcfefe.:ncc 10). Fnr simplicily. \Ve ha\c
suhdi\ iJL'U the karytltYI1L's intH six Jiffe.:n:l1t chromosolllL' grllups. imJicatcd 011 the.:
Ich.

A third aspect, shown in Fig. 2. is a certain karyotype het­
erogeneity among strains with the same mtD A pattern. This
heterogeneity is increased in the fastes! band on chromosome
group 1. For example, in Fig. 2A. all lanes but lane 11 corre­
spond to strains showing mtD A restriction patlern A; never­
theless, comparison of this band from difl'erent lanes reveals a
clear heterogeneity in both the position and intensity of this
bando The same can be said for strains showing mtDNA pat­
terns D, CF3, and, perhaps less clearly. T4 (Fig. 2B to D).
Apar! from that, dilferences are observed in other groups of
bands. For example, in Fig. 2A, lanes 4 to 7 (X'93 strains) show
a difrerenl pattern of the relative intensities of the two bands
on chromosome group 2 cOl1lpared with the rest of mtDNA
paltern A strains (either M'93 or P'93 strains). Densitometric
analysis of this region of the gel gives an upper-to-Iower band
ratio of 0.34 ::':: 0.04 for X'93 strains and 1.16 ::':: 0.09 for M '93
and P'93 strains, suggesting heterozygosis in the X'93 strains.
Karyotypes from mtDNA pattern D strains (Fig. 2B) show
dilferences only in the hypervariable bando Strains with pattern
CF3 are somewhat less homogeneous, because some minor
differences can be seen not only in the hypervariable band but
also in the seeond-slowest band of chromosome group 6 (Fig.
2e. lower arrow). Similarly. mtDNA pattero T4 strains (Fig.
2C) show differenees in ehromosome groups 1. 2, and 3; strains
showing larger dilferenees (Iike, for example, lanes 3 and 4 in
Fig. 2D) come from dilferent original fermenting musts.

Taken together, the results of our karyotype analysis show
dilferences between strains with dilferent mtD A patterns. a
certain heterogeneity among strains showing the same mtDNA
pattern, and a hypervariable, low-mobility PFGE bando As a
general trait, strains from the same grape variety tend to be
more similar to eaeh other than to strains with the same:
mtDNA restriction pattern from other grape varieties. suggest­
ing that the karyotype pattern is a good indieator of the degree
of genetie proximity between strains.
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DISCUSSION

Our study of the yeast microftora in a particular vineyard in
El Penedes has sorne interesting peculiarities. Our samples
come from a relatively small vineyard of about 120 ha where
lhe lhree tradilional grape varieties are grown and harvested.
It is also an ancient vineyard, as il appears in reports from lhe
161h century. Finally, lhe standard procedures followed rou­
tinely by the firm Nadal allowed us first lO take samples of the
lhree separated fermentations corresponding to the three
grape varieties and, second, 10 test isolated clones for spar­
kling-wine production under conditions very similar to lhe
regular commereial procedures.

The analysis of the natural mycoftora of fermenting musts
from El Penedes shows a large variability in the molecular
polymorphisms, revealed by both mlONA pattern and karyo­
type data. Some degree of diversily has also been reported in
similar studies from different French (4, 26, 2S) ane! Spanish
(11, 19) vineyards, but in our case it is probably increased by
the circumstance that three different grape varieties are sepa­
rately cultivated and processed. The differences in mtONA
pattern composition seen among grape varieties harvestee! in
lhe same year can arise from either differences in the initial
mycoflora present on the grapes, differences in the composi­
lion of nUlrients of the resulting musts, or differences in cli­
matie conditions during the harvests. Macabeu is harvested
between the last week of August and lhe first 2 weeks of
Seplember, Xarel.lo is harvested in 2 or 3 weeks in lhe middle
of September, and Parellada is harvested at the end of Sep­
tember and the beginning of Oclober.

mtONA restriction patterns have been widely used to iden­
tify wine yeast strains (11, 1S-20, 2S). However, the meaning of
lhe heterogeneity in mtONA restriction pattern is not clear. It
has been reported recently that mtONA structure can be usee!
as a systematic test to dislinguish between very similar Saccha­
rom)'ces species (6, 11), so that the overall structure of lhe
mitochondrial genome is probably ralher homogeneous among
S. cerevisiae strains. The observed polymorphisms most prob­
ably arise fram either point mutalions or small deletions ralher
lhan from larger rearrangemenls of lhe mitochonurial genome.
The mitochondrial genome of S. cal!\'ÍSiae has been reportee!
to recombine with high frequency, since markers separated by
only 1.5 kb behave as though lhey are gcnetically unlinkce! (9,
17). Thus, mtONA lineages are indcpcndenlly maintained anu
accumulate gcnetic variations during vegetative growlh; in
sporulationlconjugation cycles, recombination between the two
parcntal mtONA genomes results in a further incrcase in
mlONA heterogcneity. From this paint of vicw, mlONA pat­
terns re!lect lhe genetic pee!igree of lhe clone. beca use zygotes
inheril significant proportions of the mlONA genome from
both parenlal strains.

Karyulype analysis shows a clear helerogeneilY belween lhe
dilferenl seIs uf slrains. Allhough mosl of Ibis belerogcneily
(\ccurs hclwccn clones wilh uifrcrenl mlONA palterns (Fig. :-).
some \'arialion is obser"ee! amun!! clllncs wilh lhc samc
mIO ,\ pallern. especially for c1on~s isolateu from e!ilrercnt
fermcnlalions (Fig. 2 anu :-). In lhis regare!. lhe observeu
hypcf\'ariahilily of a low-mobililY bane!. which can be useu as
an indicalion of elonalily. is particularly inleresling. In labora­
lory slrains. lhis banu emresponus lo ehromosome XII. which
includcs lhc rq1l'lili\"c rONA gcnes (10). \Ve consie!er il likely
lhat lhe hypcf\'ariahilily of lhis hand in wine slrains corn;­
spunds LO dilfcrcnlial amplificalions of rONA genes. but \Ve
ha\'e nol tesleu lhis hYPolhesis.

Karyolype is ohviously ucpcnucnl un lhc pee!igree of caeh
particular clone. hccause caeh parenl haploiu cell supplies half

of its genome to the zygote. In addition, karyotype patterns are
reported to be relatively unstable even in nonselective, normal
vegetative growth (14). We are concerned about the possibility
that sorne of this \'ariation arose during our own experimental
fermentations or selection tests; that is, clones that we consider
indepcndent beca use lhey have different karyotypes may be
vegetative progeny of a single cell in the original sample. There
is probably no good ans\Ver 10 lhis concern, for we do not know
the frequency of these changes in our populations. Presumably,
large changes in the number of rONA gene repeats occur with
relalively high frequency. so lhal populations wilh lhe same
mtONA pattern and identical karyotypes except for the hyper­
variable band are probably very closely related. On the other
hand, differences in the mobility of several bands, as observed
betwccn mtONA pattern A strains from the original samples
from Macabeu and Xarel.lo (Fig. 2), probably correspond 10
lotally independent clones with a common mtONA lineage.

The sparkling-\\'ine second fermentation represents a formi­
dable challenge to the yeast metabolism. The search for yeasl
clones lhat are able to carry it out led us to develop different
selection schemes lhat gave us lhree different sets of yeast
strains (sets B, e, and O). These yeast strain sets not only have
different phenotypical traits but also have different distribu­
tions of mtONA patlerns than set A, a random sample from
lhe original yeast stocks (Table 1). Two independent pheno­
typic traits, the ability to ftocculale and galactose utilization,
also show a clear correlation with lhe mtONA pattern (Table
3). Although the study is not complete yet, we have observed
that lhe ability to produce sparkling wine and to sustain an
industrial pied de cup also eorrclales with specific mtONA
patterns (data not shown).

To our knowledge, our study is the first one lhat shows a
correlation between molecular polymorphisms and specific
phenotypic lraits in wild S. cerevisiae strains from the same
vineyard. Mitochondrial metabolism has been related to etha­
nol tolerance (1). allowing the possibility of a direct relation­
ship between mtONA genetic polymorphism and this particu­
lar phenotype. This relationship is much harder to imagine for
ftocculation and galactose utilizalion. For bOlh cases, a great
deal of genetic information is available, invariably referring to
specifie sets of nuclear genes (12, 24). Therefore, we favor lhe
idea that the different mtONA patterns are indicative only of
distincl subpopulations of the natural yeast mieroftora. each
wilh its own karyotype and mtONA lineages. These popula­
tions are probably genetically isolated from each other; olher­
wise, phcnotypes like galactose utilization and f1occulalion
would have becn more widespread among strains with difkrent
mtONA patterns.

We interpret lhe appearance of strains wilh lhe same
mlONA paltern and similar phenotypic characteristics hut with
somcwhal ditrcrent karyotype profiles as an ine!icalion that uur
sets originatee! not from a single original cell but from a pre­
exislent populalion of differcnt, relalee! yeast cloncs. Thc pres­
ence of such a mosaic uf phenotypically e!istincl natural ycasl
populalions. perhaps reflecting an ae!aptatiun lO specific mi­
croenvironments, has \'ery importanl implications for lhe ecol­
0h'Y and fm the biotechnological use of wile! yeast strains. Thc
cmrelalion belween differenl relevant phenolypes and spceific
mtONA polymorphisms can facililale the isolation anu char­
acterization of wild yeast populalions with lhe desireu meta­
bolic ami genelic lrails.
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Karyotype Rearrangements in a Wine Yeast Strain by
rad52-Dependent and rad52-Independent Mechanisms
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Yeast strains isolated from the wild may undergo karyotype changes during wgetative growth, a character­
istic that compromises their utilíty in genetic improvement projects for industrial purposes. Karyotypc
instability is a dominant trait, segregating among mciotic derivativcs as if it depended upon only a few genetic
elements. We show that disrupting the RAD52 gene in a hypervariable strain partially stabilizes its karyotype.
Spccifically, RAD52 disruption eliminated recombination at telomcric and subtelomeric sequences, had no
influence on ribosomal DNA rearrangement mtes, and rcduced to 30'70 the rate of changes in chromosomal
size. Thus, there are at least three mechanisms related to kar)'otype instability in wild yeast stmins, two ofthem
not requiring RAD52-mediated homologous recombination. When utilized for a standard sparkling-wine
second fermentation, l1rad52 stmins retained the enological properties of the parental strain, specifically its
vigorous fermentation capability. These data increase our understanding of the mechanisms of karyotype
instability in yeast stmins isolated from the wild and iIIustrate the feasibility and límitations of genetic
remediatíon to increase the suitability of natural strains for industrial processes.

Karyotype instability during vegetative growth is common in
many naturally occurring yeast strains (4,5. ID, 13, 18,21). This
phenotype can be monitored only by examining karyotypes of
large numbers of clones isolated after several generations of
vegetative growth. There is no good model for this phenotype
in standard laboratory strains, for whieh many genetic tools are
applicable.

We previously analyzcd karyotype instability in strain DC5
(4). This karyotypically unstable strain produeed karyotypically
stable meiotic produets with high frequeney. From these re­
sults we inferred that karyotype instability might be governed
by relatively few genetie elements and that it might be possible
10 stabilize the karyotype of unstable strains by disrupting one,
or more, of the genes involved.

Mitotie and meiotie karyotype variations in natural and in­
dustrial yeast strains have been related to ehromosomal trans­
loeations due to eetopie reeombination between homologous
sequenees interspersed in the yeast genome. sueh as Ty ele­
ments. delta elements, or Y' elements (5, 18, 21). A direet
predietion of this model is that ehromosomal rearrangements
require a funetional RAD52 gene for homologous recombina­
tion (16). Our objeetives in the present study were (i) to obtain
and eharaeterize a :::'md52 derivative of an unstable yeast strain
to determine the role of homologous reeombination in karyo­
type variability during vegelative growlh and (ii) to determine
whether the fermentation abilities of lhe disrupted strain have
been altered.

• Corresponding author. Mailing address: Institut de Biologia Mo­
lecular de Barcelona, CSIC, Jordi Girona IS, OS03-1 Barcelona, Spain.
Phone: 34-93-4006157. Fa,'.;: 34-93-2045904. E-mail: bpebme@eid.esic
.es.
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i\IATERI.-\LS AND i\IEnIODS

Culture mcdium and conditions. AlI strains weTe grown in YEPS medium (5

g of yeasl eXlracl!liler. 20 g of sucroselliler, lO g of peptone!liter: Pronadisa.
Madrid. Spain) and were incubated al 30'C wilh eominuous shaking (2S0 rpm).
YPO plales conlained S g of yeast e'lracllliler, 20 g of glucoselliler. lO g of
peplnnelliler. and 20 g of Baclo agar (Pronadisa)lIiler.

Serial cultures. Slrain OCS was isolaled and charaeterized among a eollection
of wine yeasl slrains from El Penedés. loeated SO km soulhwesl of Barcelona.
Spain (4. 14. 13). Serial cultures were grown in 2 mi of YEPS al 30'C in 15-ml

culture lllhl,.'~. Aftef 24 h of cullure in (l Toller. cultures rcached ncar saturation
(oplical densil)' al 600 nm [00,,,,,01 of > 10) and were used 10 inocula le fresh
luhes lo an 00"" of O.OS. The gro\\' lh and subculluring proress was repealed
umil lhese serial cultures compleled 100 doublings (ca. 10 lO IS Iransfers). A
sample from Ihe lasl culture was spread on a YPO plale and incubaled al 30'C
for 2 days. Al Ieasl nine clone, were picked from each plale, grown in YPO. and
stl1red al -80'C "fler Ihe addilion of sor; glyeerol. The frozen slOcks were u,ed
for all fUflhcr analyses.

Kal'")'otypc analysis. Veast cdls from late·cxponcntial-phasc cultures wen:
emhcutkd in km'-melting-point agarosc (Pronadisa). The resulting plugs werc
incubaled firsl wilh Lylicase (Sigma. SI. Louis, Mo.) and then with prOleinase K
(Sigma) lO digl.'st burh ycast \\all and YCilst protl,.'ins. as prcviously dcscribed (7).
Yt:asl chromusornes \\('re scparatcd by pulscd-ficld g~1 e1ec1rophorcsis in a
Hula-GeI apparalus (Hoefer Inslrumenls. San Francisco. CaliL) al 200 V by
using a pulse ramp from 60 10 ISO s for 50 h in xO.S TBE buffer (100 m7\1
Tris-hydro,ymelhylaminomethan< borale. S mM EOTA: pH 8.4) al 12'C.

Calculation of rearrangcrnent rutes. Thc rate of chromosomal rcarrangcm.:nb
per gt:lh.-ratilll1 R was calculated from lhe frac1ion of clones showing a ka~()typ~

pau(,,'rrl idcntical lO th~ inpUl strain nftcr Iao dOllblings (Pi) accurcJing lO thL'
follo\\'ing formula (4): R = 1 _ p;"-'n

Stalistical anal~·ses. Signifk~lnce tests hel\veCn assays wcrc perforrned a~ 2x2
contingenc'Y tabks. Significance \'alucs were cakulalcd by the X::?: function \\ ¡lh 1
degree of fr<edom.

peR protocols. D:'\"A scquellct:s fur Ihe kllll r gene and Ilat! (nourscothricin

S-acclyltransfcrase) genes. conf~rring resiSlanc~ lO Geneticin tlnd nourscothri­
cin. respeclively. were amplified by PCR from plasmids pFA6-kanMX4 (23) and
pAG2S (naIYlX4) (9). respecli\'eiy, by using lhe following primers (RAD52
'<quences are capitalized): RA05H-up (5'-GAAG1TGCAGCCrTAGCTGT
AACAAAGGTgealaggccaclagtggalclg-3') and RAOS2¿.-lo (5' -TAGGACCfG
AGTATATCrCCAAGAGAGTfGGGlTTGGAcagclgaagcllcglacgc-3 ') .

A 11lul·disrupted endogcnous rad52 locus from a transformed yeas1 s1rain was
reamplified wilh the folJowing primers: rad52b-up (S'-TfACGCGACCGGTAT
CGA-3') and rad52b-lo (5'-TAlTTGlTTCGGCCAGGAAG-3') .
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FIG. l. Disruplion of bolh RAD52 alleles uf DCS. (A) Diagral11 uf
Ihe disrupliun. The resident RAD52 gene is indicated as a black box at
Ihe topo I3I1/1/HI sitcs as deduced frol11 lhe sequence al the Sacc!laro­
/l/yces Genol11e Dalabase (http://genol11e-M,,w4.stanford.edu/cgi-bin
ISGD) are indieated by lhe \etter B. Disruption cassetles conferring
resislance to c10nNal (l11iddle) or lO Genelicin (botlol11) are repre­
sented as "'hilc boxcs; arro\\'s indicate the sequcnces correspunding 10
pWl110ler (lcft) and terl11inalor (righl) scqllences. Predicted sizes of a
I3I1/1/HI digcs¡ion uf thc slrain harboring the c1isrupted ~rad52 allcle
arc inuiealeu. (8) SUlIlhern blol of gcnol11ic DNA frul11 a gcnclicinc­
rcsistant hcterozygote (lcfl) and a double uisruptanl (right), digesteu
\\'i¡h RII/l/HI and probed \\'ith a RAD52 pruhe (Fig. 2A. top). The
original DCS strain ga\'e only t\\'o hanus uf 2J)-l7 'Ind 1.5(\2 hp (nol
sl1O\\'n ).
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fragments failed. The second copy of Ihe RAD52 gene in a

RA D52/.:1md52::k(/ll r slrain "'as e!isruplee! by replaccl11enl by a

DNA fragment encompassing Ihc nalMX4 casselle (9) flanked

by 195 hp llpstream and 504 bp downslreal11 sequenecs from

Ihe I?AD52 genc (Fig. 1B). AII double disruplanls ",erc sensi­

ti,'c lO 0.0151J't- mClhyl melhanesulfonalc, a Iypical phenolypc

for .1rad52 l1lulanls (25), The dala del1lonstraled Ihe exiSlenCL:

of 1"'0, ane! only IwO, copics of IVID52 in Ihc parcntal slrain, a

finding which is consislen! wilh Ihe DNA conlenl of DCS bcing

<:lose lo lC (4).
Kar}ulypc slabilil)' uf ~ad52 slraios. \Ve cOl11pared karyo­

Iypes of clones fmm DC5 amI from Iwo (Al amI A4) .:1Jm/52
cloncs isolalee! after lOO doublings in rich medium (Fig. 2). As

pre"iously described (4), a subsel of highly variablc chromo­

soma\ bands appcarcd in lhe uppcr par! af lhe gel. Thesc

bands "'erL: idcnlified as variants af chrol11osol11c XII by hy-

(;l'l\l'raliun uf a ~ad51 DCS d('rinllin~. \Vc altempled lo

di~rupl h"lh Cllpies of /UD5] uf DCS by lIsing 1"'0 noncomplc­

Illl·nl;I~·. nOll-llllllu;t1ly inll.:rfcring antibiotie rcsislance rnark­

er~. 1..1111' ;Illd lIul! (')) (Fig. lA). \Ve amplilied cassettes cn­

l'lllllpassing lhc rcsist;lllcC markcrs \\"ilb chimerie primers

cncolllpassing Ihc rc1c-"ant scquenccs of Ihe eorn:sponding

pl;ISlllids, as \\cll ;IS hasc p(l~ili'l\1s 1~5 lo 213 (upper primers)

and IO-l-llll 10711 (Io\\"cr primer') from Ihe R.·ID52 opcn read­

ing frall1L: (positions rclali"L: lo Ihl' first ATG). ",hereas \\"e

oblained single disruplions al rclali"dy high frequcncy Wilh

bOlh seleclion slralegiL:s. Simultaneuus or sl"llu<:nlial disrup­

lion of Ihe !\\"o RAD52 allelcs hy lr;lllsforming \\"ilh Ihese PCR

RESULTS

I'CR condiliuns. PCR \\'as pcrformcd \\'ilh 1 U of Dy~azyme EXI DNA
polymcrase (Finnzymcs. Espoo. Finland). cilhcr 0.1 ng of DNA (plasmius) or 10
ng of gcnomic DNA. anu 10 pmol of caeh primcr. Afler an inilial denalUralion
:o-tL'p al 5 Illin fllr 94°C. primcTs wcrc annealcd for 1 min al -lsec and cxten:-ion
\\"~IS allo\\'cd lo proCl:cd fOf ('ilher 1.5 l1lin (disrUplion cassl.'lte) or J mio (dis~

rllplcd gcrwmic fragmel1l frul11 lhe ht:h.:roz~gott')al 77. eC. Afler rCUClli.llllration
f\H 1 min al Y-teC. lhe cyck was rcpcatcd 30 limc~.

Yl'asl trnnsformaliOIl. Slrain OC:; \\ as Iran:-forlllL'd ",ilh lhe tlitrercnl PCR
producls hy Ihc lilhium acctale mClhod (~. 19). \\'ilh minor modificalions. Ycasl
trall'lformants WeTe :-l'Iccled in YPD plates conl'lining 200 mg uf GCIll.'ticill
(Sigma) Uf lOO mg of clon~at (1Ialls·Knüll II1~tilute für ~aturslolf Forschunc.
JL'na. GCfmany) liter. Doublc tran~f(Jrl11¡lIHS \\cre bolalcLi un pIares cOlltaini,;Q
bulh antihiutics. -

D~A isolation. D:":A was c~traclt..:lI as pn:\·illllsly lIc~cribed (~O) w;lh ~ome

m(luifiealions. A ucnsc culturc "as \\"ashcd in 50 m:\1 EDTA (pI-! 7.5) anu
Irc',I,'U "ilh Lytieasc (1 mg mi: Sigma) all(l R:"asc ,\ (ca mg'ml: Sigma) for I h
al .'rc Aflcr cenlrifugalion (15.fllIlI x g. 1 min). Ihc ccU P"UCI \\"as rcsuspcndeu
in SOO I.tI of Iysis huffcr (511 m\1 Tri- IICI. 10 m\l EDTA. eN" sodium dodecl'l
sulfalc: pI-! S.O). Upon audilion of 150 fll of 5 M polassium acclatc al pI-! ~.s. ll;e
ecUs 1I','re placcd (ln icc fm I h anu pcllclCd by ccnlrifugalion al 15.000 x g fm
15 mino The supcrnatanl was c.''\lr~ll"lcct willl phenol three times, once wilh
phcnol-chlomform-isoam\"1 alcohol (e5:e~: 1). prccipilaled \\"ilh 1\\"0 \"olumes of
l.'thanul al - 20°C fur 30 mino and air drit.:d.

Soulhcrn blo!. Purificu D:\A \\"as resuspcndcu in TE and digcsleu \\"ilh ap­
prupria1l..' cllzymcs. DNA fragments wcr.... Sl.'parah:J in o.sr'c agafosc-TBE-gl'1
c:kctrophorcsis, denaturcd, and hlnttL'o unto Hybonll':'i+ filtcrs (Alllefsham
Pharlllacia, Uppsala. Sweoell) acconJing lo {he lll<Jnufaclurcr"s inSlructiuns, Thc
/{-ID52 prohc was uht;ljncd by iJlllplilicaliun uf D:'-1A of the laboralory strain
\V':;03a (frol1l lile Yl.'a~1 Stock Cl.'llt\.'f. .-\l11l.'rican Type Culture Collcctiull. Ma­
l1a~~as, Va,) with the prilllcrs rad:,2b-lIp and rad:'2h-ln. The Y' probe \\ as
oblaincd fmm plasmiu pEUeH 10+ 7 ~.~ (11 l. BOlh probes "'cre labelcd \\"ilh
l1uorcsccin-12-UTP (Roehe. Mannheilll. Gcnnany) by lhc ranuom primer pro­
locol (Ready-lo-Go: Amcrsham Pharmacia). Prch)'bridizalion "'as pcrformcd in
50r é formamidc-0.25 M sodium phosphalc buflú (pH 7.e)-y;, souium douccyl
,ulfalc-I mM EDTA-50 flg of salmon spcrm D~r\ (Sigma)"ml at 42°C fm ~ h.
I-Iybridizalion was pcrformed al ..noc o\"Crniglll in lhe prehybridiz:llion solution
plus lhc labclcd DNA probc. Thc tluorcsccin-Iabelcu prubc "'as uclcel,·u by an
,dkalinc plll"phal<lSc-linkeu aJ1lib,)dy (Flunrx-,\I': Trupi.x. Ikuford. ~'Ia".). ac­
cording lO lhe l1lanUfaL"tllr~r's il1~lnlL'tions, hy u:-,jng CDP-Slar (1311l:hrillgt.'f.
\lanl1hcim, Germany) in 0.1 ¡\o1 uiclhan"laminc (p¡'¡ IU}-I m:\l \lgCI, as a
('l1L'l1liI1lI11ini~ccI11 suh;;.trate. Chel11ilul1lini~ccncc was rL'CllrLkJ hy L'xrosing

Kouak X-Omal AR (Kodak. Lid., Lonuon. Unilcu Kinguom) films for 2 lo 15
min, al room tc.:mpc:rature,

Expcrinu:ntal frnnl'lIlations. YI.·a~1 slr:lins WL'rc propagated in hL'~II-lre;¡tl.'d

grape juicc (15 min at 110°C) and tlH:11 adapted and grown in the ha ...c \\inl.:.
;1í•."L"ording tu ~landard prncedllres (pieL! de Clip ¡11). Yl..·a~t gnlwth was fl..llhm·l.'d

h~ lurhidil11L'lry (1Ia<:11 ratio and H TllrhidiI11L'h:r: lladl COlllpany. LO\L'!and,
el110. l. t\lI lriab \Ver.... pLTfurme;;o in hcal·trL':ItL'd, 20110 \·intagc ha=--e WillL', Thi~

h:¡'L' \\ inl.' W:IS:I hknd (lf )\HlI1g \\ inl.'~ frlllll Chan.llHl11ay. \1:Ic:lhL'U, anu 1\"!"L'lIad:1
;:.r:q'l..' (lllli\';lr~: ih c(ll11pll~iti(lll W:t:-. dl.'l".:rmilll.:u hy :-'Iandard L'IH1lngiral JL'tL'rmi­
ll,lli"l1' t(,). Sp;lrl-.ling \\illL' :-'L'l"lll1d fL'rI1lL'nt;¡tilll1~ WL'rL' p~rfllrl1lL'd \\ith t!lb b:l:-.l'
\\ HIL' in ;1I11PI.:b\I.'d ~tand:trd 7:,t)-m! bl)ltlc~ Il1nuilil.:d III with~land IIp lo 10 bar.

(\llnk, "I.:rl.' lilkd \\ith ;¡ mi\turl.' llf h:t~L' \\in ..... :-.UCfn:-'L'. ;lIld pied de cup l.'l.lll­

1.1l1lil1~ 111'; 1.·lh:II1\11. h g uf I¡trahll.· :11.·iJiLy, ~~ g llf ~lH:fll~L' litl.T. anu Iti" \ iabk
~l.";1'1 l.'l.:lI, pn 1111. FI.'rlllL"lllalilll1 pnlgrL':-'s was 11l11l1itnrcd \\itl1 rrc~~lIrl." g;¡lIgl."~.
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F1G. 2. Analysis uf karyotypc instability of DC5 and of its J.rad52 d<:rivativcs. Cultures of DC5 strain (Ieft panel) and of twu independenl
DC5J.rad52 derivatives (middle and right panels) were maintained during 100 doublings in reaeh medium. The resulting culture was spread on a
plate. and nine clones were randomly picked for karyotype analysis by puIsed-field gel electrophoresis. The figure also includes the karyotypes of
the parental input strains fur eaeh culture (indicated by the lelter P on the boltom). Arrows at the side of the gels indieate the regio n where
chromosollle XII hypervariable bands runo White arrowheads indicate olher karyotype variations relative lO the parental input strains. Black
triangles at the boltom indieate clones whose karyotypes din'ered from that uf the currespunding input strain. The luwer pan of the gels was digitally
enhaneed to belter reproduce small chromusomal bands.

bridization with ribosomal DNA (rDNA) probes (4, 13). Size
variants of this chromosome reflecl changes in the number of
rD A repeals present in this chromosome. a phenomenon
genetically unlinked to size variations in the rest of chromo­
sornes (4, 17, 22). This particular kind of karyotype variability
will not be considered for the rest of considerations that follow.

Table I shows rearrangement rates for several indepen­
dently analyzed Arad52 e1erivatives (4) (chromosomc XII ex­
cl uded). Their combineel rearrangement rates, ó.4 x 10-.1
changes per clone per generation. is significantly lower than
that of the parental DCS strain (2.1 x 10- 2, P = 2.2 X 10-.1)

TABLE 1. Slatistics uf rearranged clones in J.rad52 ,trains

r"u. of clune, R~arrangcmcnt ral..:
Group (changcs' c!one- I .

TUlal R~arrangcd general ion ')

Dc) 17 15 2.1 x IO-~

J.md52 clones
Al 25 8 3.9 x 10-"
A.J 39 22 8.3 x 10-.'

131 9 .J 5.9 x 10-.'

132 9 5 !l.! x 10-.'

Tutal 82 39 6.-1 x 10-"

Monosporidic derivatives"
10-"Constant derivatives 273 22 8.-1 x

Variable derivatives 181 132 Ux IO-~

u Carro and Piña (~).

or of the combined variable monosporidic derivatives of DCS
(1.3 x 10- 2

• P = 6.4 x la-S) but higher than that for constant
meiotic derivatives from DCS (8.4 x 10- 4

, P = 9.1 X 10- 17

[Table 1] [4]). 1ndepenelent Arad52 derivatives showed similar
rearrangemcnt ratcs, ranging from 3.9 x 10-3 to 8.3 X 10- 3

changes per clone per generation. The Arad52 deletion did not
suppress the chromosome XII hypervariability, a result consis­
tent with the previous observation that chromosome XII rear­
rangements are genetically unrelated to size variations in the
rest of the chromosomes (4).

Analysis of subtelomeric recombination in Arad52 strains.
Chromosome rearrangements that occur during vegetative
growth are especially evielent in the sllbtelomeric regions,
where most changes accumulate (3, 12). We evaluated varia­
tions in lhe subtelomeric ends in J.rad52 strains throllgh re­
striction fragment length polymorphism analysis (RFLP) of Y'
seqllences (2). DCS clones isolateel afler 100 dOllblings have
considerable polymorphism in their Y' sequences (Fig. 3, IOp).
comparable lo thal of the chromosomal banels for the same
clones (not shown. see Fig. 2 for comparison). In contras!. a
similar experiment with Arad52 strains showeel an uniform Y'
RFLP pattern (Fig. 3, bottom), even in clones that were rear­
rangeel on the basis of their karyotype (not shown). Analysis of
a total of 20 indepenelenl J.rad52 clones isolateel afler 100
doublings showed no polymorphism in their Y' RFLP paltern.
which seIs an upper limil value for variabilily of the Y' paltern
of S x 10-4 changes per clone per general ion. \Ve concluele
that variation in the sllblelomeric regions depenels on RAD52
(presumably, through ectopic recombinalion) but thal al least
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DCS

111111
DCS!1rad52

FIG. 3. Analysis uf Y' sequenee polymorphism in DC5 and
DC5J.rad52. Genomie DNA from six clones (originaled as in Fig. 2)
from DCS (IOp) and from a DC5J.rad52 slrain (bOllom) were digesled
",ilh XlloI, run in a TBE agarose gel, blolled, and hybridized wilh a Y'
probe. Al lhe bollom of eaeh lrael lhere is lhe eorresponding densi­
lomelrie profile, running from lefl lO righl; smaJl arrowheads indieale
bands whose mobilily ehanges among lhe differenl clones (only ob­
served in Ihe DC5 slrain).

some of the chromosol1lal rearrangel1lents observed origina te
from an alternative l1lechanisl1l.

Fermentation capaeity of the .J.rad52 strains. Strain DCS
"'as isolated following selection for yeast strains for sparkling
",ine production, which requires an extremely high fermenta­
tion capability (13, 14). 80th the original DC5 ancl the md52
double disruptant performed the typical sparkling ",ine second
fe'rmentation with vel)' similar. ifnot identical, kinetics (Fig. -1).
Preliminary organoleptic analyses re,"ealed no major Llin·.:r­
enees bet",een the t\\'o fermentation products (data nut
,hu",n). Viable ceJls \\'ere recO\'ered after lhe complelion uf
the fermentation. i.e., \\'hen the pressure in the bottles reaehed
al least 7 bar. Phenotypic analysis uf 25 survi"ing clones fmm
lh.: hOltles inoculal.:d ",ith lhe .:lmcl52 strain indicated lhat all
25 of lh.:m mainlained hOlh r.:sistance mark.:rs (11(/11 and
/.;(/11'). indicating thal .:lrad51 cdls \Vere respunsihle for lhe
obser\"(:d fermenlation in th.: bottles.

D1SCUSSION

Gen':lic remedialion of nalural and indll,lrial )"easl slrains is
cOlllplicat<:d by their lack of selectahle g.:nctic markers anLl by
th.:ir anellploid nature. The use of dominant markns. e.g..
antibiotic resistance. can overcome the first of these problems.
We found that the nourseothricin resistance gene 11(1/ 1 is com­
patible \\'ith the colllmonly used /';al/' gene, making this pair uf
markers suitable fm complete disruption of bOlh alleles at a
gene in diploid strains. Targeting the seCünd resistance marker

AppL. E:-¡VIRON. MICROBIOL.
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FIG. 4. SmaJl-seale fermentalion lrials for DCS and DC5J.rad52.
The graphie shows lhe inerease in pressure in lhe bOllle in a typieal
sparkling wine second fermenlation. ole lhe eompJclion of lhe fer­
menlalion (al -7.S bar) after only 10 days of fermenlalion for bOlh
slrains. Data are averages of lWO independenl clones for DCS (Iefl)
and six indcpendenl DC5J.rad52 clones. Slandard devialions were
under 5% of lhe mean values in bOlh cases.

to a nondisrupted allele required extended sequence homology
to both ftanks of the nondisrupted allele. An easy way to obtain
this extended homology is to amplify a previously disrupted
allele fram a heterazygotic strain by PCR. This strategy should
be applicable for many protocols in which disruption of both
alleles in a diploid strain is needed.

The current hypothesis to explain chromosomal rearrange­
ments in natural and industrial strains of Sacc!laroJll)'ces relies
on recol1lbination between nonallelic homologous sequences
disperscd across the yeast genome, including Y', delta, and Ty
sequences, to generate the observed results (5, J3, 18,21). This
mudel predicts that chromosomal rearrangemcnts rcquire a
functional RAD52 gene (15, 16). We found that karyotype
instability during vegctative growth is unly partially dependent
on R-ID52. since chromosumal n:arrangement rates in .:lrad52
strains ",ere significantly lo",er lhan lhat of its parental strain
DC5 but still at lea. t (¡"e times higher than the rates associated
with stable strains. In contras!. rccolllbination al subtelumeric
rcgions WaS depcndent on RAD52. inuicating that they proba­
bly llccur through hOlllologous rccombinalion bel",ecn nonho­
mologolls Inci. Rccolllbination al subtelomcric sequences may
playa mI..: in lhe gcneration of chromosomal pulymorphisms.
both in mitosis and in Illciusis (2. 5. )2). but our results suggest
that this mcchanism is not responsible fm much of lhe karyu­
type "ariation obscr\'ed. We hypolhesize lhal at least t\\'o ad­
ditiunal chromosomal rcarrangemcnl mcchanisms can result in
nonholllnlogolls. R.·l D52-indepcndent rccombinat ion pro­
c.:sscs. On.: of th.:se mcchani,ms wUlIld accuunl ror at least a
third 01' th.: obser\'.:d changes in chmnlllsollle sizcs during
,ocgctali,oc gro"'th. The second one is in"oh'ed in rDNA rear­
rangem.:nts, \\'hich occur genetically independenl from rear­
rangcments of the rest of the genome (4, 24).

The long-term objecli"e of our rescarch is lo dcmonstrate
th.: f<:asibility of gcnctic r.:mcdiation fm reducing chrolllo­
somal instability of natural ,trains wilhout compromising thcir
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industrial performance. For historical reasons. \Ve were partic­
ularly interested in yeast slrains that can pcrform the so-callcd
second fcrmentation of sparkling wine. which invo,,"es a rder­
mentation of a hase wine in lhe typical sparkling wine bottlcs
(13. 14). This process requires a \'Cry eflicienl fermentation by
the yeast c1ue to the stringent conditions undcr which it pro­
ceeds. including a lo\\' pH (2.9 lO 3.1). an ethanol concentralion
of > IO"k. low Icvels of nUlrients. the prcsencc of 502' a modo
erate temperature (15 to 20°C). and an increase in CO2 prcs­
sure up lo 7.5 bar (1). That the .:J.md52 slrains perform simi­
larly to the parental strain in fcrmcnlalion trials suggests thal
this approach is feasible for this type of yeast strain ane! that
similar stratcgics of gcnelic rcmedialion in other industrial
yeast-based fcrmentations neee! to he consie!ercd.
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Summary

We have analyzed the stress-induced amplification of the tobacco Tnt1 element, one of the rare active
plant retrotransposons. Tnt1 mobility was monitored using the retrotransposon-anchored SSAP strategy
that allows the screening of multiple insertion sites of high copy number elements. We have screened
for Tnt1 insertion polymorphisms in plants regenerated from mesophyll leaf cells, either via explant
culture or vía protoplast isolation. The second procedure includes an overnight exposure to fungal
extracts known to induce high levels of Tnt1 transcription. Newly transposed Tnt1 copies were detected
in nearly 25% of the plants regenerated via protoplast isolation, and in less than 3% of the plants derived
from explant culture. These results show that Tnt1 transcription is followed by transposition, and that
fungal extracts efficiently actívate Tnt1 mobility. Transcription appears to be the key step to controlling
Tnt1 amplification, as newly transposed Tnt1 copies show high sequence similarities to the
subpopulations of transcribed Tnt1 elements. Our results provide direct evidence that factors of
microbial origin are able to induce retrotransposon amplification in plants, and strengthen the
hypothesis that stress modulation of transposable elements might playa role in generating host genetic
plasticity in response to environmental stresses.

Keywords: fungal factor, protoplast, retrotransposon, stress, Tnt1, tobacco.

Introduction

Stress and environmental challenges are known to trigger

surprisingly similar defensive mechanisms in different

eukaryotic organisms (Taylor, 1998). In particular, recent

evídence suggests the possible· generation 01 genetic

plasticity in response lO stress through the mobilization
01 retrotransposons, the most widespread eukaryotic
mobile elements. Stress and external challenges, including

microbial attacks, are known to be major lactors activating

retrotransposon expression in a wide range 01 organisms
such as yeast (Bradshaw and McEntee, 1989; Rolte et al.,
1986), drosophila (Strand and McDonald, 1985), mammals
(Liu etal., 1995) and plants (Grandbastien, 1998; Wessler,
1996). So lar, the biological signilicance 01 the stress
modulation 01 retrotransposons remains unclear.
However, it is in agreement with McClintock's original
model that postulates that transposable elements are

© 2001 Blackwell Science Ud

involved in genome restructuring in response to environ­

mental challenges (McClintock, 1984). A recent study
indeed suggests that retrotransposon amplification has

been involved in barley adaptative evolution to drought

conditíons (Kalendar et al., 2000). An alternative, but nat
exclusive, hypothesis is that activation by microbial chal­
lenges might also favor horizontal transmission and allow
elements to colonize new hosts. A parallel can be noted

between this hypothesis and the recent proposition that
stress activation 01 retroviral replication corresponds to an
escape mechanism lor the virus Irom damaged or stressecl

hast cells (Andrews etal., 1998).
Any debate on the putative biological impact 01 retro·

transposon activation implies that stress induces not only
expression but also subsequent transposition. However,
except lor yeast, direct evidence 01 retrotransposition in

159
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response to stress is scarce and often controversial. This

situation partly results lrom the dilliculty in establishing

experimental systems to demonstrate mobility in multi­

cellular organisms (Arnault and Dulournel, 1994).

Additionally, post-transcriptional inhibition mechanisms

are often used by hosts to control potentially deleterious
retrotranspositions (Curcio and Garfinkel, 1999; Menees

and Sandmeyer, 1996). In particular, there is little evidence

lor retrotransposon mobilization by stress in plants, where

experimental tests lor retrotransposition are particularly
difficult due to the high copy number 01 most plant

retrotransposons. Examples 01 transposon insertions were

reported in progenies 01 virus-infected maize plants

(Delia porta etal., 1984; Johns etal., 1985). However, a

causal relationship between virus infection and transpos­

ition still remains to be established in these cases. So far, a

link between transcription and retrotransposition has been
demonstrated for a few low copy number elements, in

response to in vitro tissue culture (Hirochika et al., 1996;

Hirochika, 1993).

The Tnt1 element of tobacco (Nicotiana tabacuml is one

of the best characterized plant retrotransposons
(Grandbastien etal., 1989b). Tnt1 is not expressed in

healthy tobacco tissues, except in roots (Pouteau et al.,

1991). Tnt1 expression is strongly induced by stresses
such as pathogen attacks and factors of microbial origin,

and a tight correlation has been shown between Tnt1

transcription and plant defense responses (Grandbastien

etal., 1997; Mhiri etal., 1997; Mhiri eta/., 1999; Moreau­

Mhiri etal., 1996; Pouteau etal., 1994). In contrast to many
other elements, Tnt1 transcription is poorly activated by
tissue culture, at least in tobacco (Grandbastien et al., 1997;

Hirochika, 1993; Pauls etal., 1994). However, Tnt1 is highly
expressed in freshly isolated tobacco protoplasts (Pouteau
etal., 1991). A detailed study of the different factors

involved in protoplast isolation has shown that wounding,
plasmolysis or hormone addition have little effect on Tntl

transcription, and that Tnt1 expression in protoplasts is a
direct response to the Onozuka solution, one of the three
components of the cocktail of fungal extracts used to

digest cell walls (Pouteau etal., 1991). Onozuka is a crude
extract prepared from the fungus Trichoderma viride and
contains proteinaceaous elicitors that activa te defense
responses in tobacco, leading to necrotic hypersensitive
cell death (Bailey etal., 1990; Lotan and Fluhr, 1990; Yano
etal., 1998). Tnt1 expression is detected soon after appli­
cation (Grandbastien etal., 1997). and Onozuka also acti­
vates Tnt1 expression when applied to intact tobacco
tissues (Pouteau et al., 1994), indicating that Tnt1 is
activated in direct response to elicitors contained in the
Onozuka solution. The effect of the fungal extracts is
transient, as Tnt1 transcript levels rapidly decrease after
their removal, in the early stages of subseqllent cell culture
(Grandbastien et al., 1997).

Tnt1 is mobile and was originally isolated after trans­
position into a target gene. However, in spite 01 a good

knowledge 01 the conditions and mechanisms activating
Tnt1 expression, no evidence was yet reported that Tntl

transcriptional activation is correlated to subsequent Tnt 1
mobility. The low level of Tnt1 expression in response to

tissue culture stimuli or plasmolysis has allowed us to

develop an experimental strategy aimed at testing for the
effect of fungal extracts on Tnt1 mobility. We have
monitored Tnt1 transposition in tobacco plants regener­

ated from mesophyll leaf cells, either via protoplast
isolation, or as controls, via leaf explant culture. In both
procedures, regenerated plants originate from cells that

have been submitted to stress stimuli linked to successive

steps of wounding, cell dedifferentiation, callus formation

and shoot regeneration. The major difference between the
two procedures consists of an early step of plasmolysis
that does not induce detectable Tnt1 expression, associ­

ated with overnight exposure to fungal extracts, including
the Onozuka solution known to induce very high levels of
Tnt1 expression. The comparison of Tnt1 transposition
between each of these two procedures is thus expected to

provide an accurate estimate of the effect of the fungal
extracts on Tnt1 mobility.

Since Tnt1 copy number has been estimated at several
hundred copies (Grandbastien et al., 1989b), we used a

high resolution retrotransposon-anchored PCR strategy

allowing the simultaneous detection of multiple insertion

si tes of high copy number elements, described as the

Sequence-Specific Amplification Polymorphisms (SSAP)
technique (Ellis et al., 1998; Gribbon et al., 1999; Waugh
etal., 1997) or as Transposon Display (Casa etal., 2000;

Van den Broek et al., 1998). Newly transposed copies have
been screened through the appearance of new poly­
morphic bands in SSAP profiles of regenerated plants.
We have also characterized these new SSAP polymorphic

bands, in order to analyze the seqllences of the population

of newly transposed Tnt1 elements and to compare them
with the sequences of the poplllation 01 elements known
to be transcribed in the same stress conditions
(Casacuberta et al., 1995).

Results

Tnt1 insertion polymorphisms in regenerated plants

The SSAP procedure outlined in Figure 1 was developed to
analyze Tnt1 insertion polymorphism in regenerated
tobacco plants. Since most Tnt1 elements do not contain
EcoRI restriction sites (Grandbastien et al., 1991), EcoRI
digestions were performed to avoid internal amplifications
from the 3'LTR. A primer pair consisting of an EcoRI primer
(EOO) and a Tnt1-specific primer (LTR13) was used for

SSAP amplifications. The Tnt1-specific primer, LTR 13, was
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Figure 1. Schematlc representallon 01 lhe SSAP slralegv used to analvze
Tnt 1 lflsertlon polymorphlsm.

Top; Tnt1 general structure; bottom: enl.Jrgement of (he regian

containing the SSAP·amplified sequence. Boxes represent Tntl sequence

and lhick dolted lines represent f1anking genomlC DNA. The three
funclional domallls IU3-R-U5J of the LTR are indlcaled. The BI and BII
regulatorv molifs present in the U3 domain 01 TnllA elements are
indicated bV slriped and shaded boxes, respeclivelv. The sequences 01

lhe EcoRI adaplalors lIower case leltersl and of lhe EOO primer (capilal
¡tafies) are indicated, together with the remaining nucleotides resulting

Irom lhe EcoRI digeslion (capilal boldsl. Tile posltions and orientalions
DI the SSAP primers EOO and LTR13 are indicaled bV arrows.

designed in the highly conserved U5 region, 250 pb

downstream of the 5' end of the element. and oriented

towards the 5' end. The EOO/LTR13 primer combination

thus allows amplification of variable amounts of 5' flanking

genomic ONA, together with a 5'LTR portion that includes

the U3 region, previously shown to be highly variable in

Tnt1 populations (Casacuberta etal" 1995; Vernhettes

et al" 1998). Control SSAP experiments were performed

on six tobacco genotypes (Figure 2a). In our experimental

conditions, about 80 bands per SSAP profile were

observed. These profiles are similar for all genotypes,

except for the PB06 line, which shows a low number of

polymorphic bands. These results indicate that the tobacco

lines used in this study are closely related. In addition, no

SSAP polymorphism was found in different plants of the

08, ti and PB06 lines and in different leaves of 08 plants,

thus indicating no detectable interplant or intraplant

variability (data not shown).

Following protoplast isolation or direct explant culture,

20-30 plants were regenerated per genotype, leading to

totals of 156 plants and 147 plants, respectively. Tnt1

insertion polymorphism was examined in all the regenero

ated plants using the SSAP procedure. After protoplast

isolation, new SSAP bands were detected in 11.8% to
42.9% of the regenerated plants, depending on the
genotype (Table 1). SSAP profiles obtained for a few

representative plants are illustrated in Figure 2b, -; tests

of homogeneity show that intergenotype differences are

not statistically significant (/df5 = 6.37, P = 0.27). The

presence of the ti somatic instability, known to increase

the level of spontaneous mutations (Grandbastien et al.,
1989a), does not lead to a significant increase in new SSAP

bands. Altogether, an average of 24.4% of all plants

regenerated via protoplast isolation contain new SSAP

bands. In contrast, after direct explant culture, new SSAP

'9 Blackwell Science Ud, The Plant Journal, (2001), 28,159-168
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Figure 2. SSAP profiles oblained with Ihe EOO/LTR13 primer combination
for the six tobacco genotvpes analvzed in this studv (al. and for
independent regeneranls obtained after proloplast isolation lbl.
98 and g9p are regenerants obtained from Ihe Gat genotvpe and x14,
x17 and x30 are regeneranls obtained from the D8xl1 hvbrid genotvpe.
Arrows indicates new SSAP bands.

bands were detected in a much lower percentage of the
regenerated plants, ranging from 0% to 6.6% (Table 1). The

Fisher's exact test demonstrates that intergenotype differ·

ences are not statistically significant either (P = 0.41). An

average of 2,7% of all plants regenerated via explant

culture contain new SSAP bands. Altogether, a significant

difference (-Id 1 = 29.68, P < 0.001) is found between

plants regenerated via protoplast ¡solation or via explant

culture, indicating a 9·fold increase in the appearance of

new SSAP bands in response to the pretoplast ¡solation



162 Delphine Melayah et al.

Table 1. Tnt1 insertion polymorphisms In regenerated tobacco plants

Genotype Plants regeneraled from lea protoplasts Planls regenerated Irom leal explants

Number 01 Plants wilh I ew bands Transposed Number 01 Plants with New bands Transposed
tesled plants new bands per prolile

. ,
tested plants new bands per prolile copies'copies

nllmber "lo nllmber mean number ~~ nllmber mean

Gat 21 9 42.9°'0 1-7 2.55 11/12 20 O O~o O O O/O
08 33 7 21.2°0 1-4 2.43 3/5 30 O 0°0 O O O/O
II 29 6 20.7°0 1-5 3.5 3/3 27 1 3.7~0 3 3 1/1
08 . ti 29 6 20. 7~0 1-5 2.67 9/9 16 1 6.2% 1 1 nt
Sam 27 8 29.6°0 1-3 1.75 8/8 24 O Oo~ O O O/O
PB06 17 2 11.8°'0 1 1 1/1 30 2 6.6~/o 1 1 2/2
Total 156 38 24.4°0 2.45 35/38 147 4 2.7% 1.5 3/3

'conlirmed transpositions/nllmber 01 tested bands; nt =·non-tested

procedure. The number of new SSAP bands revealed on

EOO/LTR 13 profiles varied from one lo seven per planl

(Table 1), with a mean number of bands of 2.45 and 1.5 for

plants regenerated via protoplast isolation al' explant

culture, respectively. Due to the low number of explant­

derived plants containing new SSAP bands, it is not

possible to determine if the numbers of new SSAP bands

per plant statistically differ between the two populations of

regeneraled plants.
Thirty-eight new SSAP bands isolated from 22 plants

regenerated via protoplast culture, and three new SSAP

bands isolated from three plants regenerated via explant

culture, were sequenced afler re-amplification from the

gel. The transpositional nature of each new SSAP band

was tested by direct PCR performed using the LTR13

primer and primers designed in each flanking genomic

sequence. Thirty-eight out of 41 new SSAP bands were

confirmed to correspond to transposition events (Table 1).

The remaining three bands, obtained from three different

protoplast-derived regenerants, could not be identified as

transposed copies. In these three cases, however, no

consensus sequence was obtained from the few clones

recovered from the cloning step (see Experimental pro­

cedures), suggesting that the failure to identify the trans­

posed copy represents the background of technical
problems inherent in our cloning slrategy. Taken together,

our results demonstrate that the va sI majority (93%). and
possibly all, 01 lhe new SSAP bands delecled in regener­
aled planls correspond to newly inserted Tnt1 copies.

Sequence variability of Ihe populations of Iransposed

Tnt 7 elemenls

The tobacco Tnt1 family is composed of an heterogeneous
population of elements that can be grouped in subfamilies

characterized by different U3 regions (Vernhettes et al.,
1998!. We have previously shown that only the Tnt1A

subfamily, characterized by the BI and BII regulatory

sequences involved in Tnt1 stress-activation (Casacuberta

and Grandbastien, 1993; Vernhettes el al., 1997), is

expressed in protoplasts (Casacuberta el al., 1995!.

Furthermore, protoplast-specific transcripts are not a

unique sequence, but a population of different, albeit

very c10sely related, RNAs (Casacuberta elal., 1995). Since

the first half part of the 5'LTR is amplified by the EOO/LTR 13

primer pair (Figure 1), it is possible to compare the U3

regions of the Tnt1 copies that have transposed in

protoplast-derived plants with the U3 regions of previously

characterized Tnt1 protoplast-specific transcripts. The

unexpected characterization of preexisting insertions (see

Experimental procedures) also allowed the comparison of

newly transposed Tnt1 copies with ancient copies that

inserted earlier during tobacco evolution.

AII the newly transposed copies analyzed belong to the

Tnt1A 1 group (Figure 3a). Furthermore, a striking correl­

ation was found between the U3 sequences of transcribed

and transposed copies. We have previously shown that

two majar U3 subpopulations could be defined in the

protoplast-specific transcript population, the P23 and the

P1 RNAs, each representing 24% of the population, and

both containing four BII regulatory repeats (Casacuberta

et al., 1995!. The P1 and P23 RNAs differ in the U3 regian

by four signature nucleotide changes only (G, A. A, T)
(Figure 3a) and the U3 regions of the remaining RNAs
differ from P1 and P23 by one al' two single nucleotide

changes only, as well as by the sporadic deletion 01 a

complete BII repeat. that may be considered as a single
mutational event generated during the reverse transcrip­

tion process (Casacuberta el al., 1995!. Our results show

that most of the newly transposed copies can also be

grouped in P1-type (four copies) and P23-type (24 copies)

sequen ces. Furthermore, 10 (30%) of the newly transposed

Tnt1 copies are identical to the P23 sequence. A third

subpopulation of newly transposed copies is closely
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Figure 3. Sequence variability 01 the partial LTR sequences 01 newly transposed Tntl copies characterized in protoplast·derived plants lal ami 01
preexisting Tnt 1 insertions (b)'
Sequences have been aligned on the d161tr transposed copy, chosen as a reference because 01 its identity to the major P23 Tnt1 RNA species. Seqllences
01 the P23 and P1 Tnt1 RNA species as well as 01 tlle Tnt 1-94 mobile copy are included Ithe P23 and PI RNA sequences terminate at the end 01 the R
regionl. Dashes and blanks indicate sequence identity and deletions, respectively. Nucleotides that differ from the reference sequence are shown in capit(lt
letlers. Lower case lelters and stars indicate rhat the 5· end 01 the LTR could nol be determined, sinee no homology to previollsly characterized Tnt1 LTRs
could be detected upstream from the sequences shown by dashes. Blanks have been ;ntroduced in the reference sequence to allow for nucleotide
insertions. Black boxes indicate important leatures of the Tnt1A LTR IBI and BII boxes, TATA box. H region!. The sllblamily and group 01 each seqllence.
as delined in Vernl1ettes et al. (1998) are indicated in brackets.

related lo the Tntl-94 element originally isolated after
insertion into the nitrate reductase encoding gene and

characterized by an atypical third BII repeat (Grandbastien

eral., 1989b) (Figure 3a, six lower lines). Interestingly,
transcripts of this type were never characterized in

protoplasts. Finally, it is noticeable that Tnt1 copies
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newly transposed in the same regenerant belong usually,
but not exclusively (e.g. s81tr and s82trl. to the same
subpopulation type.

These data indicate that there is a good corrclation, at
the level of the regulatory U3 region, between the Tnt1

transcripts generated by protoplast isolation and the Tntl

copies that have successfully completed the retrotranspo­
sition cycle. However, a significant difference between

transcribed and transposed copies is found with respect to
the number of BII repeats. We have previously shown that

90 percent of transcribed elements contain 4 BII repeats,

indicating that BII sequences were essential for Tntl
activation in protoplasts (Casacuberta el al., 1995).

Surprisingly, a significantly lower proportion of newly

transposed copies containing four BII repeats (64%) has

been observed in this work (/cm = 8.48, P < 0.001). In

addition, one of the newly transposed copies, t42tr,

contains only two BII repeats, although transcripts con­

taining fewer than three BII repeats have never been
characterized (Casacuberta el al., 1995).

In contrast to newly transposed Tnt1 copies, the regu­
latory regions of pre-existing Tntl insertions are much
more heterogeneous (Figure 3b). While most of them

(75%) belong to the TntlA1 group, only four of them
belong to the P23-type and one of them to the PHype. AII
the remaining pre-existing Tnt1A1 copies contain more
than four bp changes. Only six (33%) of them contain four

BII repeats, and several others display larger-scale modi­

fications such as insertions or apparent 5' truncations
(dp162a, g72c, s82c and gp94b). The remaining ancient
Tntl insertions belong either to the Tnt1B (17%) or to the

TntlC (8%) subfamilies.

Discussion

Microbial faclors aclivale relrolransposon amplificalion

Using the SSAP strategy, we have monitored the ampli­
fication of one of the few plant retrotransposons known to
be active, the tobacco Tnt1 element. Here we report that
the protoplast isolation procedure activates Tnt1 transpos­

ition efficiently in tobacco, since a nine-fold increase in
Tnt1 mobility is observed in plants regenerated via
protoplast isolation, compared with the Tnt1 mobility
observed in control plants regenerated via explant culture.
Since transcription is a prerequisite for the transposition of
retroelements, this sharp increase in Tntl mobility results
necessarily from one or several protoplast-specific factors
able to strongly activate Tntl expression. Previous studies
have shown that the major factor activating Tnt1 expres­
sion during the protoplast isolation procedure is the initial
overnight application of Onozuka fungal extracts (Pouteau
el al., 1991). The subsequent early steps of protoplast­
derived cell culture are expected to have very little impact

on Tntl transposition, since Tnt1 transcript levels decrease

strongly in the few hours following removal of the fungal
extracts (Grandbastien el al., 1997). and no Tntl transcript

could be detected by Northern analysis in tobacco cell
cultures (Hirochika, 1993). Furthermore, Tntl is not

expressed in tobacco calli (Pauls el al., 1994). As other

factors involved in the production of the regenerated
plants were also involved in the generation of the control
plants from leaf explants, it can therefore be assumed that

the nine-fold increase in Tntl mobility observed in plants

regenerated from leaf protoplasts is specifically attribut­

able to the effect of the cell wall hydrolyzing fungal
extracts, most essentially the Onozuka solution. Our

results therefore show that Tnt1 mobility correlates to its
transcriptional activation by factors of microbial origino

New insertions were detected in nearly 3% of the control
plants regenerated from leaf explants. This demonstrates

that stimuli other that microbial factors are also able to

activate Tntl mobility. This background mobility could
result from the original wounding step, since previous
studies showed tha!. although no transcript could be
detected by Northern analysis in shredded tobacco leaf
tissues (Pouteau el al., 1991), a low level of expression was

detected in mechanically wounded tobacco leaves through
the use of a reporter gene placed under control of the Tntl
LTR (Mhiri el al., 1997). Alternatively, background trans­
positions could result from a low level of activation during

tissue culture. Although no Tnt1 transcript could be
detected by Northern analysis, a small increase in Tnt1

copy number was indeed observed in established cell
cultures (Hirochika, 1993). It is noticeable that new SSAP
bands were usually detected in a reproducible manner in
an SSAP experiment performed with DNA isolated from
duplicate cuttings of the regenerated plantlets (data not
shown). This suggests that the regenerated plants are
probably not chimaeric for the new insertions, and that the
transpositions that we detected have occured very early in
the regeneration process. They might therefore originate
from the original wounding step rather than from the
successive rounds of transposition expected from a
response to tissue-culture stimuli. Finally, we cannot
exclude the possibility that background transpositions

could have a somatic origin in the leaves used for explant
and protoplast isolation, due to a possible low background
of Tntl expression in mature leaves. No interplant or
intraplant polymorphisms were detected in our control
analyzes, but somatic transpositions occuring in a few leaf
cells would not be detectable by the SSAP procedure.

Interestingly, microbial-induced transposition levels
measured in this work are strikingly high, since transpos­
itions specifically induced in protoplasts have occured in
over one protoplast out of five. Due to competitive PCR
amplification, the EOO primer, which contains no additional
selective nucleotide in 3', reveals only a fraction (80) of all
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tobacco Tnt1 insertions. The total nllmber 01 Tnt1 inser­

tions in tobacco was indeed estimated to be more than 500

through SSAP analyzes using EcoRI primers containing

two additional selective nucleotides (unpublished data). It
is therelore likely that the total number 01 newly trans­

posed Tnt1 copies that we observed in each plant on EOO/

LTR 13 proliles is also underestimated. The high level 01

Tnt1 transposition observed in our in vitro experimental

strategy opens the perspective to assess efficiently the

genetic impact 01 stresses sllch as microbial attacks or

generalized abiotic stresses applied on whole plants, since

the plant germline is not sequestered early and somatic

transpositions can be transmitted to the progeny in plants.

Althollgh the lunctional consequences 01 the new Tnt1

insertions remain to be established, insertions 01 transpo­

sable elements are thought to be a major source 01 genetic

diversity. by generating direct gene mutation or genome
structural rearrangements (Kidwell and Lisch, 2000). Our

work represents the first direct demonstration that factors

01 microbial origin, known to activa te plant defense

responses, are also able to generate plant genomic

diversity through retrotransposition amplification. Our

results therelore strengthen the hypothesis that stress

modulation of transposable elements might playa role in

generating host genetic plasticity in response to environ­
mental stresses (McClintock, 1984). Interestingly, T. viride

does not invade tobacco tissues, but merely activates

tobacco defense responses and hypersensitive cell death.

A successful pathogen infection is thus not a prerequisite

lor Tnt1 amplification, and mobilization might al so result

from incompatible or non-host plant-microbe interactions,

provided that tobacco defense responses are activated.

Since such 'unsuccessful' microbial challenges are quite

Irequent in natural conditions, and since resistant or non­

host plants are much more likely to produce progenies

than heavily infected plants, the evolutionary impact 01

retrotransposon activation by microbial challenges might

be quite significant.

Transcription is a key step controlling Tnt7 amplification

in response to pathogen factors

Previous studies have shown that the population of
tobacco Tnt1 transcripts displays a structure similar to
the populations 01 closely related but different viral
genomes relerred to as 'quasi-species', and that the LTR

U3 region is important lor expression in protoplasts
(Casacuberta etal., 1995). We show here a striking simi­

larity between the U3 sequences 01 Tnt1 elements tran­

scribed in protoplasts and the U3 sequences 01 Tnt1 copies
that have subsequently completed their retrotransposition

cycle and inserted into the tobacco genome. Interestingly,
the sharp contrast between the populations 01 newly
transposed copies and the more variable pre-existing
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insertions allows liS to determine with little error, by

visual analysis of U3 regions, whether a given Tnt1

element has been recently active or is an ancient insertion.

The effect 01 lungal extracts on Tnt1 expression is transi·

ent, since their removal alter the overnight treatment is
rapidly lollowed by a sharp decrease in Tnt1 transcript

levels (Grandbastien et al., 1997). This indicates that

induced transpositions have mostly occured during, or

shortly alter, the application 01 the lungal extracts, at the

single cell level. It can thus be assumed that transpositions

in each cell have occured in a single transposition burst.

Interestingly, new Tnt1 copies detected in the same

regenerant can belong to different subpopulations, indi­

cating that dillerent master copies can be simultaneously

active within the same cell.

Since the population 01 transposed copies is expected to

rellect template RNAs that succeed in completing the

downstream steps 01 the retrotransposition process, the

tight correlation between transcribed and transposed

pools suggests that there is very little or no template

selection lor Tnt1 reverse transcription. Transcription

appears therelore to be a key step controlling Tnt1

retrotransposition, and no specific post-transcriptional

control, for instance at the reverse transcription or the

integration steps, seems to lurther select for particular

Tnt1 types, at least in pathogen-related activating condi­

tions. It is, however, interesting to note that newly

transposed copies contain a significantly lower number

of BII repeats, compared with RNA templates. Deletion of

repeated sequences Irequently occur during retroviral

replication and retrotransposition (Pathak and Temin,

1990; Xu and Boeke, 1987). We have previously suggested

that BII deletions during reverse-transcription could be

involved in the control 01 active Tnt1 populations

(Casacuberta et al., 1995). The significant decrease in the

proportion of 4-BII elements that we observe alter com­

pletion 01 the reverse transcription cycle strengthens this

hypothesis. Interestingly, an unexpected 2-BII transposed
copy appears as a possible single direct deletion derivative

of two adjacent BII. However, since we also observed in

this work the frequent transposition of Tntl-94-type

copies, poorly represented at the transcriptional level

(Casacuberta et al., 1995), we cannot exclude the possi­

bility that 3-BII elements are in faet more efficiently reverse
transcribecl than 4·BII elements.

SSAP is a very efficient tool for monitoring

retrotransposon behavior and genomic impact

Most plant retrotransposons are present in high copy

number in the genome, and inlormation on their activity

is mostly available through transcript analyzes
(Grandbastien, 1998). To date, direct retrotransposition
has only been monitored by characterization 01 insertional
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mutants (Grandbastien et al., 1989b; Varagona et al., 1992;
Whitc et al., 1994), or for low copy number elements

(Hirochika et al., 1996; Hirochika, 1993). We show here that

the SSAP strategy is an efficient tool to detect and quantify

the mobility of high copy number elements. SSAP pro·

vides an interesting alternative to reverse transcription

tests based on intron splicing from indicator genes

(Hcidmann and Heidmann, 1991), since complete retro­

transposition events, up to the insertion step, are directly

detected. Consequently, results can be directly interpreted

in terms of genomic impact. In addition, SSAP provides a

tool for isolation of new mobile retrotransposon copies

when only partial LTR data are available, since it allows the

detection of transposed copies without any need for

insertional mutants for a known target gene. Finally,

SSAP performed with carefully designed primers allows

a direct and easy access to LTR sequences, the most

variable region of retroviruses and retrotransposons. In

addition to polymorphism studies and retrotransposition

assays, SSAP can therefore be used to correlate the

activity and the population evolution of retrotransposons

and endogenous retroviruses, and to study more effi­

ciently their behavior and impact on host genomes.

Experimental procedures

Plant material

Six tobacco genotypes were used: 11) N. tabacum cv Xanthi: the
XHFD8 line ('08'), a homozygous diploid line obtained Irom an
anther cultllre-derived haploid line (Bourgin and Missonier, 1973);
the (/-1086 line ('ti'), carrying the somatically instable ti mutation
(Deshayes, 1979), The ti mutation, originally obtained on N.
tabaCllm cv Samsun (Dulieu, unpublished), was translered to N.
tabaCllm cv Xanthi by successive backcrosses lDeshayes, 1976).
The Fl hybrid between the XHFD8 and tl-l086 lines was also used
(·D8xtl'). (2) N. tabaCllm cv Gatersleben ('Gat'). (3) N. tabacum cv
Samsun ('Sam') and (4) N. tabacum cv PBD6 ('PDB6'), both
provided by the Institut du Tabac, ALTADIS, Bergerac, France.

Plants were cultured in a shaded greenhouse and lully
expanded young leaves 01 the six genotypes were sampled to
obtain leal explants and mesophyll protoplasts. Leal tissues were
simultaneously sampled lrom similar plants for both procedures.

Prataplast-derived regenerants

Leaves were sterilized, wounded and placeel in medium TO
(Bourgin el al., 1979) containing cell wall hydrolases (Onozuka
Rl0, Yakult Biochemicals Co. Ltd. Tokyo, Japan, 0.1%;
Macerozyme Rl0, same origin, 0.02~o; Driselase, Sigma. St
Guentin Fallavier, France, 0.05%) lor a standard overnight (16 h)
enzymatic digestion. Protoplasts were rinsed Irom the digestion
medium, cultured in medium TO as described (Bourgin el al.,
1979) and subcultured in medium C as previously described
(Muller et al., 1983). Derived colonies were plated onto solidified
medium R4MO medium (Bourgin et al.. 1979), allowing callus
lormation and callus-derived shoot regeneration. Regenerated
shoots were rooted on B medium (Bourgin et al., 1979), Each

regenerated plant was produced from a different callus, that is
from a different protoplast.

Explant-derived regenerants

Leaves were sterilized, and wounded leal pieces were placed onto
solidilied medium R4MO medium (Bourgin et al., 1979), allowing
callus formation and callus-derived shoot regeneration at wound
si tes. Regenerated shoots were rooted on B medium (Bourgin
et al., 1979), Calli produced at dilferent positions 01 the same leal
explant were separated at early stages. Each regenerated plant
was obtained Irom a dillerent callus.

SSAP pracedure

Plant DNA was extracted from leal material 015-6 leaves in vitro
plants, according to the Doyte and Doyle CTAB method (Doyle
and Doyte, 1990), Alter an RNAse lreatmen!. RNA-Iree genomic
DNA was extracted wilh phenol:chloroform, salt-precipitated and
re-suspended in TE (lO m\1 Tris. 0.1 mM EDTA)' Genomic DNA
(0.5 ¡Ig) was digested with 5 U EcoRI (Gibco BRL, Cergy-Pontoise,
France) in a 2S-pl volume of RL bulfer (10 mM Tris-acetate pH 7.5,
lO mM magnesium acetale, 50 mM potassium aceta te, 5 mM DTT)
at 37'C overnight. The restricted DNA was diluted with one
volume 01 ligation mix comprising 50 pmoles of EcoRI adaptors
(Figure 1), 0.4 mM ATP, 1 U 01 EcoRI and 1 U 01 T4 DNA ligase
(Pharmacia, Orsay, France) in RL buffer. Ligation was perlormed
at 37'C for 3 h. Ligated D A was finally diluted with 10 mM Tris­
HCI, 0.1 mM EDTA pH 7.5 to the final concentration of 2.5 ng pL".
A S-pi aliquot 01 the diluted ligation mix was amplified in a 2S-¡i1
reaction containing 35 ng of 33P-labeled LTR13 primer (5'­
CTTATACCTTGTCTGTGAAACC-3', + 286 to + 265 of Tnl1-94
(Grandbastien et al., 1989b), 50 ng 01 EcoRI primers (Figure 1),
0.24 mM 01 each dNTP, 1.5 mM MgCI2 and 1.5 U 01 Taq DNA
polymerase (Perkin Elmer, Courtaboeul, France) in its reaction
buffer. PCR was carried out using the following conditions: 5 min
at 94 'C, 13 cycles 01 30 sec at 94 -C, 30 sec at 65°C (- OTC per
cycle), 2 min at 72 C, 25 cycles 01 30 sec at 94'C, 30 sec at S6'C
and 2 min at 72-C, lollowed by a final extension step at 72'C lor
10 min

Alter PCR, samples were dituted with one volume of loading
dye (95% formamide, 0.05% xylene cyanol FF and 0.05% bromo­
phenol blue), heat denatured at 94 C lor 5 min and directly cooled
on ice. For each sample, a 6-8 pi aliquot was toaded on a 6%
denaturing polyacrylamide gel (20 x 40 x 0.04 cm) and pre-run
at 35 W lor 45 mino Samples were then run at 35 W for 4 h in
lxTBE. Gels were translerred to Whatman 3 MM paper and
vacuum dried at 6S-C lor 1 h. Dried gel s were exposed to X-ray
lilms overnight or for 48 h. depending on the signal intensity.

Isalatian and characterizatian af new SSAP bands

New SSAP bands that were clearly separated Irom non-poly­
morphic bands were selected. excised Irom the dried gel s using a
razor blade and re-suspended in 100 fil 01 water. DNA was eluted
Irom the bands by boiling for 15 min, salt-precipitated and re­
suspended in 10 pi of sterile water. A S-pl-sample was then used
as DNA template in PCR amplilication using the SSAP conditions
and primers described above. Amplification products were sep­
arated on 2% agarose gels. Bands with lhe expected molecular
weight were excised Irom the agarose gels and doned in pGEMT
vector according to the manufacturer's recommendalions
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(Promega. Charbonniilres. France). SeQuencing was performed
using the Abi prism automated seQuencer. The nucleotide
seQuence data 01 these clones have been submitted to the
DDBJ/EMBLlGenebank databases under the accession numbers:
AF401683 to AF401739.

Five to six clones per SSAP band were usually analyzed. In
some cases. minor contaminating clones were obtained in
addition to a major consensus clone. Primers (seQuence available
upon reQuestl were designed Irom the f1anking genomic regions
01 consensus clones. Direct PCRs were performed using these
primers and the LTR13 primer. In each case DNA Irom the
regenerant. Irom which the new SSAP band was characterized.
was tested against control DNA samples from other regenerants
ancllor from original genotypes. A new insertion was indicated
when a PCR product of the expected molecular weight was
obtained with DNA from the corresponding regenerant. but not
with other control DNA samples. One regenerant was lost and the
transpositional origin 01 two new SSAP bands could only be
indirectly tested by negative PCR results on control DNA samples.
For two bands isolated from protoplast-derived plants. only 2 bp
01 adjacent Ilanking seQuences were found. However. these bands
were assumed to be new insertions. since they each generated 5­
6 identical clones. Most minor contaminating clones were also
tested. and shown to correspond, as expected. to pre-existing
Tnt1 insertions.

AII seQuenced copies were named as follow: the first letter(s)
indicate(sl the genotype (g and gp = Gat; d and dp = 08; t = ti;
x = D8xtl; s = sam; pb = PBD6); the following numbers Iranging
Irom 1 to 23) identifie(s) the regenerant and the linal number
identifies the SSAP bando In the case of transposed copies. 'tr'
was added to the name. In the case of pre-existing insertions
(minor clones), a lower-case letter corresponding to each clone
(ranging from 'a' to 'i') was added. For instance. the s231tr, s232tr
and s233tr seQuences correspond to three newly transposed
copies. characterized from the same regenerant (numbered 23)
obtained from leaf protoplasts of the cv. Samsun line. while the
s231a seQuence correspond to a pre·existing insertion isolated
together with the s231tr new bando
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Expression profiling of genes involved in heavy
metal hyperaccumulation and tolerance in
Th/aspi caeru/escens ':

,1
Judith E. van de MorteP, Lisa A. Gilhuijs-P 'derson2, Maarten Koornneefl and Mark G.M. Aarts1

Th/aspi caeru/escens
roots 2 ~M lnSO. (Te21

ferrulale->hydroxytase 1.~.~.. I.~~·~.J:I:il.~~••~.

Table 1. A seleetion 01 differentially regulated genes with a putative role in heavy metal
hyperaeeumulation or toleranee. red = up-re¡.ulated, ;:r,,( n = down-regulated, blue. no
signifieant differenee in expression,

L100L10L2
. ," ~ '", '- .•.v!

Tc2 -Al2 Tcl()()' Al2 Tcl()()' Tc2

ZlP4, aputative ln transporter 23 12 0.53
SadenosyH.-homocysteinase, putative 8,0 17 2.2
Cold aeelimatian prolein homolog 4.0 18 4.6
Hypothetical protein 6.0 14 2.3
Hypothetical protein 3.6 40 12
Pulative glutalhione Stranslerase 3.4 9.2 2,7
Cytosolie malale dehydrogenase 3.8 8.5 2.3
Scarecrow~tke1 2.5 7.2 2.9
Ferrulale·5-hydroxylase (FAHlI 7.7 7.1 0.93
bllP transcription factor-like protejn 7.1 12 1.7
Cadmium lransporting ATPase Iike prolein 3.5 4.0 1.2
Putative eadmium transporting ATPase 15 20 1.3
Metallolhionein 2b 3.5 8.0 2.3
Putative zinc transporter 5.7 3.0 0.52
Ferrodoxin precursor isolog 4.5 2.3 0.51
NAM (no apical meristemtlike pl'Olein 3.4 4.4 1.3
Receptor~lkeprotein kinase 3.3 4.1 1.3
Putative aseorbate peroxidase 16 27 1.7
Nieotianamine synthase 3.2 6.8 2.1
Copper amine oxidase~ike protein 5.3 3.6 0.68
Putative prolein 6.0 0.96 0.16
MJ2 dornain containing protein RAP 2,3 2.0 2.5 0.15
Putative xyloglucan endotransglycosylase 0.1n 0.0&8 0.026

PutatiYe caaniJm.
transporbn¡ ATPase

Northern blots of T. cae/lJ/escens roots and leaves grown at different
zinc concentrations were performed for a selected number of genes
to confirm their expression (Fig. 4).

RO R2 RIO RIOO LO

From these data we selected some genes which may be involved in
zinc hyperaccumulation and/or tolerance. ZlP4, the most
differentially expressed gene between Thlaspi and Arabidopsis (at 2
~M Zn), is the Arabidopsis orthologuE of ZNTl, a zinc transporter
previously suggested to be involved in Zn hyperaccumulation.

fV!.11,..nj/,' 'NI< III/('ttJodt;
Global gene expression analysis was performed by hete r::>logous
cDNA micro-array hybridisation using Agilent Arabidopsis 1
oligonucleotide arrays representing around 13.500 putalive genes.
The array was labelled with cDNA from Arabidopsis thaliana roots
grown hydroponically at 2 JlM ZnS04and T. caeru/escens roots
grown at 2 and 100 JlM ZnS04 (Fig. 2). Individual gene expressions
were confirmed for T. caeru/escens by Northern blot analysis.

Arabidopsis ihaliana roots 2 ~M ZnSO. (At2)

/ \
.... Th/aspi caeru/escens
... roots 100 ~M lnSO. (TeIO:'¡

/ntrodl/c(ion '.
Thlaspicaeru/escens(Fig. 1) is a natural Zn, Cd and Ni
hyperaccumulator species belonging to the Brassicaceae family. It
is self-fertilizing, and c10sely related to Arabidopsis, with é1bout 87­
88% DNA identity. There are several accessions known 'v th
different metal uptake, accumulation and tolerance characteristics.
Thus it appears an excellent model species to study Zn, Cd, and Ni
hyperaccumulation and tolerance in plants.

Little is known about the moledar
genetic mechanism behind hea'J)' metal
hyperaccumulation and toleranc:e. We are
trying to unravel this mechanism by
studying T. caeru/escens'global and
individual gene expression. The initial
attempt is to identify genes that playa
role in Zn hyperaccumulation or wlerance.

Fig. I Th/aspi caeru/escens

Fig, 2 Experimental set-up 01 the miero-arrays. Arrows indieate different h)'bridisations,
The arrow eolour indieates whether a sample was labelled with Cy3 (greer) or with
Cy5 (redl,

Re511/!~' artd disClIssiOrt
More than 300 genes are higher expressed in roots of T.
cae/lJ/escenscompared to Arabidopsis and 73 genes are
differently expressed between T. caeru/escens roots ex~ osed to
two ZnS04concentrations (Fig. 3).

TeIOO· At2 Te2 - At2

Putative ascorbate
perolidase

ZNTl

Fig. 4 Northern blot analysis 01 lour genes whieh may be involved in zinc
hyperaeeumulation and/or toleranee. Ten mierograms 01 total RNA 01 1. caeru/escens
rools (R) and leaves (U was used.

TeIOO· Te2

Fig, 3 Venr><liagram 01 the number 01 genes up- or down-regulated in the different
eomparisons, red = up-regulated, ,;,,;¡:n = down-regulated

ConcllJsioflS
-Arabidopsis oligo·arrays can be conveniently used for heterologous
hybridisation with labelled T. caeru/escenscDNAs.
-Over 300 genes are higher expressed in T. cae/lJ/escens roots
grown at normal and elevated Zn concentrations compared to
Arabidopsis roots at normal Zn concentrations.
-Relatively few genes are differentially expressed between T.
cae/lJ/escens roots exposed to 2 and 100 JlM ZnS04'

1l.aboratorv 01 GcnettcS, WageOlnp,en UOlVetSlty. ArbofelufIltaan 4, 6703 BO Wageningen, lile Netl1erldnds
? ACitcJclllic fv1edtCid ~nt('f .. Uruver~lty 01 Arnslcrdc3n1 (UvA), Ml~lbergdrecf 9, 1100 DE Arnslerditrn, Thc Nctllcrlanc1s

[mall d(1(1rc~5: ludllh.valldclllurtcl@.vur,nl
~

NWO



POLYKETIDE DERIVATIVES ACTIVE A'GAINST
BOTRYT/S CINEREA IN GERBERA H)/BRIDA

(ASTERACEAE)
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INTROOUCTlON

Plants prodUc. a remar1<able dverslty 01 secondary metabolt.s. Iow-mole<;utar welght
nat1l'81 produets that have ro"'s, e.g~: In Interactions with the environment Chak:one
synthase ICHS). !he key enzyme ot !he navonoid bfanch 01 phenylpropanoids. Is a member
01 • "'"""' l.mlly 01 plant polyketide synlhoses thot Includes closely relatad enzymes
catalyzlng one, two Of ttYee sequential condensJng reactions between makmyJ-CoA and a
vori.ty 01 CoA·1hloos!er staners. Pr.vlously w. Isolated Irom Getbera hybrida • cONA
mole<;ule encodng • new CH5-lke enzyme. 2-pyrone synthose 12PS) (3). 2PS has novel
substr.t. specIlIcity. bu! retaíns nearly 70"k .mlno .cld ldentity wlth CHS. lhe .nd product
01 its reactlon sequence Is b'iacetolactone (1).8 putative precLrsor 01 both gerberin (2land
p....sort>oslde 13)(Ag. 211').

Gefbefa pJants ..ansgeric tar 8n antisense constnJc:t ot the 2PS encodng cONA lack 2PS
enzyrnotic .ctivlty (2) .nd consequently produc. ne"her garber1n 12) nor par.sorboside (3).
These two glucosides themsetves are not antitungal but are thought to be precl6SOf'S or
storage forms ot ~oactive mo5ecules In gerbera plants. Here we report on ttvee pathoge~

IndUced .ntilungol compounds. gerber1n aglycone 14). tIlIns-per.sorboside .glycone (5) and
4-hyctoxy-5-rnethylcoumarin (6) In response 10 Botrytis cinerea ettack In gerbera 8scertained
by compartng unaftOfed plants 10 tr.nsgenic llnes lockJng 2PS.

t-olation and IdenUflcetion 01 the entif\N\g:e1 compounde
lo ldentily !he blooctive compolJ'lds In !he methanol extr.cts lrom !he control plan! ..mples.
prepar.tiv, lLC lr.donotion w.s pe<lormed. A total 01 five lr.dons were collected lrom TlC
plates lAg. 2). Inhlbl1ion w.s ObSOfVed only ler lr.ctions 4 .00 5. other lr.ctions dd not sOOw
.ro¡ signs ollnhlbllon. Includng lr.don 2 ccn'a1ning gerberin 121 ond por._de (3). lile
~oacUve fraC1lons were 1U1her pll'tfied b'l rtPlC and tle shlctlres 01 the co~
ldemlned by NMR and MS. Mlnimallnhlbltor¡ (.oncentr.tions IO/'!he .ntilungol compounds (4)
.nd (6) .golnst B. cinerea. H. annosum and R solaniwer. determlned (l.bIe 1).

TibIe L MintMllnhbllon concenttath-;;r II/~Jac'"O'focNcompound.
.~"1!.th'!!~t_~.,,~--'ungl__ ~ __o • _

Compound ., eh.,.. H.•nno~um R. _ohn'
4-hyet"o.y.5-fndhyk:oum.m (l. 8 10 1
gefbem av~one (oC) SOO 250 500
Diaceloblctone (1) =50 500 500
SOfbic .cid 1:S t 25 250

D1SCUSSION
RESULlS

tnduced antifunge. compounda in Gerl:len hybrid~

In this study. tlYee .ntilungol .gents were Isoloted lrom garber. plonts .00 were lound 10 be
induced lollowlng inIection by !he r,...,ld BotJylis clne,..a. lhe phyIooleldns havo thelr
glucosides present In !he lJ'lInlected planlll.6¡. lhe glucosldes .... lound In •••eri.1 parts ol
!he garber. planto bu! !he loldc aglycones were rele.sed only In !he 1Ior.1 O/'gens dI61ng B.
cinerea in1ection.

....s.~dot>Ied
poIytc-.In"...,...•lrt__.~ .._d

bollo geo1lertn (21 ondoon­
(S)._....~
~(.)..~
preanc::n. The~ may be
"'""-d by _ ~ In.,..booa.

-:- _-rr-r-n"'- ,.-1":;... _ M.- .v..J..... l",.)....Á.

A I.mlly of 2"9Y'''''' .Y",,,,,... 1n ge<bo<I
Gert>erin (2) ond parasortloside (3). along wIth thelr bioacfve. aglyccne _ {4 Incl 5.
respeclvelyl.•00 4-hyd'oxy-5-<nethylcournertn (e) shar•• as part 01 11"*~ •
po/yl<etide Intermed.le derivad lI'om 1he unusulll _ unil ocetyI-CoA F~.
blosynthesls ol both 11<>UPS ol~ Is concomltonlly blocked In ,,_""'**wIIIl ..
onIIsense conrtuet ol g2psI."1s possIbIe that1he g2ps1 encoded 2PS 1$ In"""'~
lO/' botltik.tde- ond pentokeade-besed metobolleS. AIlerTwfvely.~ may._••
sacond. yot unidenltled 2PS wt1h • Iorger _ c:ovtty. A ..... lamJy 01 g2pa~
genes eJdsts In !he gert>er. genome (4~ Genes closefy releled ID g2palbt~ enc:ocII far
.s yot lrdloraclet1Zed 2PS enzymee COUd be concomItanlIy~ In b
lr8nsgerk pIonls Investlgoled In tlIs study.

__ _'(Yy" • rt
• - - ""'-<- -.- .. -_..

8k>syntheaJa of fhe enttfwlge' eompounda
We had e...1ar Iden_ln garber•• """01 type 01 cholcono synlho_e po/yl<.tde synlhose
lhot Is r.sponsible lO/' tle 1ni1.1 S1eps ol garber1n 12) .00 par._de (3) bIosynlhesis
11.3.4). lhls enzyme. 2PS. catolyzes I,JmlOt!on olti.c.toIaclOne (1) lrom acetyl-<:oA tlYough
.n enzyme-bound triketde Intermediat. (Ag. 3) "J. lr.nsoenic garber. lnos wIher. 2PS
.C1M1y w.s down-reguloted uslng .llIlsense ".nslormolon 12J were devoId 01 botll 2PS
.ctivl1y.nd tle ocCUTence ol gerberin 12) ond par.sort>oslde (3). Fl6thermor•. these gerw.
lnos wer. sensitivo 10 lungol Irlodons In !he 11-- Ind. unlke '''''aets lrom
untranslormed plants. theIr melhonol ~>troctsdd not Inliblt lIlngoll1owth In vIlro.

Hor. w. hove demonstr.,ed that unoltered garber. plents .....ble 10 respoOO ID alungol
pathogen by synthesi2ing ., Ieast ttwee <Illerent phytooleldns (4. 5 ond 61. whlch .... not
produc.d In 2PS down-regutated tr.nsgenic lnos. lwo 01 !he phytoaleldns or. !he .glycones
01 gerber1n (4) .00 par._de 15) .00 relate d<ectIy to !he present. 01 2PS acIvIty In
garber. ('1·

Coumartns .re dstibuted wlooly In !he plent Idngdom .00 maro¡ ore known ID be
blologlc.'ly-ective compounds. !'>-MethylcOlll1orins ore rnoInIy lound In 1he tibe MutI_ ol
Asterac••e. wlhere Getbera Is oIso taxonomlcally Ioc.ted. In ._ID belng toxonornic8ly
resticted. !he blosynthesis 01 5-methylcoumartns lo dtllerent lrom normal coumortn
blosynthesls lhat proceeds vla tI>. shlldm.le p8t/lWOy. Feedng studes wt1h radoac1lvely­
Iabeled prect.-sO/'s sugges1 thot !;.metllylcoo.mor1ns .... der1v.t_ ol poIykeldes 15~ n.o
methyt I"oup ., posItIon 5 Is derlved lrom .celyl-CoA .00 two-car1lon units or. added lrom
malonyl-eoA until lormot!on 01. pelltok.tide. whlch!hen loIds Into!he blcyclc product (Ag. 3).
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® 6 7 Control Transgenic

o.yo-...tng-
_. ,. PTogo-......... lntoc1ion by 8oI7ylis _In Getbont ""brldo.
Cot'trOl pt¡rc~ (...tWte Wrs) 5hooNed no siWlS Off inte<fion 1tve da'15 der Inte<:tion (~) .nd had 0Ñ'1 minor
dwnege _fter rine days te). 8y com.sc. the trInSformanIs Iacking 2PS (grly bws) lNefe et-Nt)'S
sevet'efy Infeded by the moId by 1he 6th day (8) and.....efe lotaly coIapsed after ni,,"· days (O).

Co"'lJOu..... Inducad du.1ng S. c1ne<e~ Inlecllon
A SlNeY uslng vorious sotvents showed that !he methanol extr.ct 01 tlO control plants
contalned bloactive compounds that wer. lacking In !he tr.nslormonts. In .ddtion to !he
constanUy .xpressed substances gerber1n (2) .nd par._de (3).•, Ie.st tlYee new
substBnces were detected by lLC .nelysis In !he IntIorescences ollnle<"ed control plants
bu! nolln!he tr.nsgenic plants (Ag. 2).

00..-" 51. r 41

"~=K~~~131
...&- I
..4- ..-4..--1:1

Susc4tptibility of the 2PS tran.tonnant. to the mokl 8ot,ytis cinerea
lo test whether tronsgenic garber. pl.nts lacking 2PS .dvlty .r. mor. su 'ceptible IOwords
B. cinerea than control plants. .n Infedon ShJdy w.s pe<lormed ~lder controlled
I"eenhous. condtions. lhe prol"ess 01 !he Inlection w.s lollowed 101 nine doys .ner
ínoculalion. A cleer c:ttterence between the 2PS antisense plants and thE control plants in
1heIr .bllty IOresist mold Inlection w.s observad lAg. 1).

.... 2. n.c anoIyslo _ ...... _"...,... _ ••

In .- to ... __ ..., gb:ooIdes get10erin (2) ond oon_de (3) (_ 2).
........~~ appeared in the caroIaIa el Ir*<:ted contral p&was cUing B.~
_1__• ond 5). Tho gb:_ o<ony ..... lrd>c:ed__... _In!he

utrada tan 1M traN'formarts.



Gillegil ortentill/s

Rhlzoblum gillegile nadules

Gillegil orlentillls Infected wlth
ueslcular arbuscular
mycorrhlza (Glomus
Intrilrildlce~. 1168: arbuscules,
C: ueslcle, O: external hyphae

We haue lsolated four chltlnases
from Gillegil orlentill/s, three class
I-chltlnases and one class IU.

_---'c----.-.
~-f--_===,-"'~:...:..-.

Phijlogenetlc tree made wlth sequences
from chltlnases genes [partly balfd on "_1
daLl'l'.ln

Thln transuersal sectlon of a young
Gillegil ortentillls root nodule and root.

~~~~li'I'-I'.-, ~-
--

Phylogenetlc tree made wlth
sequences from legume ledln
genes lpartly balfd 0Il BnIIlIn &
IIanlolIlsky l'l'.ln
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~ j ~l j... ­-
Weslern blot uslng
dlfferent t1ssues of
Gillegil wlth an
antlbody (c1ass Iand
11 chltlnases)

Thln longitudinal sectlon of a Gillegil
ortentill/s root nadule

Sequence aUgnment of n93
from Gillegil wlth protelns of
the gamma-thlonln famlly
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Fig.4. - Alkalold cantent In halr-y roo's (a) and "quid rncdlum (b) of cell 11M 1 O't'CI"'Cxprt:uln9
h6", 9f'OWíng In ,lAs.

(Ct1 ~"l! JIUI tOnl,.ol
'7".... ," If(NoS

F;9.~. - AT ~PCR onolysu of lIóh mRNA level In dlffcr-ent tl"Cnsgcnic A'1"'Optl /xw,ko holry r'OOf

celt llnes 9f'OWn In dlfhr"tnt mediCl RNA tomples wc,.. dllUfcd down (' fcld 1rt(f"ClMnU) ond
the" RT ·peR wos puforomed wlth oppropriotc h6h prlPMM to evaluate the mRNA levell,
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Genetic Engineering of the Tropane Alkaloids
Hyoscyamine vs. SCopolamine in Transgenic Hairy Root (i)

Cultures of Atroptl boeticQ Will~,_~. ---,
Nabil el Jaber. Angel G. Ravelo. Rafael Zárate

Inst. Universitario de Bio-Orgánica "A. Gonzálcz~. Universidad de La Laguna. Ave. fco. Sánchcz 2, La Laguna. 38206. Tenerife. Spain.
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Plonts constitute a majar source of natural products broadly used by
the pharmaceutical. agrochemical. fragronce and foad industries.
Lotely. biotcchnological strotcgics have bun applied in attcmpts to
increose product yicld cmploying different plants and culture systcms;
ond mare reccntly. Rccombinant l:lNA Tcchnology has been applicd to
achieve this aim. attaining significant advanccsllJ .

Atropa bactica (Solanaccac) (Fig.J) is a herbaceous pcrennial plant
endcmic to southern Spain and northern Morocco. able to accunwlate
important tropane alkaloids of pharmaceutical interest such as
hyoscyamine and scopolamine. The lattcr showing higher propcrties as
it is mare active at I_er doses and displays less number of side
effccts. The conversion of hyoscyamine into scopolamine is catalyzed
by the enzyme H6H (hyoscyamine 6~-hydroxylasc, EC. 1.14.11.11).
an enzyme showing two diffcrent functions: hydroxylation at position
6. forming the intermediate 6~-hydroxyhyoscyamine, and subsequent
epoxidotion without the existence of a double bond, synthesising the
end product scopolamine.

J" H6H "' ~ H6H~
~-~- ?Ca

•"

!,,

K'~ ==._.-i ""., '-'A

J
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When culturing cell line 7 in two other nutríent media (1I2MS eS
B,). offering lower nitrogen and phosphate. it was obscrved a
growth decrease. Ho_ver. scopolamine was agoin thc majar
alkaloid despite accunwlating at I_er amounts (1.9-2. 6mg/gl)W)
than in MS medium. and was also present in thc liquid medium
(Fig.6a-tI). This indicates a higher h6h activity. as 0150 determined
by mRNA levels (Fig.5). Agoin hyoscyamine was almast totally
converted into scopolamine. and was not releascd into the liquid
medium as reported for other transformed hoiry roots[41.

Fig.6. - Alkolotd content in hall'"'( roots (a,c) and liquld IMdium (b.~ af e.U llne 7
ovcrexpruslng 1t61t, gl"OWing in lnMS ond B, medio.

Thesc dato indicote that conversion of hyoscyamine Into
scopolamine in this tronsgenic hairy root system wos virtually tutal,
unlike other work overexprcssing the same enzyme whc,.. largc
amounts of hyoscyamine were not convertcdl'l. Bcsldes. thc changc
in nutrient media, trying to reduce primary metabolism and
stimulate secondary metobolism did not result in a largcr alkaloid
accunwlation. although agoin h6h converslon of thcsc metabolitcs
was very effective.

íCONCtVSIO!'IS
• The overexpression of h6h resulted in virtually a total conversion
of hyoscyamine into scopolamine in A. bactica tronsgcnic halry
roots.
• In the best nutrient medium. the accunwlatiOll of scopolGmine
paralleled culture growth. unlike the scopolamine rclcascd i"tu thc
liquid medium. The release of alkaloids intu thc rnedium wos a
featurc of this culture system.
• Higher h6h mRNA levels appcared relotcd tu o hlghu c:onverslon.
• The control culture sh_ed a higher hyoscyamlnc accumulatlon In
comporison to scopolomine.
• Rccombinant l:lNA tcchnology all_ed altcring aM tailoring thc
tropone olkaloid profile in A. bactica tronsgenic hoiry roots.

/lfFfllfNt:'fs
[J) lht. R. VeOlMI'l M..... (toOl)........-...~.~ [)NA T""-"'rr'" StWic "-'~ ........

lit; ,_ SoóI t. ~II. A "-'"~ .. "-' Ufe, (h.... l . r- A., )" u·,. """-........-
lillrG...,.. ","-..,.

(1) llil"Gt. Q et 01. (1901'). J Ole",. fe.'. U: ~-~
131 Z61"Ote Q (1999) "le.. ' Cen Q", 11: 4".41)

~~I .'\hA;-': JM.~.. ,''''' (11)00)... :A' .~~••(~ .. 1.'.1."1. ti"

Fi9. J. • Motu,.~ A. boetico plan'.

F/9.2. - Agorose: gel of "p,.Ir PCR onolysu of
difft:rf.nt tlo¡ry root samplu (1 gus-contl""Ol), (2-4 cell
line 1 h6h gr-own in MS) (5-6 cell tine 7 lió;' grown i"
lIZMS). (7 cell tine 7 ;'611 grown In B,).

RESULts & DI5eUSSION

............ n .... l·..• ••. . . .. . . .. . . . . . . . . . . . ..

The applícation of Rccombinant l:lNA Technology all_s alteration
and control of metabolic pathways. Here, the overexpression of h6h
coding gene in tronsgenic hairy roots of A. baetica has been pcrformed
to redesign the alkaloid profile of this spccies.

Control and h6h hairy roots _re establíshed
following A. rhizogenes infection. Sclection of
transgenic roots using km (lOmg/L) added to the
líquid medium failed as cultures died in the prescnce
of this agent. Nevertheless. the prescnce of npt­
Ir gene was demanstroted from genomic l:lNA by
PCR os shown in Fig.2. indicating gene silencing of
this selcction marker.

Adt.-.Ndp6".",. • "_Mito! lVpptJrl "'-t: ~." U,,/ttM (QLXJ-CT-J999-~U4J). I/UNhJf'cJ /Á_M tÑ
l-w''''elM ., C4~,.. Cv.e-w-UlL • Mi",.,..,.., CW«;. r r.c-'ogltl. R.fffIh y C"¡"¡ fN'V9"""'" ($pffÑl)

F-mm'/$: ,.,lln~,,..¡JnI"". r7nr"'~'''''''''''

Fig. 3.· Alkolold cont«nt In holry roots (o) ond liquld m~d¡um (b) of control gus line!:.
growlng 'n I/zM5.

On the other hand. cell line 7, overexpressing h6h gene, cultured
in MS. showed the highest growth (Sg) and in hairy roots the highest
olkoloid occumulation. which appcared parallel to growth (Fig.4a).

More importantly. here the amount of scopolamine (3.8mg/gDW) was
nwch highcr than atropine (O.4mglgl)W) which was almost totally
converted. appearing also 6¡l-hydroxyhyoscyamine. This indicates that
the overexpression of h6h resulted in a major scopolamine leve!.
Similarly to gus line. atropine and the intermediate were not releascd
into the Iiquid medium, but considerable amounts of scopolamine
(1.6mglflask) were detccted in this fraction (Fig.4b).

As expected. control cell líne presented o higher atropine (4. O
mglgl)W) thon scopolamine (2.2mglgDW) levels, mimicking the situation in
the plantlll. and showing cisc 6~-OH-hyoscyamine (2.3mg/gDW).
Nevertheless. the scopolamine amount was higher in control roots than
in plants. indicating a higher h6h activity in this culture system os
reported earlierl3J . Furthermore, similar to other reports atropine was
not released into the Iiquid mediuml41. unlike scopolomine ond minor
omounts of the intermediate (Fig.3a-b).

b
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Figure S.
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Days lo heading

Tbe proportlon of Elongat.d Internod.,
;::In lh. OsMADSSO RNAI Transgenle St.ms

Figur~ 7

FlowainK \imeoO:! TllIMls!lC'llie pl;Ull.$ .... rre me:.iSurn1 ullhe: ficld
001)'110 hndin!l uK!ICoIICS IJle IIIUIlba" or dolY' roquilnS nO'lolcrin~ liom
Innspl.ntinx. wiltJ I)PC Jlld otila tl.uiS&enic control ploll1ts tlo""atd
74-78 d"y, "llrr pl.lJilin,. Mo¡t orlhe: RSAj um1llmic p1:UIlJ no....ertd
I"l~. Nil1~ lUla: did f1ct 110.... (( Wlul ¡.lO d.f)"S oIncr plOUltin.
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Majoril}' orthc IIVlSrOnnJnls lb.. , Cotrry lhe ubi prOlIlGtC'l".O...HADSJ()showcd
tJle: phenocypc of CA:ItCIllC e;&(ly f!c\\C1ing JI eJI:us Sl.lgCS Some e ..lli

rcgl,."lH~·.ncd oUltl :Iowntd whclI thcy WC'lC )oung.

(A) The: rIISllc;¡rdc~ 110{ 11....c .. ·/i.,ible I~JrblJt\c Ilolllle the sceolld I('..ve
",hibilcd ~ twiSll"d IcJrbl~de. TIu: thi,d le~r""JS J 1I~~ leJr .and J paniclc:

wu obst"n:cd JU l.he IcJfshc:lIh ortJle n:lg k .. (

(B) CJllus .... itlllll\:lIiplc Ilo4oc.ll1nlllll,,·likc :¡,IlVWUU 1~1) uld i1ign.... ljkc
struClul(S.

RNA Ild blO( .trlJli'Si~ .... Ji pcrrOf'lIu:d lo stIlJ;. Iln. "'PfU'i'oJn p~lIO'T\ c(

CbM,IO'·.\II. ni": gUI~ \lo'.,;; c},('IrC'S~cd \11111.)$1 Cfoi:Jt1\.:1 di·r'-T~t kn:ls. Th~ 'ale

wu maiulv in Il'':''\"5 JlIIllhc 1':tr-':'<5;l'U le....:! hICtC~.scd Ji lhe lcolVCS malW'(. The

genc "'JI Jlso '""'[>I"C'Ssc::I :11 VtlUI:S: P:lllic..!l"ll

te) C:r.UU$ W¡lJl st.lJI1('1I·I~' .ImJ (I'"\lh;·!ike 101 ;:ru..tUtC'l

(O) C..llus\l>lthp.ullc:Ic·I¡lclpJitnlCIUI~

Transl:cllic PI.nts Over-E"pressing OJMADSSO:'

for rorw.ard ~C'lI(1ic :r.ppl'o..ch. T2 plOUllS
or ::'9JJ linn .... C'I'~ SCgfC~~tnS in lhe ficld.
,md llIul;Ulllinn IllOfl exlllbiloo "UcntiOl1
orth~ 1l0.... CfUlg tinl~ wC'l'~ sClcened. OllC
I~tc 1\0WC'l'UI~ lIlul.ult tine. which co·
sclVcg~lcd .... \1h T·DNA Wd sdcctcd ror
runha sludv Flowaln,c lillle ....·u
tJd.l)C\t .Ibout ~ nJonlh UI the: lIIutMlI

P'~~IIY

A lale f1o......erlng mul,::ml was Isolaled from T-ONA
taggtng Ilnes of Japan1ca rice. In Ihe line. T-ONA was
lnlegraled lnlo lile K-box reCjlon of OsMADSSD. which
15 lhe mosl homologous to Arabldopsis MA05 box
gene. AGL20. Transgenlc planls expressing the RNAi
construc! 01 OsMADS50 exh,b,!ed phenolypes 01 late
flowenng ;)nd Inlernode elongauon. confirmng lhal Ihe
pheoolypes observed In lhe knockoul p1ants are due lo
Ihe mulallon tn OsMADSSD. Over-expre.ssion of
OsMADSSD caused extreme early flowering allhe
r.al!lJs :i:J'je. Indicahng Ihallhe gene is a flowering
a-:liv3101. c'(presslon levels of OsMADS1 and AP1
g'oup MAQS-box genes (OsMADSI~.OsMADS15 and
OsMACS 181 wcre 'ncreaseC: in the transgcnic planls
over-elepress1ng OsMADSSQ, whlle the expression
levels o' :he genes were decr~ased in the knock out
ind;vld~a:~. rhesc re5ults suggesl lhal OsMADSSD Is a
",(JJor nawenng aC!IV2tor in rice. achng upslream of lhe
4F'1 'aml'f genes.

Ono Late Flowering Une, CHegregated ",iih·'::D.l'ff'..

Fi!fllfe I

Genomie Strueture of OsMADSSO,

ancl T·DNA Inurtion Position

Transgenic Plants Suppressing Ihe OslHADSSO

Expression Sho\'....ed Lote Flowcrin~ Phenotypr

Effoet of OsMADSSO Over-upr..sion on Olher
MADS-Box Gen..

rhylogel1ic Tree

In lJIe uoIulgcllic pl,¡.-:u,I)'tn.
nple'U1ns Of.\l~LJ."'·~I¡Ilen l.

lhel('\'dlorOj\I.4/>SI.
D.t.\tAD.'i6. fA.\l.tDS:I.
()J,\IAf).'i/J. oAndrh.\t-lV.'i/.'
wcre incrcued. .... blle die 1(\'c:1I
o(O,MAOS.¡1 Mld Os:-'IADS55
wcr~ decreucd. ln lhe

(b,"AD.'iJ" KO p1M1U lri"tlll.
th~ I(\'ell orOi.\f.ofOSI.
OJM.·W.\·IJ. o-..\lAD.'iJJ. otnd
(),.\IAf).'i/.· .... ac,JccJusa1,

comp....cd ...ull lIIc SC'JJC:IC.alcd
·.,¡hll)pc .¿ntJ hnnloC"l~'QI,¿I ~O

pl:&llU

I(Opl.nll

Wt 1 2 3 ..1 .... 111.11. t>o 1'00

"t"n~~
so _~.~ ~.~}:'~

~ c:c::.:::.m
~ iiiiiiiiliii

15 •• ~ .~(.~ ~=~~~
" ,_.,"'!-'":~ Ci=iz:ii:i
.., ----.-1

" ----­ss --.r;'::.":_i
Figus~ 9

ACKNOWLEDGEMENT~

This wnrk ",a.~ supponcd in pan by ¡;r:llll" 1'1>\111 'ikL". ~KL.
anJ ~ 1(' fronller Progl~II11I)(KISTEI'

l!!!iII ro',In rie~. phOlop<Tiod pJthWJY Jud ... J '.' ._.

:r.utonOlllQus pJUI ...... Y Jrc • (l'

in\'Clvcd in no.... rrml( tUII~ 11
~eguIJlion. TItC ()~.\L.llJ.'iJI.' gale " ...
11 .. ppe.aral lO be 1Il\'ol\'n1 In 1J1e: •
:r.ulonomou~ p,uJI ...·;,y 11 JCU 01' [:~~,. ..'1~..\:1}---1 'l." ,1

:r.n evl)' ..cliv;l!or. 'c~r~unx lile •

UfII'cuiou oro.,\f.'I>SIJ .uld 0:J....c:.~
Of.\fA{ISI.t. TII~Os!lIADS$U ,,·r·J. ....1 ... 1

IInl~ ClIprniil)CllIIJY b~ ....... ,
rCl"lJtcd b} Ih~ phlHOp<TiotJ •

pJlhw~y liT'" ,. ,

Fi¡.:urctl

le) RT·"CR JUJI}Sl"S (or lh... (1"\'.I/)SII/ JII,J (J\.~' I/).'.~(' 1<:"01'\1 IfJIISClipu. in
l.hc WII.I 1\1'(' rrJlllllh·IlI.¡lllllrol.f':iiI('~lleP'oIlUSfll,d'11 .\IF. J r.'I'IIoJrd primer

"'1 lhe !ll \I>~·h,,\ r('Io:I,WI. ¡";'f". ~ IOf .... .ar..J fWltll.T ",,111,' K rr'(ll'!'. R..
'e"clI~ l'''III1T .'11 llll' \: 1\3·111111011 rr"l'.' \fUII ·.V'" lI~nJ JS 01 ..,¡.1I1I01

lAI ¡\ .)ChCI1lJllc JiJ!?Il11 l,r'l/u: O.f,\f.rO.'i.¡IJ R~,\i C'lIl~lfuel. n,c GUS Ipacer

110.1$ ItISl"lll'\l bl111o(\.~1 1....'0 IKC rq:illlls ,'1'(10.1/.1/'."';11 ·Ihccollsuuct w..s
illlC'lll'\l bc:IlIol't~llhe llIJi/e lI!lilluilUl !llbl' prOl1l0lCr .ull.f Ihe lI~lJliJ1e

1)lllhJSC (IlOSI ICnllUIJIOJ

101 RNA gel blol Jn~I)'Sis I,\rlh~ 1J..\I.I/ISH'.u1d IJ••".I/JS.¡IIItN \; ltmscripts
in l.h~ IIJlI$I(C'lIIC pl.ullS ""Pl'CSillll{ ¡hc (J\,l/.I/ISJII u':-¡'\I C\lIlSII\ICI Five

Ilolhll)ll<" rlJllU llclll oIlld t¡\,c tII.kpemlllllllolllh;CUI( pl.uns .11"hll ...."1;f~
~X~IUIll\'\l nle /I<:-¡A kvel I'l"J:ii 'lb)n"n,J ..1 .. COIIII"I. OOlhllll I

~I

~-I-­'_ACn1·.H .

I

:-"1

-'1~.
......---:::·1

""1 "ti l\1l1 ""1\'\1

iU:lllc'

IH.,\S r .,·JI' h I ·,..,11, ,Imllo ..... 111 ..1 (,.,.1/\[1'\<;11 i~ nlt.nl Ih\lIl'llul(uUIIO

ACiL.'II. JloIllll>l ~u /o~~ .lllllllll JlltJ ,,~,lI\~lft Id.~lIl1y ·111(' .lt,·I:o "e"~ tl.l
1Il~~lr rI\lllofllll>l ....11' ..1'" 111 ItI/I'II/,,/.,,, ItI'C "'ADS·bo, plut.·m) ""'t'TC

¡!Hlle .... 'I.!> ..l.Iltl{l·

Fil.'\lre l.

nl~ Odf.I/JS."J !(CIIC js 1f'C~lcd 011 c1UOIllOSOllle 1 Genomic SU'\lCtut~Or

Ule ~me .... ~s pn,\!jctcd by comp~nn.!l tJI~ cONA ,uld !cnornic ONA. As

ObslTVaJ rrnm o.)I!ln ~tAns·bo" gC'llcs. II COlluillS roor consd'Vcd regiolll.
M. l. K• .lJltl e nl~ K Icgiou COlIS,StS orrour ('XOlIS. whacu lJlC otha

r"Kions .&I'c ...om~'nJ O(Olle aon uch Th~ 101!(lh oJrlh~ 1- illuOI1 ill.ug~

\]7 bJ I.bp' r·I)~A Ilo,U U1Sl'T1n! UI'" rJI~ .¡- irlll'on
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development in rose and Arabidopsis plants
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!·l¡~ Two rose E5T! that showed petal specific 1;
~·t: expression pattern we.re enosen from the rose petal i
~J1 E5T database. Homologs from Arobidopsiswcre ¡den- :;
",( tificd o.nd their veprusion WQ$ determined in tour (

'¡:lJ different dev.lopmental stages of Arobidopsiswild Ii:/1 type flow.rs: buds_ young fl....,rs. old flowers and i-
r::1 se.nesccnt flowers. The. 2 gu¡e.s showed e.xpt'tssion !
fl; potter" similar to thtir rose hornologs: their cxpres- H
¡:¡. sion was high al carly slages of tlower devciopment. ":1
.::! and dropped os the flower entered SeMscencc. The lh:; exoct rol. of Ihes. ge".s during petol development is ;.¡
H:~ under study. ¡.:
':f~':':·7" -'....~..:::~.... -':.:. : .':::::-.....':...-:.::: :::-.:' .: '::'':::'':::=.~,:'
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Conclusion and perspectives,
l.: The data presented hue provides o first globol averv~w I¡
, of the set ot genes in the rose genome that ore U

expressed in petals (Channeli~reet al., 2002) . Recently, ;!
~ f less than 200 rose gene sequences were QYQilable in the I

l. public databases. i1
;'~ The cONA Iibrory ond E5T datobase represent Q valuablc ¡¡
1- publically aceessible resouree for future res""reh aimed
. ot improving cconomicoUy important rose chaf"acteristics !!

such as sce.nt, flower form and longcvity.

ITwo rose ESTs I
1

AlbZIP

~ ;
i
'.í

"':

MYB

EFIa

GAPDH

rr ~:~~·:··~-~~·~~:-~:~~s~;·t~:··~:;ession pat- ~:
I:! terns of sel.cted rou-p<tal ge""s_ GIIPDH and Efla ;.~
::1 gene expre.ssion patterns were analyzed as controls, For ; !

;': some genes_ a DNII gel blot was carried out and the :.
:, amplified products were detected with a gene·specific. ­
rl radiolabelled probe.
;",
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t¡~BSTRACTrlWAI
I AlfhoYgh the role of floro' Mm«afie genes In ,he dctcnnlnotlOft ot pete! Idc.ntlty l.
1:, I"Clotfvcly .el! undCNtood. "'''Y 11"1_ ls known obout downstt"COI'l'I ..ent. cb-Ing petol {:
I'j dc.vclopm.ft'. Or I"CICGI'ch proJcct. ore ohncd ot ¡mpt'O"t'fng Olor undU'Stonding o, ,he tI
'.C Jnolc.culor basl. of pctGl dc.V'Clopmcnt. Wc use ca COfftbll'lClltion o, Z ",od.1 p101ltS: the ('h r'OJC p1ant ,hat wc lnc:«'poratc.d Into~ t"uCQl'Ch pt"OV"OIn os GIl Ideol crnomentol ond
", oppllcd ",ocIel spcdcs ond ArrJbJdop.l. tluJJlono. os geMtlc 'ooL
f! wc ha.... pcrlormed o Slnoll-scolc. tQt'9Ctcd gcnotnlc.s Pf"09l"'O"' ol",.d ot 'l"'QI\ScrlptOtn !:
;:: sc.rvcy o, rose petol. ot dlfhl"Cn' dC'tClopncntol .tagcs (flowct' bueb fO scncsccnf).
1" Single-pon scqoc.nc.u were obtolncd from 1794 rose pctol ceNA clones. Cluster onaly.'·,
(: .1. ldcntlfied 242 9f"'OUP' of .equcncc.s and 635 .lnglctons Indlcotlng thot the. dotobcse t.
~, rcpt'uel'lts o total of 8n geMS. Putotl... functlons CQYld be: oul9"ed to 1151 of 'he .,
l:¡ tl"oMcrlpts. ExpruslOf' GnGJysl. Indiutcd that tronscripts of severol - ... ~,:
;'j of the 9CftU IdUltifícd Q(.:C'lInulotcd spcclfk:olly ot diffU'e.tlf l.:r; pctols de't'ClopmcntoJ sr.... lllls I"Ose pctol dotoboJe ....pre.ent f':
':_ o yroluob'e ruourc:e 101" future rucGt"Ch Gfmed ot Improvlng. f:~pccotlOfl'licoUy ImpoMCIlt l"O.e chGroctui.tlc.s such Q.I flowU' l'!
:' de't'Clopment. 1000000vity ond KCftt productlon Ij
L':::::::::::-_-=-~-""::-~-=-':;'::_::-'':::.=::=-''''::'-:':''':'_··:;:·::-:-_-::--==''·_-:':::J

Channc:lih~. S., Ri ..¡trt'. S.• Sc_"ic1, G.• Sdai, J.• Jlolllicn. f .. Dolle,
e.. VC'ICnc. P.• DUm&1. C.. Dcndahmanc:. M.• IfIl'ucllC)'. P., Cock,
J.M. (2002) An.&ly,¡¡ of 'C'f'K' upreuion in l"C:lW: 'lelal, \Ull'l'
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Betacyanin synthesis induced by wounding and infiltration with
P. syringae pv tabaci or A. tumefaciens in red beet

(Beta vulgaris) leaves is preceded by an oxidative burst
0.",,.. ~1m"'.J'.Prole;' R.-.s.nltoz. H_1'otfr & _iD Roch. Sou'
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, ~ ~ 15.Gn •• al"Cl-" r" d'l'l~lI_ or ..
.ll ~'""':l c d ,",p liS~ ,,, .. JI .....

'cwo", cOI"'l....
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A cONA enc.oding GT 'rom S. vulgaris (SvGJ}was isolated md the homology analysis
showed 63.a-", identity (71.8 % símilarity) a18vGT s.equence wilh the betanidin-5 GT
from D. b«Iidfformis ilnd 57.3 and 56.5% identity t67.3 and 67.4 % similarityJ WlIh
flavonoid GTs from N. rabacum and L esc*ntum. respectivel, (Fjg. 6}. A RT·PCR
analysis showed that accumulation o, BvGT mANA OCCUfTed in response to similar
stlmuli th~ !hose inducing betacyanin synthesis (Figs. 7A to 70). An antisense of
BvGT gene ieads to a reduction in GT mRNA Kcumulation (Figs. 7E and 7F) and to a
decrease in betanin content induced by -.fiIb'iltion with A. tumefaciens IFig. 8)
suggestin\~.~.~vGT is ¡nvolved in betacyanin sy~hesis: .
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In 1r1l1 Slutt;'. _ prooOl. l/U! ROS <(luId .<! ..........~n ..1 to ,ncrue. Ch.
MI.Il:",.n," loynUWlo.lo .and lhe BwGT Qerw e.pteS$Ion enC»O'ln9 •
qluCOl'tllr.nlole'."ile 1f!\oInI ...ed In Ihe ~IKy.n,n ",yn!nesl" L,lle .." ......
suQ9.s1 HUI MI.C'VolInlnl 'un(l,on .. , ROS ,c.~nQer.. torm.nQ p.w1 01 Ihe
d.l.,s. fes po,.. In red b." 1••_10
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Wounding or infiltration wilh P.syr;ngae_ pV rabllci or A. rume'ac;ens induced
belacyanin synlhesis in red beet leaves. P. syringae infiltration Induced .JI HR
whereas A. rume'ilc;ens ¡n'iUration not induced this response and Ihe pigment is
accumulated in the epidermis tFigs. 2 and 3). Infiltration with A. tumetaciens induce
release o, ROS (Fig. 4), moreover. a syslem generating HJO l (Glucose Iglueose
oxidase) induced betacyaOln synthesls (Fig. 5).

1"1l······
• ':J' .,.

:J., '':'~.~~'';

Iv'~. ,.
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flgur. 2. The dlt'4lopmenf 0' l.slon .nd lhl!l
bel..::y.mn .cOJmulallon '" fed Mel le.ws aher
., ti of tre.l11enl. A. Ihe red bes le.' \il'o1thoUl
Irealment only shows pu}merc.1l0n In y¡¡scul,u
lISSue. 8. A wounded le.' de'ollltops a r.d· ....ol.1
pll~menUllon '" lhe cOge o, wourded Slllts. C. lh.
P. syrlng".-mflttraled l••' shows f.d· ....O~1
colorallon SUffo...,d,nq lhe HR s,I•. O. an A.
fu~'ad.ns-tr.¡¡led le.' IS ch.T.ctenzed 'or a
furOld .SpeCl and • red· ....olel plgm.rwallon
unlformly dlstnbuteCJ In lhe II'lfiltraleCJ lone. E. Ihe
~OSO.-lf1flttr.leCJ le.' CJoes nol e.hlbll Ylslble
bet..::",.nln .ccumul.llon. MICroscoplc "'I4!W of
Ir.lnS\ol!Irse s.o,ons 01 he.ltthy CFI.•nd MgS04­
Inlllf, .. led ICI le.ws do nOI show plgmerl.d
epldl'nnls.. whe,••s ,n "'Ofo-Inftll,..,ed 1• .Iws •
r.d· ....oll'l p¡gmenl.llon In Ihe .pldermls IS
dlspl.yed rHl .

.... 'U' '" <lb
Po ... 1 -.n'tllr ... llnn Ihl

F'9ute 4 ROS IOduOlon preotdes lO !he betlcy¡¡nln
.IcOJmul~"on Th. InCteilSe In OCF 'luofesoencl' .lIS •

me.sure 01 tel'.s.CJ ROS w .. s ODblO.d from d1scs 01
MqSa..~nllllr.!ed l.\) and .Iqro_mhllf.lled le.lws lA'
..1 Ir.. IndlC .. led I.m.s [CC" p:)Onl ••",.unu :
.. _ • ..,_...... '0"l\0I ".ltotl...... 'Ub_a or • .., nf," ••"_
1' .... c:O ....... POflOnq lO ,,, ... G.t1.'_I P.pr ....... D

BeUlCYlnins (red·yiolet pigmeotsJ are chromOllkaloids found In plln' '¡¡mili., o, .". order CltyOphyt~.A wel!­
known '.Mnple 01 bellcYlnin occurrenCI l. the red Met (S.f. vuI9~risl. where the mlin beClcy,mf\. bet.lnln. js
found in high concentrltion in the stor. rool. Thes. pigments are synthlSlzed 'rom tyrosme (Fig. 1) mdbct&nldin S­
GT Ind the tyrosinas••r. Ihe anly enzymes o, the betlni" synthesis p<lchway (hIt h ..... been Idenbtied'. The rol. ot
be'lIeyamos in the pigmeotallon of vegetative tissues is uncer1'ln Ind studies lo understand the mechanism of
betacyanin induetion as a defense response In planlS ar. required.

When a plant detects an abiolic or a biotic stress. rellctiv. ozygen speeies (ROS) are produced and IICt as ear1y
messengers molecules in signaling cascades. In ~ant-p..lthogen¡nteraclions. ROS can limit the sprud otpalhogen
inteclion and/or can induce genes regulating aeeumullltion ot secondilry meUbolites ilnd genes encoding ROS
detoxifying enzymesu.Secondary metaboliles lueh ., terpenoids .JInd phenolic compounds. whose Wloozidant
properties have been evaluated ;n virro. may allO pulici~t. liS antioxidanl molecules ¡nvolved in the noguliltion of
ROS accumulalion u . In this eonlext, the .JIntioxidanl activity of betacyanlOs has been ass.JIyed ;n v;rro using systems
of animal origin'·7. Nevenheless, Ihe anlioxidanlllctlvity of belllCyanlOs has nol been proved ;n v;",o.

I Results t
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Introduction: history

and brc~~,~Cp~~o~~;:~~;·/.:a~':J,~hger:;~~;; :ro;;~~:t:~ ~~o~'~C:;~h~ ~~~.c:~~~,.;
fhc furltor-y of prucnf Hungary. os o eor'lSequenec of thc hUJe ond fOfol PhylloJlfuo
cpid~Ic. CulflllOrs grow" for centurlC.f tlll thef tllT\C In fhe Corpath60n BoSln .erc CJl"c:l~d
from fhe pt"oduC:f1on bccous~ of ri'leir p¡,yJlo~ero .f~n.slt.V1ty. Thr; s1rucfure of eulflllCrs ho-.c

~~;~~';::r.e~ks 'i':~~ ~~:~h!/:C°tt,~;;~~;:,:.=I~~1t.~S"':ft;e~ ~f;:::: ;:;,~
~f~:S0::;~~~;f:~~~~eVir~~:~~:~~~~~;~~~et;uc eulfl\Ol's. (ound

l
f9 the get\lt bor\k

The grape",M. eulfl\O" eoll~ction of Hungory IS. CotUISfH'lg of obout on< hu"¿rt.d eulfl\O"s
Indlgenous In fh~ Corpofh60n Bculn.
Our obj~ctl...e is to sef up o nc.w system opplieoble for eharoefel"1roflon of ri'luc eulrncrs.
whlch een b~

'boSte breeding mofulol.
. 9~net'e souree.
. sflll I""egi.ffered cultlllOr.f.

BO.f~d on internaflonol rC.fults '<l/C ore lookl"9 fer ",olecukv ""cl""o$Otclllfc prlmers O" 96
euhlWf's

~:;~~:cl~~~~~'X::.S(::do~',~~~u~~~:~~~i:o~e;~~:~~~ty9C(7:'ef~~;~:r~:ua;:~~s,~:
~919.1o~,I~G;~:~;t~L~~;:~~~~.f2~r;." 1993. C!pfIOl\' ct 01.. 1994. Scfe ef 01.. 1998b.

CoOt'"dinafion of onalysu ond r~SUlfS' GE~ES CT9b No 81 EU projecf (~t"'cllcr ond nUl.
ZOOO) bcsed on mulfllocal ~J(am'n:2flons

CNA ompli(lcotion: Microsofellite reaeflons werc puforlntd In o 't01U'flc of IO~lln a 810·Qod
.Cyc!u thumol cyclcr.
Mlero.sofclhf~ frogm~"t.f were s~parotcd on 4 ? Mef",hor CltJClrosc (TAE buffcr). or on 5 7.
polycerylom,d~gel ond us~d ALF E,I(prcu (Phormoc1o)

P¡"nf mofulOt F,.uh young 1e.a\Cs of cultillOrs

DNA IsoJaflon..· CNA -os '.folofed wifh CNe.asy Planf MI"' (If (Q!CIgen).
DNA O'na,y.n:r: Microsotellltc primers' scutOw. WMD5. WMD21, WMDJ6. VrZog6.c. VrZDl.J7'9
(Deftw~¡J~"(Jnd "'¡s. 2000. Gruk Vlt., DofobaJe.

List of grapevine cultivars of gene bank of the Research
Institute of Vi ti culture and Enology, Pécs.

1 A13nltcnn6 J) (kr,c1~

1 Aptófdl.:r ll. Goner. (ckcr (\\hlle) (,l M':l,cs(chif

J Ag;as(;nlc Jl Gohc:r pros (redl foG ~luSlOS, 0.1.101. L.ek (blucl :lf, Goh("f \.1110/0 .7. P'''9So1pk~

l OaJOf. JZurkc(:rc» J) Goromb;tS/ól6 .•. PCIIYCS szólO

(, OakalOf. ~ros (red) J3 H~I.ap ... Pees. dmk.1

7 O.1h/Cnl J, H.1lnUSl61~ 70. P«SI 11..1'01

• 8.11,.(';"1 '" Il;,Irslc\du 71 PitOS fUnN"'

• B.ahm .al. HOlll\ln~chi 71 Puos ,r.lJÚt

1" 8:inili nl.linJ: " l.uUJ (A(:In~ ,,'rfchlr) 7l. P1,OSlekÓli

11. &rC:¡1 " J.iIdo\.iIl) 74. Pol)hos

11 Bd~:UI;r616 U Juhr':lrlI; 7~. Po.uon~i fchir

IJ Olh.lt1 'l. fo.:luhr1.::f 76. PuteSln

" Bo~d;¡Il~' dUlka lO. ¡';:¿I.JÓplfOI '. 77, R.1kstóló

11 Bdscgl/..i11l " to.':tl,¡n~dú " Rók;¡(,ulcll

Ir, BUlhi ". Kir:iI~ldn~k:l 7') Roh.,dó

'" RO/.1J~/616

lll. SJrfdlér

17. Cud;,rSlóI6 ",'l. K,r;iI~SlOIJ

1M CukorSLÓlü
su Kolontir

1') CS1~OS muskotil~
II K0\3CSI

" S3.rplros

'" Ci6l..&n616 II KO\~,t.r(,u
&J. Sonu:t616

1I ClOmnrika " KOlrfU U S/OI'OS b.oIjn.it
22 C/clscr

H KOdos
al S/.cm:h

1]. lknljCn II K6poros .. Slcrétnl

II Oc:lkl lO. Klhhuiiló 17. Tltunp
H. Erdcl

~7. Klhidin~a 1M Tót'"

", [urj6 "'. KUbcll K9. Toknól6
n Füclc b31:arJnl " Un)"sL6Ió

'" TuJipiros

" Fodroslc\du 6<' UCIC\du

" Tukón¡:ól6

" Furminl
.,. ujn~~a n. TusJu:spilpu

JI!. Fuger
.,. llSllCS (eh,:r

'J. ÜtOnu d1f\lu

11 Fu¡;cS1.óló
6J US,(lUPltQ1:

" Vckon)hCju

" Fur;¡mon~

.,
MJl!:~:ari::t ". VOrOs dinkJ (red)

'.>6. ZOld dinkJ (grecn)

Mierosotellite fingerprint of cultivor> 1-32 (Iower row), 33-63 (upper row) from the
96 eultlvors with WMD21 primer on 5 7. polyael)'lamide gel.

In case tne existing allele sizo differene., are between 137·197 bp (VrZag64) soporatian on
Metophor gel provided sufficient resolution of the frogments. so thot some of the cultívers

cauld be differentlated from eaeh otner

Result of ALF express (Pharmacia) with Scu 10 primer Summary

1. 206·212
3 206
4. 206·212
5. 206·212
6. 206·212
7. 206·212
8. 206
9. 212·218
10.212·215
11. 212·217

12.214·220
13.206·209

14.217
15.206·209

16.206·212
17.212·217
18.206-211
19.214-220

21. 212·215
23.206
24.206-211

25.206·217
26.206

27.206

28.206·217 41. 205·211 55.207·212 72.194·207 82.194·207
29.206·212 43.206·211 56.206 69.191·198 84.191·198

30.212 45.206·211 57.206·212 71. 196·203 87.198-204
31. 212 46.196·205 58.206·212 73.196 88.198·204

32.209-21147.196·205 59.205·208 74.195-208 89.200
33.206·21248.194·205 60.195·211 75.200-206 92.198·201
34.194-204 49.197·206 61. 195-205 76.200 93.204

35 194-204 SO.194·204 62.206 n.197·205 94. 195·200
37.204·210 51. 206 65. 198·204 78. 196-200 95.2QO.205
38.205·214 52.194-207 67.199·209 79.196·20096.197·204
39.206 53. 198·207 68.192-198 80.192·198 97.204·210
40.195-206 54.206 69. 192·198 81. 192·198

Microsatel1ite analyses ar~ being carried out - on the one hand with
the primer combinations recommended by th~ GENRES CT96 No 81
EU project based on multilocal ~xaminations. proving that altog~ther

6 primer pairs can differ~ntiat~ th~ Europ<:an cultivars at th~

molecular level on the basis of number and siz~ of oll~l~s. On th~

other hand other microsatellite primer sequ~nces avoilabl~ from
databases (e.g. Greek Database) or from publications ar~ also b~ing

test~d.

Microsatel1ite primers including the sculOvv, VVMD5, VVMD21. VVMD
36, VrZag64, VrZag79 praduc~d amplification products of vorious
number (1-6) in the cultivars autochthonous in th~ Carpathian Besin.

fh¡ .....~h ... 1U9e-,."d by FIIMIU-.llOOI. FVM ¡""·IH. flf'JlOIZOOO. OtrA T5 040111
Tud~.. 1••101".' orlA M lUJO
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'Los parques son la clave
Por Francisco Rubiales

los expertos coinciden en admitir que en el
panorama español, los parques científicos y tec­
nológicos están llamados a desempeñar un papel
muy especial en el des.arrollo de la innovación, la
ciencia y la tecnología. El papel a desempeñar
por los parques en España será más destacado
que el asumido por las redes de parques en otr~s

países desarrollados como Estados Unidos, Gran
Bretaña, Alemania, o Francia, entre otros. las
razones son muchas, pero destacan tres:

la debilidad general del tejido empresarial en
España impide que las empresas privadas desem­
peñen ese papel determinante que han ejercido
en otros países desarrollados como piezas claves
del desarrollo de la innovación y la tecnología.

la escasa capacidad de interactuar que tienen
las universidades y las empresas españolas, así
como la preocupante desconexión entre la inves­
tigación y la empresa.

la falta de cohesión y la dispersión característi­
ca del Sistema Español de Ciencia yTecnología.

Ante esas dificultades, a las que se suman otras
como la arraigada costumbre española de impor­
tar tecnologias foráneas, y la falta de incentivos
a la investigación y a sus aplicaciones, los par­
ques científicos y tecnológicos se alzan como los

espacios donde es más posible desarrollar políti­
cas intensivas destinadas a superar nuestros atra­
sos y carencias.

las administraciones públicas competentes, res­
ponsables de diseñar y ejecutar políticas que
neutralicen el retraso español y las carencias de
nuestra sociedad en materia tecnológica, tienen
en los parques un espacio idóneo sobre el que
intervenir para estimular el desarrollo de la inno­
vación y la tecnología. En los parques es más
fácil conseguir que interactúen las empresas y
las universidades. También es más fácil propiciar
el diálogo entre cientificos, investigadores y
empresarios. los parques son el espacio natural
donde están surgiendo nuevas empresas y nue­
vas tendencias: más sensibles a la innovación,
más convencidas de la necesidad de acercarse a
la investigación, y más cercanas, en general, a
los parámetros vigentes en los paises de nuestro
entorno.

lo que queremos concluir es que la política espa­
ñola de innovación y tecnología debe apoyar uno
de sus pilares en la red de parques y que nues­
tros grandes retos tecnológicos deben afrontarse
en los parques, que deberán posteriormente
actuar como focos difusores para que los avances
se extiendan al tejido empresarial y a los centros
de formación e investigación.
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LA ASOCIACiÓN ALCANZA LOS 49 MIEMBROS,
PERTENECIENTES A 15 COMUNIDADES AUTÓNOMAS

El pasado día 31 de enero, la Aso­
ciación de Parques Cientificos y Tec­
nológicos de España (APTE) celebró su
primera Asamblea General del año en
Las Palmas de Gran Canaria,

Además, de esta forma, la Asocia­
ción quiere animar el paso de miem­

bros Asociados a miembros Socios. Para
ello, entre los requisitos que el Parque

aspirante a socio debe cumplir están:

:ante el transcurso de
, Asamblea, la Asocia­
In dio la bienvenida a
'res nuevos miembros
,ciados: el Parque Tec­
:'>gico de Telde, la Ciu-
dad Politécnica de la

,novación, y Móstoles
Tecnológico.

En esta Asamblea, la APTE quiso definir claramente
qué se entiende por Parque Científico y Tecnológico,
ya que, debido al boom que se está produciendo en
estos momentos en la creación de Parques, se deben
fijar las caracteristicas que diferencian a un Parque
Científico y Tecnológico de otro emplazamiento
empresarial.

Para ello, la Asociación ha elaborado la siguiente defi­
nición:

"Se trata de un proyecto, generalmente asociado a un
espacio físico, que:

1°) Mantiene relaciones formales y operativas con las
universidades, centros de investigación y otras institu­
ciones de educación superior.

2°) Está diseñado para alentar la formación y el creci­
miento de empresas basadas en el conocimiento y de
otras organizaciones de alto valor añadido pertene­
cientes al sector terciario, normalmente residentes en
el propio Parque.

3°) Posee un organismo estable de gestión que impul­
sa la transferencia de tecnología y fomenta la innova­
ción entre las empresas y organizaciones usurarias del
Parque.

> Poseer un suelo apto para su ocupación y al menos
un edificio que dote al Parque de servicios comunes.
> Disponibilidad de infraestructuras de apoyo a la
innovación.
> Tener relaciones con la universidad, institutos de
investigación, etc..
> Contar con un organismo estable de gestión que
impulsa la transferencia de tecnología.
> Acreditar la presencia de empresas innovadoras y
otras instituciones relacionadas implantadas en el Par­
que.

Por otro lado, durante el transcurso de la Asamblea.
la Asociación dio la bienvenida a tres nuevos miem­
bros asociados: el Parque Tecnológico de Telde, la
Ciudad Politécnica de la Innovación. y Móstoles Tec­
nológico.

El Parque Tecnológico de Telde se construirá sobre
una superficie de 200.000 m2 en el Lomo Silva (Telde).
En él se ubicarán empresas de tecnologías avanzadas,
empresas de investigación y desarrollo, empresas de
servicios y tratamiento de la información, institutos
tecnológicos. facultades y centros universitarios de
telecomunicaciones y tecnologías. Además, el Parque
contará con una amplia gama de servicios como hos­
telería, restauración, servicios comerciales e instalacio­
nes deportivas.



Según sus promotores, la Ciu-
dad Politécnica de la Innovación
es un proyecto rentable social y
académicamente. La CPI se desarro-
llará sobre un espacio físico de alre­
dedor de 140.000 m2, con más de
100.000 m2 construidos dentro
del Campus de la Universidad
Politécnica de Valencia. Tendrá
un espacio propio para la
incubación de empresas de
base tecnológica y para la insta­
lación de departamentos de I+D
de empresas.

Por último, Móstoles Tecnológico se
situará en el área metropolitana de Madrid, a unos 16
kilómetros de la capital. Está promovido mediante
"Consorcio Urbanístico" para su desarrollo y puesta
en marcha y constituido por el Instituto Madrileiio de
Desarrollo (IMADE), que aportará la experiencia en el
desarrollo de otros parques tecnológicos; el Ayunta­
miento de Móstoles, que aportará el conocimiento
directo del tejido productivo; y la Universidad Rey Juan
Carlos, que proporciona el compromiso con la innova­
ción y el desarrollo económico. La inversión aproxima­
da será de 50 millones de euros y el objetivo es de
facilitar las implantaciones empresariales, centros tec-

La APTE ha
querido definir

claramente qué es un
Parque Cientifico y
Tecnológico para

diferenciarlo de otro
emplazamiento

empresarial

nológicos y empresas incubadoras (spin-off) a finales
de 2004

Con estos 3 nuevos miembros, la APTE reúne ya 49
socios pertenecientes a 15 comunidades autónomas
diferentes.
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EL PROYECTO
INFOBUSINESS CREA
36 NUEUAS EMPRESAS DE
LA SOCIEDAD DE LA
INFORMACIÓN
DURANTE 2002

- .

business

••••••••••••••••• •• •
•••••••••••
••••• •••••

El proyecto Infobusiness, nacido en 2001 y
desarrollado entre la APTE y la Asociación Nacio­
nal de CEEIS Españoles (ANCES>, concluyó en 2002
con un balance más que positivo. Asi, durante ese
año, Infobusiness permitió la creación de 36 nue­
vas empresas de la Sociedad de la Información.
Además, dentro del programa se ha creado una
página web o portal para facilitar la información
en red entre ios integrantes del proyecto.

En eSta página we6 www.rédinfobusiness.com se
han habilitado una Intranet y una Extranet. El
objetivo no es otro que fomentar las relaciones

entre las empresas a fin de generar nuevos nego­
cios relacionados con la Sociedad de la Informa­
ción.

Dentro de las actividades realizadas durante 2002
en el marco del proyecto destaca también la
I Jornada de la Sociedad de la Información, que
se celebró bajo el título -Creación y Desarrollo de
Empresas de la SÓciedad de la Información desde
los Parques Cientificos y Tecnológicos y los Cen­
tros Europeos de Empresas e innovación CEEI-. El
evento tuvo lugar el pasado 11 de diciembre en
el Salón de Palacio del Ministerio de Ciencia y
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Tecnología y contó con la presencia de ponentes
como Fernando Aguirre (Director de Márketing y
Ventas de OWASIS), Jacinto Canales (Director de
División, Opto. Telec. TECSIDEl), José Randa
Romero (Socio Fundador del Centro de Teleservi­
cios de Galicia), Mario Reyes de los Mozos (Admi­
nistrador general de SystemCap) y Jesús Campos
(NetMCPtechnology S.A.).

Para el 2003, el objetivo de los promotores de
• Infobusiness es promover y apoyar. la creación
de 30 nuevo~ proyééto's empresariales de la
Sociedad de la lñformación y difundir la éultura

.. ~.' -lo- " •

emprendedora y empresarial entre científicos,
tecnólogos y otros profesionales, y animarlos a
la generación de oportunidades de negocio en
I¡¡ Sociedad de la Información. Para lograrlo, el
pasado día 20 de febrero tuvo ya lugar en el
PTA el primer desayuno tecnológico de Infobu­
siness del año. En esta reunión, a la que acudió
una representación de grandes empresas del
parque y de empresas que se encuentran en
fase de incubación, se presentó la página web
del proyecto, presentación que se llevará a .
cabo en cada una de las sedes de los socios de
Infobusiness.

.'••••••••••••
•••• •••••



o La iniciativa e-EUROPE pone a los
gobiernos a trabajar en el desarro­
llo de la Sociedad de la Información.
Más administración electrónica, más
sanidad electrónica, más educación
electrónica para estimular el uso de
las TIC. ¿Cómo está haciendo sus
deberes en este sentido el Gobierno
español? La iniciativa e-Europe es
parte de un escenario más amplio y
ambicioso: la creación en Europa de la
sociedad basada en el conocimiento.
Europa se ha propuesto convertirse en
la economía basada en el conocimiento
más competitiva y dinámica del mundo
para el año 2010. Todos los gobiernos
están comprometidos con este objetivo
a través de la declaración conjunta de
Jefes de Estado y Gobiernos acordada
en Lisboa en marzo de 2000. Por razo­
nes obvias, los medios y formas de
alcanzar estos objetivos pueden variar
de un pais a otro. Lo que cuenta es la
orientación y ambición globales, y un
compromiso político total que ahora no
tenemos.

En España estamos todavía lejos de
la media europea y no digamos de
la de EEUU respecto a la distribución

de la inversión en 1+0 entre el sector
público y privado. España está
poniéndose al día rápidamente en inver­
siones en investigación, tanto pública
como privadas. Toda Europa -con la
excepción de los Países Nórdicos- va a
la zaga de EEUU en la inversión empre­
sarial en investigación. Europa, EEUU y
Japón invierten básicamente la misma
proporción de su PI.B en investigación
pública. Las cifras de inversiones públi­
cas en investigación son comparables:
0'83 % del P.I.B en la U.E, 0'88 % en
EEUU y 0'81 % en Japón. Pero donde
encontramos un salto es en las inversio­
nes privadas en investigación, inversio­
nes de empresas en 1+0. Las cifras son
respectivamente 1'09 % del PI.B en la
U.E, 1'78 % en EEUU y un enorme 2'12
% en Japón. Y este salto se incrementa
entre la U.E y sus socios comerciales. La
SituaCión en España es mixta. La conclu­
sión es ineludible: Europa debe movili­
zarse categóricamente para aumentar
rápidamente la inversión empresarial de
manera general.

¿Y qué propone usted para invertir
esa tendencia? Por supuesto, no es
algo que vaya a ocurrir por arte de

magia. Debemos crear las condiciones
estructurales adecuadas para que las
empresas aumenten decididamente su
gasto en 1+0. En lo que a la situación
especifica de España concierne, vuelvo a
insistir en que España está poniéndose
progresivamente al día. Tiene el cuarto
índice más bajo de Europa en inversión
empresarial en investigación, pero tam­
bién el cuarto índice de crecimiento más
alto en esta área. Estoy seguro de que
las autoridades nacionales son perfecta­
mente conscientes de los problemas a
los que se están enfrentando a nivel
nacional y son también conscientes de
las adaptaciones que hay que diseñar y
llevar a cabo pronto para responder a
los retos a los que nos enfrentamos.

Mirado desde una perspectiva europea
general, tenemos que admitir que, en
mayor o menor grado, todos los Estados
Miembros sufren las mismas dificultades
estructurales, en respuesta a lo cual hay
que desarrollar y llevar a cabo un
paquete completo de medidas para
remediar las dificultades existentes. Estas
medidas incluyen incentivos fiscales para
inversores que inviertan en investigación
e innovación; la promoción de vínculos



más cercanos entre investigación, el
mundo de la industria y la empresa; la
promoción de una mayor movilidad de
personal de un sector a otro. También
significa reducir el papeleo y desmante­
lar barreras burocráticas, que son obstá­
culos actuales a la innovación en los pro­
ductos y los procesos y acelerar y rees­
tructurar el proceso de patentar median­
te la creación de una Patente Europea.

En la evidente desconexión que
existe en Europa entre el sistema
cientifico-tecnológico y el sistema
productivo, ¿qué parte de culpa
corresponde a la Universidad y qué
parte a las empresas? No comparto su
visión de que no existen vinculas entre
universidad e industria. Sin embargo,
estoy de acuerdo en que hay que
desarrollarlos y promocionarlos. Ambas
partes tienen que asumir el reto y adap­
tar sus respectivos comportamientos y
actitudes a los requerimientos de un
mundo cambiante. Las personas que
trabajan en la universidad deben dejar
de considerar el mundo de la industria y
la empresa como algo, de algún modo,
"sucio". Deben dejar de llevar a cabo su
investigación con el sólo propósito de

publicar sus articulas en prestigiosas
revistas científicas e impresionar a sus
colegas. La industria, por otra, parte,
debe reconocer que la ciencia y la inves­
tigación llevadas a cabo en las universi­
dades rara vez producirán beneficios.
Deben reconocer de manera decisiva
que las universidades son los proveedo­
res esenciales de prácticas para las
generaciones más jóvenes y, en particu­
lar, de las destrezas necesarias para la
economia basada en el conocimiento.
Sin recursos humanos bien entrenados y
ampliamente cualificados la industria y
la empresa no llegarán a ninguna parte.
Este papel de las universidades debe ser
reconocido. Ésta es una de las razones
por las que la Comisión Europea publicó
un comunicado de suma importancia
relativo a "El Papel de las universidades
en la Europa del Conocimiento".

¿Qué papel le corresponde jugar a la
Universidad en el desarrollo tecno­
lógico de un pais? Puedo referirme a
lo que dije en respuesta a la pregunta
previa y me gustaría subrayar tres
aspectos principales. Primero: las univer­
sidades juegan un papel vital en rela­
ción con el entrenamiento de una parte

sustancial de la generación más joven,
preparándola para la vida y para sus res­
pectivas actividades profesionales. La
ecuación es simple: sin gente bien
entrenada no hay progreso tecnológico.
Segundo: aunque muchos académicos
se quejan de la dura carga de trabajo
resultante de enseñar a un número cre­
ciente de estudiantes, dejando cada vez
menos tiempo para las actividades de
investigación, es verdad que las universi­
dades siguen siendo lugares para la
investigación de alto nivel y para la pro­
ducción de nuevo conocimiento, para la
creación de una base sólida para la
futura sociedad fundada en el conoci­
miento. Tercero: las universidades son
factores esenciales para el desarrollo
regional. Conocemos muchos ejemplos,
en un gran número de Estados Miem­
bros, y en otros paises, donde la crea­
ción, refuerzo o nueva orientación de
las universidades han tenido un impacto
decisivo en el desarrollo de las ciudades
y regiones enteras en términos de inno­
vación industrial, creación de nuevas
empresas, creación de empleo, etc. Le
hablo del fructífero modelo de "raci­
mas", donde las universidades y com­
pañías innovadoras en alta tecnología se

investigación y conocimiento. Sin embargo. me gustaría resaltar que la responsabilidad pública con respecto a la
financiación de 1+0 deberia estar orientada hacia la creación de las adecuadas condiciones estructurales y de

'Jncentivos y la definición de orientaciones. de modo que las inversiones privadas puedan sucederle inmediata·
~'::-" mente después.
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desarrollan en simbiosis, alimentándose
de la misma fuente de talento y conoci­
miento y compartiendo el mismo impul­
so hacia la excelencia. En resumen, las
universidades son componentes esen­
ciales de nuestras sociedades - no sólo
como infraestructuras académicas y
humanas esenciales sino también como
impulsores básicos de la competitividad
económica.

y la ciencia. ¿a quién corresponde
divulgarla? ¿a los periodistas o a los
científicos? Es una pregunta importan­
te e interesante. Estoy profundamente
convencido de que sin una inversión
sustancial en una mejor comunicación
científica, la ciencia tendrá un futuro
muy difícil en nuestras sociedades. La
ciencia es hoy en día una parte tan
importante de nuestra vida diaria que
debemos asegurarnos de que nuestros
ciudadanos tengan una visión positíva
de la misma, de las actividades científi­
cas y de los desarrollos tecnológicos.
Lamentablemente, hay que decir que,
en este momento, la ciencia no tiene
una imagen pública especialmente posi­
tiva: la clonación humana, la investiga­
ción con células madre, órganos modifi­
cados genéticamente, la enfermedad de
las vacas locas, etc., son algunos de los
términos de moda que han producido
las inquietudes y temores de muchos
de nuestros ciudadanos que temen a los
desarrollos científicos y las tendencias
tecnológicas.

¿Cuál es entonces el papel de los
medios? El papel de los medios de
comunicación como "traductores" y
multiplicadores de información es más

importante que nunca. Nos enfrenta­
mos a un doble reto: los científicos
deben familiarizarse con los medios de
comunicación, cómo utilizarlos con los
mejores propósitos. Esto ya está ocu­
rriendo en toda Europa en la medida en
que la práctica en comunicación se está
convirtiendo en parte del currículo uni­
versitario de los científicos. Y, además,
se está convirtiendo progresivamente en
una necesidad, puesto que los científi­
cos tienen que justificar sus presupues­
tos, buscar patrocinadores, convencer a
la industria y ganarse el apoyo público,
más allá del de sus colegas.

Por el contrario, los periodistas" genera­
les", que cada vez cubren más y más
crónicas científicas, tienen que aprender
sobre ciencia. tsta es progresivamente
más compleja y complicada, cada vez

más especializada e interdisciplinaria.
Por tanto, los periodistas tendrán que
invertir un tiempo y energía sustanciales
en "captar" y entender la información
científica de interés periodístico, escri­
birla y presentarla de una manera que
sea comprensible pero, a su vez, correc­
ta científicamente.

Lamentablemente, la posición de los
escritores e informadores de ciencia en
los medios de comunicación generales
no siempre es favorable. Un número
considerable de medios de comunica­
ción ha reducido su sección sobre cien­
cia, básicamente por razones comercia­
les. A menudo, temas científicos delica­
dos son tratados por estos corresponsa­
les" generales" de forma sensacionalis­
ta. Todo esto significa que tenemos que
trabajar seriamente con todos las partes
implicadas, científicos, periodistas y edi­
tores, para asegurar que la cantidad y la
calidad de la información sobre ciencia
estén donde deberían estar, de modo
que reflejen con exactitud el papel que
la ciencia, la investigación, el desarrollo
tecnológico y la innovación juegan en
nuestras sociedades. No será ésta una
tarea fácil pero debemos abordarla
urgentemente.

¿Por qué informan tan poco los
periódicos de ciencia y tanto de polí­
tica o de deporte? ¿es posible que la
ciencia interese poco a los ciudada­
nos? No puedo darle una respuesta
razonable a la primera parte de su pre­
gunta. De hecho, mi percepción de la
ciencia y la investigación es que son
temas fascinantes y, a menudo, emocio­
nantes que se podrían presentar de tal

Permítame decirle, en primer lugar.
que España está mostrando uno de los índices de crecimiento más rápidos en inversión para el desarrollo de Europa. ,~\
la medía de crecimiento anual real de las inversiones en desarrollo desde 1995 ha alcanzado cerca del 7 % anual. .'

Esto supone casi dos veces el crecimiento medio de la Unión Europea. y coloca a España cerca del primer puesto en ,,:,J'

esta categoría. Igualmente. España se encuentra en segunda posición entre 105 15 Estados miembros en cuanto a cre-



manera que los ledores de los periódicos
desearan leer esta sección, quizás no
antes. pero ciertamente justo después de
leer los deportes u otra sección de entre­
tenimiento cualquiera. La razón de este
relativo lugar secundario de las seccio­
nes científicas en los periódicos. las revis­
tas y los programas de televisión es algo
que sólo los editores de estos medios de
comunicación podrán explicar.

En lo que se refiere a la segunda parte
de su pregunta. estoy bastante seguro
de que los ciudadanos están verdadera­
mente interesados en la ciencia y en
temas científicos y que nuestro reto es y
será empaquetar y presentar la ciencia.
la investigación y la tecnología de tal
forma que el ciudadano acceda a la
esencia de la información. La ciencia en
televisión presenta un reto particular.
Discrepo de quienes afirman que" no
hay ciencia en televisión". De hecho, en
muchos países (Reino Unido, Alemania,
Francia) la ciencia está ampliamente
presente tanto en la televisión pública
como en la privada, alcanzando a veces
notables índices de audiencia. Pero esto
no puede aplicarse al resto de Europa.
En un buen número de Estados Miem­
bros no hay lugar para la ciencia en la
pantalla. Además, cada año en Europa
se producen un número considerable de
horas de nuevos programas científicos
que desgraciadamente no se exportan
debidamente. Este fenómeno no es
exclusivo de los programas científicos,
sino que también afeda a la mayoría de
los produdos audiovisuales de Europa.

¿y cuáles son sus retos, en este sen­
tido? ¿Dónde está la solución? En

primer lugar, se hace necesario encon­
trar buenas historias: éstas abundan en
Europa con carismáticos científicos y
descubridores, muchos de los cuales son
maestros comunicadores. Luego, hay
que escribir, desarrollar y, a continua­
ción, producir estas películas. La UE está
proporcionando un apoyo sustancial
para escribir y desarrollar programas de
ciencia a través de su programa Media
Plus y su Plan de Acción Ciencia y
Sociedad. Al final, hay que difundir
estos documentales. Aquí de nuevo la
situación en Europa varía considerable­
mente y encontramos que muchas emi­
soras han comprendido el interés de
proporcionar a la ciencia la cobertura
que merece, obteniendo así excelentes
audiencias en el proceso.

Por último, los documentales deben
tener una audiencia. Las recetas para el
éxito son difíciles, pero es posible hacer
películas sobre ciencia que sean a la vez
científicamente precisas y eminente­
mente disfrutabies. y a medida que la
ciencia cobra importancia en Europa, así
lo hace también en televisión. Estoy
convencido de que veré mayores esfuer­
zos entre profesionales, especialmente
entre produdores de películas científicas
para difundirlos por toda Europa, com­
partir proyedos. experiencia en imáge­
nes y mejores prádicas.

¿Qué nivel diría Ud. que tiene Euro­
pa en ciencia, por un lado, y en cul­
tura científica, por otro? Soy un firme
creyente del potencial científico de
Europa y sigo convencido de que Euro­
pa es capaz de competir con todas las
demás regiones del mundo, siempre



que superemos los obstáculos de nues­
tro propio pasado, como la fragmenta­
ción de los esfuerzos en investigación,
una insuficiente movilidad de investiga­
dores entre países y sectores, niveles
insuficientes de cooperación entre equi­
pos y entre la universidad y la índustria,
niveles insuficientes de inversión en
investigación y desarrollo tecnológico,
etc.

De hecho, si observamos la cifra, la UE
es con diferencia el líder mundial en
número de publicaciones científicas, con
más de 300.000 publicaciones en 2001,
muy por delante de los EEUU y Japón.
Sin embargo, las proporciones se invier­
ten si miramos el número de patentes
registradas por los investigadores de la
UE. Incluso en Europa, hoy en día se
registran bastantes más patentes por
parte de entidades japonesas y nortea­
mericanas que por entidades europeas.
Este es el clásico dílema al que se
enfrenta Europa: lo hacemos bien en
investigación pero la innovación y la
comercialización no siempre le siguen
como deberían. No obstante, se ha
identificado claramente estos problemas
y se está poniendo remedio.

La cuestión que concierne a la "cultura
científica" de Europa es muy difícil y
admite diferentes interpretaciones. Per­
mítame decir dos cosas. Primero: la cul-

tura científica de Europa se encuentra
ciertamente en su infancia. Europa es
un actor relativamente nuevo en la
escena científíca y tengo que admitir
que el papel que juega en este dominio
es poco conocido -incluso en aquellos
círculos que deberían estar directamen­
te interesados porque les concierne
directamente. Segundo: si miramos la
"cultura científica" de Europa como
suma de culturas científicas nacionales,
la situación tampoco impresiona. La
ciencia y la cultura están más o menos
separadas estrictamente -en la mente
de la gente tanto como en los medios
de comunicación, en la política y otros
campos. Y, sin embargo, deberíamos
percatarnos de que la ciencia tiene su
historia, su filosofía y, por muchas razo­
nes, está en las raíces mismas de la
manera en que nuestro continente se
ha desarrollado y se desarrollará en el
futuro. Este futuro desarrollo requiere
inevitablemente la dimensión europea,
requiere avanzar más hacia visiones y
perspectivas comunes para la investiga­
ción en Europa. Y es en ello en lo que
estoy trabajando.

¿Qué lectura tiene que la mayor
potencia científica del mundo,
EEUU, sea también la mayor poten­
cia tecnológica? Implica simplemente
que un alto nivel de investigación es
esencial para la innovación, para el creci-

miento económico, para el empleo, pero
también para solventar problemas socia­
les, para la apertura de perspectivas y
para el bienestar de los individuos. En
comparación con Europa, EEUU ha
gozado de la gran ventaja de haber sido
una nación y un mercado desde los mis­
mos inicios del desarrollo de la ciencia y
la industria moderna. Tendremos éxito al
construir esta dimensión europea, como
hemos creado con éxito el mercado
único, la moneda europea y la amplia­
ción de la UE hacia el este y el sur.

Como ya le he comentado, en Lisboa,
los jefes de Estado y de Gobierno euro­
peos se han comprometido con una
nueva meta estratégica para Europa:
"convertirse en la economía basada en
el conocimiento más competitiva y diná­
mica del mundo en la próxima década".
Alcanzar este objetivo requiere una
estrategia global encaminada a preparar
la transición hacia una economía basada
en el conocimíento. El concepto I+D
está en el centro de esta estrategia. El
progreso no es tan rápido como desea­
ríamos, pero es firme, y no me cabe la
menor duda de que nuestro rendimien­
to científico, que ya es impresionante, y
nuestro potencial económico, nos lleva­
rán en el futuro a la cumbre del ranking
mundial de regiones y naciones que
compiten pacíficamente por una posi­
ción destacada.



INCENTIUOS FISCALES
A LA INUESTIGACIÓN y
DESARROLLO E
INNOUAC ÓN
TECNOLÓGICA
Juan Manuel González Camúñez
Ernst&Young Abogados
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El presente informe tiene por objeto exponer la regu­
lación fiscal de la deducción en la cuota íntegra del
Impuesto sobre Sociedades (en adelante, IS) a que tie­
nen derecho las entidades que realicen actividades de
investigación y desarrollo (en adelante, I+D) y de inno­
vación tecnológica.

En este sentido, el legislador español se ha preocupa­
do por incentivar a través de beneficios fiscales a
aquellas empresas que inviertan en investigación y
desarrollo e innovación tecnológica. La regulación de
este incentivo fiscal se ha materializado en el artículo
33 de la Ley del Impuesto sobre Sociedades, en el
Capítulo dedicado a "incentivos por la realización de
determinadas actividades" en los términos que se
expondrán en adelante.

Esta deducción se presumía ambiciosa en términos
cuantitativos, admitiendo una deducción fiscal que
podría alcanzar hasta el 60% de los gastos en que se
hubiese incurrido por la realización de estas activida­
des, sin embargo, la experiencia profesional nos pone
de manifiesto en multitud de ocasiones que, en la
práctica, dificilmente resulta de aplicación, debido en
gran medida a la dificultad y casuístíca de su regula­
ción.

En definitiva, hemos observado que la deducción fiscal
por actividades de 1+0 e innovación tecnológica no ha
calado en la sensibilidad de las empresas españolas
fundamentalmente:

a) Por el desconocimiento de los propios responsables

técnicos de las compañías sobre la calificación de la
actividad que vienen desarrollando.

b) La complejidad y restricción de los gastos que podrían
incluirse en la base de deducción hace que en ocasiones
no resulte operativa la aplicación de la deducción.

c) La dificultad de determinar si un proyecto empresa­
rial determinado tiene la consideración de 1+0 o de
innovación tecnológica.

Cuanto antecede ha sido reconocido por el propio
ministro de Ciencia y Tecnología, Josep Piqué, en un
reciente artículo publicado en Expansión, en el que
señalaba su intención de que las empresas españolas
aprovechen el marco tributario actual beneficiándose
de los íncentivos fiscales existentes en la realización de
actividades de 1+0 e innovación tecnológíca.

El Sr. ministro manifestaba que el aprovechamiento del
marco de deducciones fiscales para las inversiones en
I+D e innovación tecnológica por parte de las empre­
sas ha sido insuficiente y que era necesario transferir
nuestra capacidad de investigar al mundo de la
empresa transformando conocimiento en puntos de
crecimiento de PIB.

Entendemos que para que de forma efectiva y eficaz las
empresas españolas inviertan en actividades de investi­
gación y desarrollo se hace necesario un plan global de
actuación que, además de incentivos fiscales, establez­
can un sistema operativo de subvenciones e incluso de
deducciones en cuotas de la seguridad social.



1. Normativa aplicable

La deducción por actividades de I+D e innovación tec­
nológica se encuentra regulada en el artículo 33 de la
Ley 43/1995, de 27 de diciembre, del Impuesto sobre
Sociedades en su nueva redacción dada por la Ley
24/2001, de 27 de diciembre, de Medidas Fiscales,
Administrativas y del Orden Social, que ha modificado
la redacción dada por la Ley 55/1999, de 29 de
diciembre.

2. Actividades de I+D e innovación tecnológica

2.1. Actividades de I+D

La Ley del 15 establece los siguientes conceptos de
I+D:

> La investigación es la indagación original y planifica­
da que persigue descubrir nuevos conocimientos y
una superior comprensión en el ámbito cientifico o
tecnológico.

> El desarrollo es la aplicación de los resultados de la
investigación o de cualquier otro tipo de conocimien­
to científico para la fabricación de nuevos materiales
o productos, para el diseño de nuevos procesos o sis­
temas de producción, asi como para la mejora tecno­
lógica sustancial de materiales, productos, procesos o
sistemas preexistentes.

2.2. Actividades de
innovación tecnológica

El nuevo concepto de innovación tecnológica, con­
forme se ha expuesto anteriormente, tiene un
carácter residual y parece estar pensado para aquella
actividad que no va precedida de investigación o
que, en si misma, no supone una novedad cientifica.

> La I+D comprende también el diseño y elaboración
del muestrario para el lanzamiento de nuevos produc­
tos y la concepción de software avanzado, siempre
que suponga un progreso científico o tecnológico sig­
nificativo mediante el desarrollo de nuevos teoremas y
algoritmos o mediante la creación de sistemas opera­
tivos y lenguajes nuevos.

> Innovación tecnológica es la actividad cuyo resulta­
do sea un avance tecnológico en la obtención de nue­
vos productos o procesos de producción o mejoras
sustanciales de los ya existentes.

Se considerarán nuevos aquellos productos o procesos
cuyas caracteristicas o aplicaciones, desde el punto de
vista tecnológico, difieran sustancialmente de las exis­
tentes con anterioridad.

Por tanto, cabe realizar dos precisiones básicas al
objeto de entender el alcance de las actividades de
I+D que dan derecho a deducción en el IS:

> El desarrollo puede originarse tanto de los resulta­
dos obtenidos de la investigación como de los conoci­
mientos científicos externos a este proceso.

> El desarrollo abarca no sólo la obtención de nuevos
materiales, productos o procesos, sino que cubre tam­
bién las mejoras tecnológicas que se efectúen sobre
materiales, productos. procesos o sistemas preexisten­
tes, siempre y cuando dicha mejora tenga carácter
sustancial.

Se incluye, por tanto, el desarrollo realizado después
de la producción comercial.

La Ley del 15 define los productos o procesos nuevos
como aquellos cuyas características o aplicaciones,
desde el punto de vista tecnológico difieran sustan­
cialmente de las existentes anteriormente.

Por su parte, aunque no existe una definición unáni­
memente aceptada podría definirse el producto
mejorado sustancialmente como aquel producto
existente cuyas prestaciones han sido incrementadas
o perfeccionadas significativamente.

En la práctica podrían existir supuestos que hicieran
dudar si una actividad tiene la consideración fiscal de
I+D o de innovación tecnológica, debiéndose deter­
minar al efecto si el proceso o producto supone una
indagación original o planificada que persigue con­
seguir nuevos conocimientos científicos o por el con­
trario mejorar, mediante una nueva aplicación, un
proceso ya existente.

Las dudas que se plantean en la práctica han llevado
a la Dirección General de Tributos a pronunciarse
sobre esta cuestión en varias ocasiones, en las que
ha intentado matizar o reforzar los distintos concep­
tos que intervienen en la posible aplicación de la
deducción que estamos analizando.
En este sentido, la Dirección General de Tributos,
con fecha 26 de marzo de 2001, resuelve una con­
sulta realizada por un contribuyente, en la que se
plantea la posible aplicación de la deducción por I+D
a la actividad que viene realizando. La consultante
señala que ha desarrollado un sistema de ilumina­
ción que permite crear expositores luminosos de un
espesor mínimo, dotándoles de una mayor estética.
En su respuesta, la Dirección General de Tributos

Innovación tecnológica
es la actividad cuyo
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tecnológico en la obten·
ción de nuevos produc­
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.....
o
o
o····.....
o
o.....·o

.....:...:



Además de los gastos
directos, también debe­
rían poder ser incluidos
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considera que la actividad realizada por la consultante
no podría beneficiarse de la deducción por 1+0, pero
en cambio podría beneficiarse de la deducción en con­
cep o de Innovación tecnológica en los siguientes tér­
minos:

"El sujeto pasivo ha efectuado un desarrollo propio
que le ha permitido la obtención de un producto nove­
doso en cuanto a su espesor, estética, facilidad de
cambio y luminosidad, circunstancias todas que permi­
ten concluir que el resultado final de sus actividades
genera un producto cuyas características o aplicacio­
nes difieren sustancialmente de las existentes con
anterioridad en los productos propios de la consultan­
te. Ello posibilitaría considerar la actividad desarrollada
por la misma corno de innovación tecnológica".

En consecuencia, la OGT considera que en el supuesto
de que se trate de un producto o proceso nuevo para
el sUjeto pasIvo, aunque sea un producto o proceso ya
existente en el mercado, el sujeto pasivo podría apli­
carse la deducción por actividades de innovación tec­
nológica. Por el contrario, si se tratara de un producto
o proceso nuevo para el mercado estaríamos ante una
actividad de I+D. En cualquier caso, el sujeto pasivo
puede plantear consultas a la Administración tributa­
ria, cuya contestación tendrá carácter vinculante, sobre
la Interpretación y aplicación de la deducción por acti­
vidades de 1+0 e Innovación Tecnológica.

3. Actividades que no tienen la consideración de
I+D e innovación tecnológica

De otro lado, conviene precisar que la Ley del Impuesto
sobre Sociedades en su artículo 33 no sólo regula aque­
llas actividades que podrían beneficiarse de la deduc­
ción, sino que establece además aquellas actividades
que no tienen la consideración de 1+0 o de innovación
tecnológica, y por tanto, no dan derecho a deducción.

En la letra a) de dicho precepto se determina la exclu­
sión de aquellas actividades que no comporten la exis­
tencia de una novedad científica o tecnológica signifi­
cativa, precisando en la letra b) la lógica exclusión de
las actividades de producción industrial y provisión de
servicios o de distribución de bienes y servicios, ya que
las mismas no van encaminadas a la 1+0.

En consecuencia, se excluyen del ámbito de deducción
las actividades que no implican una cierta organización
e indagación planificada, como los esfuerzos rutinarios
para mejorar la calidad de productos o procesos, e
igualmente se excluyen las actividades que carecen de
la característica de novedad tecnológica sustancial o
significativa, como la mera adaptación de productos a
las necesidades de los clientes, cambios de temporada
y las puras modificaciones estéticas de productos ya
existentes para diferenciarlos de otros similares.

Es por ello que deben considerarse como actividades
que no dan derecho a deducción aquéllas que no
suponen la búsqueda de nuevos conocimientos tecno­
lógicos ni la aplicación de los resultados de una activi­
dad de investigación, sino que se trata de actividades
encaminadas a la producción o fabricación.

4. Base de la deducción

En la determinación de la base de deducción se hace
necesario distinguir las actividades de 1+0 y las activi­
dades de Innovación tecnológica.

4.1. Deducción por I+D

La base de la dedUCCión está constituida por el importe
de los gastos de 1+0 y en su caso, por las inversiones
en elementos de inmovilizado material e inmaterial
excluidos los inmuebles y terrenos. Este importe se
minora en el 65% de las subvenciones recibidas para



el fomento de las actividades de 1+0 imputables como
ingreso en el ejercicio.

La Ley del IS es muy genérica en la acotación de los
gastos que generan el derecho a la deducción, ya que
se limita a establecer la necesidad de que los gastos de
1+0, incluidas las amortizaciones de los bienes afectos,
tengan una relación directa con dichas actividades y se
apliquen efectivamente a la realización de las mismas,
constando específicamente individualizados por pro­
yectos.

A falta de mayor precisión normativa, hay que acudir
tanto a la doctrina administrativa como al críterio
manifestado por el Instituto de Contabilidad y Audito­
ría de Cuentas (Resolución de 21 de enero de 1992
sobre valoración de los costes de producción del inmo­
vilizado inmaterial cuando los proyectos se realizan
con medios propios de la empresa), dada la voluntad
del legislador de adecuar el Impuesto sobre Sociedades
a la normativa contable.

Además de los gastos directos, también deberían
poder ser incluidos los gastos indirectos en tanto que
contribuyen a posibilitar la realización de un proyecto
de 1+0, siempre que se pruebe su efectiva vinculación
al mismo. No obstante, dado que es una materia que
puede suscitar controversias, habrá que estar en última
instancia al parecer de la Administración Tributaria
acerca de la inclusión de los costes indirectos dentro
de la base de deducción por 1+0.

Asimismo, es preciso puntualizar que para determinar
la base de la deducción se tomará en consideración el
importe de los gastos efectuados en el periodo imposi­
tivo por este concepto, independientemente de la acti­
vación contable o no de los mismos como inmovilizado
inmaterial.

4.2. Deducción por investigación tecnológica

La base de la deducción está constituida por el importe
de los gastos del periodo en actividades de innovación
tecnológica por los siguientes conceptos:

> Proyectos encargados a Universidades, Organismos
Públicos de Investigación, Centros de Innovación y Tec­
nologia expresamente regulados.

> Diseño industrial e ingeniería de procesos de produc­
ción, que incluirán la concepción y la elaboración de
planos, dibujos y soportes destinados a definir los ele­
mentos descriptivos, especificaciones técnicas y carac­
terísticas de funcionamiento necesarios para la fabrica­
ción, prueba, instalación y utilización de un producto.

> Adquisición de tecnología avanzada en forma de
patentes, licencias, Know-how y diseños. No se inclu­
yen las cantidades satisfechas a personas vinculadas al
sujeto pasivo. La base por este concepto no puede
superar los 500.000 euros.

> Obtención del certificado de cumplimiento de las
normas de aseguramiento de la calídad de la serie ISO
9000, GMP o símilares, sin incluir los gastos correspon­
dientes a la implantación de dichas normas.

La base de la deducción por actividades de innova­
ción tecnológica se minorará en el 65% de las sub­
venciones recibidas para fomento de dichas activida­
des e imputables como ingreso en el periodo imposi­
tivo.

4.3. Requisitos formales

En cuanto a los requisitos formales, básicamente la Ley
del IS señala que tanto los gastos por las actividades
de 1+0 como los gastos de innovación tecnológica tie­
nen que estar individualizados por proyectos.

Por ello, es oportuno y necesario que la Compañía
tenga la debida documentación para cada proyecto en
la que se r'eflejen específicamente los trabajos realiza­
dos y los costes imputables a cada uno de los proyec­
tos.

La actividad principal debe llevarse a cabo material­
mente en España, con independencia de que la activi­
dad de 1+0 se efectúe por el propio sujeto pasivo
como por encargos a terceros.

Sin embargo, cabe la posibilidad de efectuar activida­
des o trabajos complementarios en el extranjero siem­
pre que los gastos incurridos en el extranjero no sobre­
pasen el 25% del importe total invertido en el proyec­
to.

5. Porcentajes de deducción

Los porcentajes de deducción aplicables son los
siguientes:

5.1. Deducción por I+D

> El 30% de los gastos efectuados en el periodo impo­
sitivo por· este concepto.

> Cuando los gastos del periodo sean superiores a la
media de los efectuados en los dos años anteriores, se
aplicará el 30% sobre la media y el 50% sobre el exce­
so (en el primer año de aplicación 50%).

> Existe una deducción adicional del 10% de los gas­
tos de personal correspondientes a investigadores cua­
lificados adscritos en exclusiva a actividades de 1+0, y
de los gastos correspondientes a proyectos, debida­
mente registrados, con Universidades, Organismos
Públicos de Investigación y demás Centros de Innova­
ción y Tecnología expresamente regulados.

> El 10% de las inversiones en elementos de inmovili­
zado material e inmaterial, excluidos los inmuebles y
terrenos, siempre que estén afectos exclusivamente a
las actividades de 1+0.

5.2. Deducción por
investigación tecnológica

> El 15% para los proyectos encargados a Universida­
des, Organismos Públicos de Investigación, Centros de
Innovación y Tecnología expresamente regulados.

> El 10% para los restantes conceptos.

En la práctica, podrian
existir supuestos que
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Por Manuela Hernández

¿Por qué han decidido unirse en una
RED los parques catalanes? La Red
(Xarxa, en catalán) de Parques Científi­
cos y Tecnológicos de Catalunya
(XPCAT) nace con la voluntad de cola­
borar, mediante la potenciación y difu­
sión de los Parques, a la renovación y
diversificación de la actividad producti­
va, al progreso tecnológico y al desarro­
llo económico y social de Cataluña,
actuando como motor en el proceso de
transferencia y difusión del conocimien­
to y la tecnologia.

¿Cree que la idea de los parques
catalanes, y teniendo en cuenta que
ya existe una RED vasca, será copia­
da. en el buen sentido. claro. por
otras CC.AA.? ¿Sería deseable que
así fuera? Los dos modelos nacen de
un sistema diferente, uno de ellos más
rico en fuentes del conocimiento, como
es el catalán (Universidades y Centros
de Investigación), y el otro basado en
un sistema tecnológico más maduro
(Centros Tecnológicos). Ambos persi­
guen el acercamiento entre el conoci­
miento y la innovación tecnológica
(hecho éste de gran importancia en las
políticas europeas, puesto de manifiesto

en el denominado espacio europeo de
investigación e innovación).

Cada territorio tiene que desarrollar su
sistema de innovación, lo que los anglo­
sajones denominan "regional innovation
system". En éste constatamos que una
pieza clave del sistema son los Parques
Científicos y Tecnológicos. La creación de
una red que coordine y articule los par­
ques y a su vez éstos con el sistema, será
clave en todos los territorios. Eso si, cada
CC.M., partiendo de sus activos. tiene
que crear el sistema y la red que mejor
resuelva la competitividad de las empre­
sas de su territorio. y mejor posicione
este territorio a nivel internacional.

¿Cuáles serán los objetivos y activi­
dades inmediatas de la RED? La Red
coordina los grandes espacios de pro­
ducción y transferencia cientifica y tec­
nológica de Cataluña, y tiene por objeti­
vo el crear sinergias y dinámicas comu­
nes, compartir recursos e información, y
establecer fórmulas de colaboración en
diversos ámbitos. La XPCAT tiene la
voluntad de convertirse en un agente
clave del Sistema Ciencia-Tecnologia­
Empresa en Cataluña.

y ese cometido, ¿cómo lo va a reali­
zar? La XPCAT pretende dar a conocer
y difundir entre los distintos colectivos
sociales la existencia de los Parques
Cientificos y Tecnológicos como un ins­
trumento de desarrollo empresarial, de
la innovación y de la transferencia de
tecnologia y de conocimiento, impul­
sando el acercamiento Universidad­
Empresa. Una línea clave será la transfe­
rencia de empresas de base tecnológica
y el correspondiente modelo de incuba­
ción (donde cabe destacar el papel de
las incubadoras, las fuentes de financia­
ción y el diseño de itinerarios de empre­
sas de base tecnológica resultantes de
los procesos de incubación). Además. la
XPCAT planteará la creación de una
Metodologia de Creación de Parques
Científicos y Tecnológicos (Modelo
Catalán de Parques) a partir de la expe­
riencia de sus miembros, y que constitu­
ya un manual de referencia para la
constitución de nuevos Parques.

¿Qué capacidad de decisión o parti­
cipación tendrá la RED en el diseño
de la política científico-tecnológica
de Cataluña? La XPCAT se presentó en
sociedad el miércoles 22 de enero de
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2003 en el Palau de la Generalitat, en
presencia del Consejero de Trabajo,
Industria, Comercio y Turismo, el Sr.
Antoni Fernández Teixidó, así como del
Consejero de Universidades, Investiga­
ción y Sociedad de la Información, el Sr.
Andreu Mas-Colell. Ambos consejeros
mostraron su total apoyo a la iniciativa
de la Red de Parques. Una de las finali­
dades estatutarias de la XPCAT es la de
participar en el desarrollo de los planes
de Investigación e Innovación que se
promuevan en Cataluña. A tal efecto se
mantiene un diálogo muy fluido con las
diversas consejerías.

En Cataluña, y en otras muchas
Comunidades, ya hay un buen
número de parques científicos y tec­
nológicos, ¿pueden seguir creciendo
ilimitadamente? ¿dónde está el
freno? ¿quién o qué lo pone? Pode­
mos identificar dos orígenes en la cons­
titución de los Parques, los de proce­
dencia universitaria, y los promovidos
por una administración pública (local o
autonómica).

El límite de parques científicos está rela­
cionado con la potencia científica de las
universidades. En este sentido, veremos
como toda Universidad que quiera ser
eficiente en su dialogo con el entorno
desarrollará Parques Científicos. btos
también podrán ser el resultado de la
suma de varias universidades que pro­
muevan alianzas estratégicas.
Los parques tecnológicos tendrán que
responder a un diferente estadio en la

cadena de valor del conocimiento. Por
una parte, el número de parques tecno­
lógicos vendrá delimitado directamente
por el número de universidades y/o Par­
ques Científicos con los que se conec­
ten. Por otra parte, la focalización temá­
tica de los parques, así como la deman­
da de las empresas que pidan medios
innovadores, dimensionará naturalmen­
te el número de Parques.

¿Cómo definiría la situación actual
de la I+O+i en su Comunidad? ¿Exis­
ten planes coordinados de actuación
en el sistema Ciencia-Tecnología­
Empresa? Cataluña dispone en este
momento del Plan de Investigación y del
Plan de Innovación, promovidos por el
Departamento de Universidades y por el
Departamento de Industria. El nuevo
reto es la creación de un Plan que una
Ciencia-Tecnología-Empresa. Me consta
que en la mente de la Generalitat se
plantea trabajar en esta línea.

La I+D sigue dependiendo fundamen­
talmente en España del sector público.

¿Cómo piensa usted que se podría
invertir esa tendencia? Los fondos
públicos tienen que contribuir a trans­
formar dinámicas y a corregir ineficien­
cias del mercado cuando éste no resuel­
ve de forma eficiente la relación Investi­
gación, Desarrollo e Innovación. Cabe
identificar qué función tienen estos fon­
dos y qué retornos se pretenden obte­
ner. Cuando hablamos de investigación
básica, por tanto con retornos a medio-

largo plazo, sólo una contribución deci­
dida del sector público puede crear los
cimientos necesarios para un futuro
resultado. Ahora bien, si lo que se pre­
tende es fomentar la eficiencia del Siste­
ma Ciencia-Tecnología-Empresa, el sec­
tor público debe apostar por estructuras
de intermediación que aseguren un
mejor funcionamiento de las interrela­
ciones entre agentes. tstas, en fase de
estabilización, tendrían que encontrar
escenarios de sostenibilidad. En la medi­
da en que las empresas inviertan en una
I+D colaborativa público-privada, se
podrá cambiar la tendencia.

No obstante, ¿le parecen suficientes
los recursos públicos que se desti­
nan a fomentar la 1+0 tanto a nivel
autonómico como estatal? Los recur­
sos públicos destinados a fomentar la
I+D en España distan de los destinados
en los países más avanzados. Aún así, la
correlación de los indicadores de pro­
ductividad científica de las universidades
españolas con la transformación de
éstos en patentes constatan el stokaje
de conocimiento universitario que no ve
luz en la explotación empresarial. Los
recursos públicos que vayan destinados
a fortalecer la investigación, desarrollar
estructuras de intermediación, ya su
vez a beneficiar a las empresas del uso
de dicho conocimiento, estarán contri­
buyendo al encaje del sistema.

Otro de 105 problemas tradicionales
de la innovación en España es la
falta de conexión entre universidad



: 1

. estabilidad en el nuevo entorno
socioeconómico? Las empresas que
están gestionando su innovación de
forma sistemática están comprobando
que la competitividad en el futuro
depende de la orientación a la innova­
ción que tengan hoy. En este sentido,
cada vez son más las empresas que
identifican a las universidades como una
de las fuentes de la innovación para la
competitividad permanente. La partici­
pación de empresas en los distintos Par­
ques Científicos y Tecnológicos es una
muestra de la importancia de la innova­
ción empresarial y del papel determi­
nante de estas estructuras de interme-

y empresa. ¿Cómo se afrontará
desde la Red este problema y qué
soluciones piensa arbitrar para
mejorar la interconexión ciencia-rea­
lidad empresarial? La Universidad tra­
dicionalmente ha transferido conoci­
miento a su entorno. En etapas de
industrialización ha sido clave en la
transferencia de personas altamente
capacitadas. Durante los años 90, en el
marco de la Ley de Reforma Universita­
ria se consolida la Transferencia de Tec­
nología. Desde hace pocos años, cons­
tatamos el crecimiento de nuevas
empresas de base tecnológica de origen
universitario.

Los Parques Cientificos y Tecnológicos
actúan como estructuras de intermedia­
ción entre universidad y empresa, y con­
tribuyen de forma decidida a su interco­
nexión, mediante la conexión con los
grupos de investigación universitarios, la
subcontratación del 1+0, la integración
de los departamentos de 1+0 de empre­
sas y con el soporte a la creación de
nuevas empresas de base tecnológica. La
Red, en este sentido, aparte de la pro­
moción del desarrollo del Sistema Cien­
cia-Tecnologia-Empresa, pretende adivar
la conexión entre los propios Parques
Científicos y los Tecnológicos, y así con­
tribuir al aprovechamiento por parte de
las empresas del conocimíento acumula­
do en la universidad.

¿Ha tomado conciencia la empresa
española de la incidencia de la inno­
vación sobre su competitividad y la
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diación para acoger a las empresa más
innovadoras.

¿Qué papel atribuye, en general, a
los parques tecnológicos en la inno­
vación del tejido productivo? Un Par­
que Científico y Tecnológico, como
estructura de intermediación dentro del
Sistema Ciencia-Tecnología-Empresa,
tiene el papel clave de crear el medio
donde la innovación procedente del
conocimiento fluya de la forma más efi­
ciente. En este sentido, los Parques han
de proveerse de los mejores entornos
tecnológicos, que contribuyan a que las
empresas instaladas cuenten con activos
de competitividad provenientes no sólo
de ellas, sino del medio en el que habi­
tan.

¿En la evidente falta de conexión
entre la universidad y las empresas,
qué parte de culpa corresponde a
cada una? La evidente falta de cone­
xión entre la universidad y las empresas,
existente hace unos años, está siendo
eliminada gracias a las distintas iniciati­
vas de los tres agentes del Sistema: Uni­
versidad, Administración y Empresa. De
todas formas, necesitamos potenciar
algunas de estas iniciativas para mejorar
en el entorno europeo. La universidad
ha de ser más eficiente en la transmi­
sión del resultado de la investigación
hacia las empresas. En este sentido, los
Parques Científicos y Tecnológicos,
como estructuras de intermediación,
pueden contribuir de forma decidida a
la conexión de Universidad y empresa.

(V)
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NUEVOS sErvicios dE valor añadido En

La empresa ParcBIT Desenvolupa­
ment, S.A., gestora del Parque Tec­
nológico de Baleares, amplía su
oferta de servicios a empresarios,
emprendedores y a la sociedad en
conjunto a través de la creación del
Área de Innovación en el Parque.

La creación del Área de Innovación es el
resultado de las sinergias surgidas entre
la implantación en la Región de Baleares
del Plan INNOBAL XXI (primer Plan de
Innovación de las Islas Baleares, desarro­
llado por la Conselleria de Innovació i
Energía del Govern de les IlIes Balears a
través del programa RITIS (Regional
Innovation and Technology Transfer Stra­
tegy), promovido por la Unión Europea y
el Plan Estratégico de ParcBIT. encamina­
do a posicionar al Parque como eje prin­
cipal de dinamización de la innovación
en las Islas Baleares y a superar el proble­
ma de la insularidad en las Islas, a través
de la innovación y la tecnología.

En este marco, el Área de Innovación ini­
cia su actividad dando soporte a dos
acciones del Plan Innobal XXI: la creación
de una red de antenas tecnológicas (pun­
tos de información y asesoramiento) de
apoyo a empresarios y emprendedores
con sedes en las principales ciudades
industriales de Mallorca, Menorca e Ibiza;
y el establecimiento de una incubadora

de empresas de base tecnológica.

Para poder implantar dichas acciones y
asegurar el éxito del Plan Estratégico del
Parque se han establecido las siguientes
bases:
> Ampliación del equipo de profesiona­
les de ParcBIT mediante la contratación
de personal con amplia experiencia en
Innovación y Tecnología
> Establecimiento del espacio físico para
el Área de Innovación
> Creación de las infraestructuras y ubi­
cación del espacio físico de la incuba­
dora (800 m2)

> Primeras fases del análisis de la situa­
ción actual en Innovación y Tecnología
del tejido empresarial balear, a través de
la realización de diagnósticos en un
total de 160 empresas y Centros Tecno­
lógicos de Baleares
> Definición de los servicios ofrecidos
por el Area de Innovación.

Los servicios que ofrece el Parque desde
el Area de Innovación incluyen:
> Servicios de apoyo a empresas. ofre­
ciendo asesoramiento sobre los recursos
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de aceptación de 105 servicios.
Con la creación del Area de Innova­
ción, y considerando que el Parque ya
incluye en sus Ins alaClones empresas

de base tecnológica (algunas de
reCiente creación), y empresas de
consultoria en todos 105 campos, el
ParcBIT se convierte en un excelente
trampolin para la instalación de
empresas Innovadoras Ynuevos
emprendedores. De este modo, el
Parque tecnologlCO no 5010 cubre las
necesidades de espaCio de empresas
innovadoras. sino también las necesi­
dades de InnovaCión para la sociedad

balear en conJun o

."

En paralelo, y de cara a garantizar la

calidad de 105 servicios ofrecidos
desde el Parque, se es ablecen 105
servicIoS de mejora continua, centra­
dos en analizar el grado de acepta­
ción de 105 eventos y serviCIOS ofrecI­
dos en la comunidad Balear y a reela­

borar el Plan Estratégico del Parque
en sus futuras ampliaciones y la ofer­

ta de servIcIOS en linea con el grado

una cultura innovadora en Baleares a
través de la organización de eventos
(seminarios, actividades lúdicas, acti­
vidades deportivas, presentaciones en
la Universidad, desayunos innovado­
res, etc.) y formación para directivos y

personal cualilicado.

Edificio de Telecomunicaciones.

(empresas de servicios, ayudas y sub­
venCiones, financiación, contactos,
etc.) eXistentes para cubrir cualquier
necesidad de innovación que detec­
ten, incluyendo un servicio de diag­
nóstico de Innovación. En este servI­
CIO se incluye asesoramiento técnico,

de gestión, financiero o juridico
según las necesidades de la empresa.
Esta prevista también la creación de
un Centro de Documentación sobre
Innovación Yuna bolsa de trabajo de
profesionales cualificados, orientada
a cubrir la demandas ele personal

cualificado de las PYMEs.
> SerVICIOS de apoyo a emprendedo­
res, estructurados sobre la base de la
Incubadora de empresas, ofreciendo
ademas serVICIOS de orientaCiÓn, for­
maCión, financiación Yasesoramiento
para la creaCión de empresas de base
tecnológica Yspin-offs académicos y
de empresas existentes, promoción
de nuevas ideas a través de semina­

rios de creatividad y concursos de
Ideas empresariales, y organización
de fórums y eventos para asegurar el
intercambio de experiencias entre 105
nuevos emprendedores y 105 empre­

sarios ya instalados en el Parque.
> Servicios de dinamización de la
innovación, base del posicionamiento
del Parque como eje principal de
Innovación de Baleares y que incluyen

la promoción de la Innovación en la
sociedad balear y la introducción de



EL CAMPUS DE LA SALUD DE

RA ADA
CONTARÁ CON UN CENTRO DE FORMACIÓN DE PROFESIONALES
SANITARIOS CON UN ALTO NIVEL TECNOLÓGICO
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El Complejo Multifuncional Avanza­
do de Simulación e Innovación Tec­
nológica (CMAT), que promueve la
Empresa Pública de Emergencias
Sanitarias del 061 y que entrará en
funcionamiento a finales de este
año, contará con procedimientos
innovadores como sistemas virtua­
les, robots que simulan pacientes
reales e incluso empleará actores
como enfermos, lo que le convierte
en uno de los pocos del mundo con
estas prestaciones.

El CMAT es mucho más que un centro
de formación, es un centro de entrena­
miento donde los profesionales sanita­
rios se instruirán de manera práctica en
los casos y situaciones que luego se
encontrarán diariamente en el desempe­
ño de sus funciones. El edificio albergará
todos los procedimientos y técnicas de
enseñanza con las últimas tecnologías,
lo que permitirá recrear simulaciones en
zonas urbanas, para accidentes de tráfi­
co u otras emergencias, en domicilios, o
en el área de urgencias hospitalarias, así
como el proceso asistencial completo
desde la primera atención. "Hay en el
mundo centros donde se realizan las

prácticas que en el CMAT se pueden
realizar, es cierto. pero no hay ninguno
donde se hagan todas, como aqui",
según explicó el propio consejero de
Salud de la Junta de Andalucía, Francis­
co Vallejo, durante la presentación del
proyecto.

Toda clase de intervenciones quirúrgi­
cas, el diagnóstico y atención de pacien­
tes en accidentes de tráfico o en cual­
quier clase de emergencias, la recepción
de heridos en urgencias o la atención de
enfermos en consultas son algunas de
las prácticas que proporcionará el
CMAl Para ello, se emplearán simula­
dores robotizados y sistemas de última
generación que permitirán ensayar
numerosas técnicas y procedimientos de
diagnóstico y terapéuticos, desde los
más complejos a los más simples, en
condiciones semejantes a las reales.

Además de los sistemas de simulación
virtual en tres dimensiones y los robots,
el CMAT también empleará actores
como pacientes para entrenar a los pro­
fesionales en la atención integral, lo que
exige, junto a las competencias asisten­
ciales, otras como la capacidad de comu-

nicación con el enfermo y sus familiares.
El CMAT estará situado junto al futuro
hospital del Campus de Ciencias de la
Salud, por lo que se convertirá en un
centro neurálgico para la preparación
de los profesionales sanitarios. El com­
plejo estará conectado mediante las
nuevas tecnologías de la información a
los centros de la red del sistema sanita­
rio público andaluz, lo que les podrá
convertir en aulas virtuales que podrán
transmitir en directo o diferido experien­
cias de especial interés o recibir las que
se realicen desde el Campus de la Salud.
Con un presupuesto de algo más de
nueve millones de euros, el CMAT pre­
tende convertirse en el primer centro a
nivel internacional que aglutine todas
las metodologías existentes para la for­
mación de profesionales en emergen­
cias sanitarias, ya la vez en el centro
coordinador del servicio provincial del
061. Se tratará de un edificio inteligente
con tecnología digital que facilite la ges­
tión de sus recursos para dar respuesta
a las actividades que en él se desarro­
llen, equipado con tecnología punta
para emisión on-line de cursos y simula­
ciones, y que usará energias limpias
para su funcionamiento.

I Complejo Multifun­
cional Avanzado de

lulación e Innovación
?cnológica (CMAT) es

mucho más que un
ntro de entrenamien­
o donde los profesio­
lales sanitarios se ins­
¡irán de manera prác­
a en los casos y situa-

ciones que luego
lcontrarán diariamen­
? en el desempeño de

sus funciones.

Presentación de la maqueta del edificio del CMTA.



Visita del presidente de la Junta de Andalucia, Manuel Chaves, al Campus de la Salud.

CONSTITUiDA LA

DE GENÓMICA y
PROTEÓMICA

Recientemente se ha constituido de
forma oficial la Red Valenciana de
Genómica y Proteómica de la Comuni­
dad Valenciana, cuyo objetivo es impul­
sar el desarrollo de la biotecnología en
la región. La nueva Red está conforma­
da por la Universidad Politécnica de
Valencia, la Universitat de Valéncia Estu­
di General, el Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas, y el Instituto
Valenciano de Investigaciones Agrarias.

Los proyectos relacionados con genó­
mica y proteómica tienen un elevado

potencial científico técnico y son apo­
yados ampliamente por las institucio­
nes públicas. Buena prueba de ello es
el apoyo recibido a esta Red por parte
del Ministerio de Ciencia y Tecnología,
que concedió un anticipo reembolsa­
ble en el año 2001 con carácter tria­
nual, a través de las ayudas para activi­
dades realizadas por entidades de
derecho público y entidades sin fines
de lucro en parques científicos y tec­
nológicos, para el desarrollo del pro­
yecto Tecnologías Genómicas y Proteó­
micas en Agroalimentación, proyecto
que se desarrolla parcialmente en las
instalaciones del Parque Científico Bur­
jassot-Paterna.

UNIVERSIDAD POLITÉCNICA DE VALENCIA

2 UNIVERSITAT DE VALENCIA ESTUDI GENERAL

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES
3 CIENTíFICAS

INSTITUTO VALENCIANO DE
4 INVESTIGACIONES AGRARIAS



EL PARQUE TECNOLÓGICO

YA TIENE DOS EDIFICIOS
A PLENO RENDIMIENTO

El parque Tecnológico Walqa tiene ya
dos edificios en funcionamiento. El edifi­
cio Uno, de Servicios Generales, que
cuenta con la sede de la Sociedad Ges­
tora, el Area de Transferencia de Tecno­
logía, los servicios comunes para el Par­
que (cafetería/restaurante, salas de reu­
niones, salas de formación salón de
actos, etc) y cinco empresas. El edificio
Dos, dedicado exclusivamente a las
empresas, está al máximo de ocupación
y cuenta con seis empresas.

El tercer edificio de Walqa tiene previs­
ta su entrega en enero de 2004 y ya
está reservado en su totalidad por una
empresa que va a comenzar sus activi­
dades en otras instalaciones provisio­
nales arrendadas por el Parque y sub­
arrendadas a esta empresa. Los gesto­
res estiman que el cuarto edificio esta­
rá listo en enero de 2005 y también
dispone ya de determinadas reservas,
aunque no en la totalidad de su super­
ficie.



HISPAMOLDES ABRE EN EL

Hispamoldes cuenta con una plantilla de
noventa trabajadores, con la previsión de
alcanzar los 130, y la inversión total previs­
ta para el trienio 2001-2003 se cuantifica
en 6.010.121 € de los que hasta la fecha
se han invertido 4.207.084,70 €. Ade­
más, las nuevas instalaciones de Hispamol­
des disponen de una Escuela de Forma­
ción, apoyada por la Diputación provincial
de Ourense y homologada por la Xunta de
Galicia. Se trata de una experiencia única
en España, pues ofrece formación específi­
ca de segundo grado para jóvenes que se
especializarán como Técnicos de Centro de
Mecanizado, una disciplina de nueva crea­
ción en España, promovida por el Grupo
Hispamoldes con la colaboración del Par­
que Tecnológico de Galicia.

tes, el sector gallego de automoción
"está demostrando su fortaleza y aprove­
chando su posición de ventaja".

I
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baja para marcas como SEAT, Mercedes,
Audi, Citroen y Renault, yen estos
momentos tiene un proyecto para Volks­
wagen en México.

El presidente de la Xunta de Galicia,
Manuel Fraga, destacó durante la inaugu­
ración de las instalaciones la madurez
alcanzada por el sector de automoción
para competir en los mercados, y dijo que
la automoción "es un sector estratégico
para la economía gallega", que "concen­
tra la mitad de las exportaciones" . El titu­
lar de la Xunta insistió en que, pese a la
fuerte competencia de países emergen-

Manuel Fraga, presidente de la Xunta, durante

la inauguración del Centro de Hispammoldes.

l
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D
UNO DE LOS MAYORES
CENTROS DE ESPAÑA
EN LA FABRICACiÓN DE
MOLDES PARA
AUTOMOCiÓN

El proyecto tiene por objeto, además, la
creación de nuevas líneas de negocio:
una de moldes para inyección sobre teji­
do y mecanizados, y otra de mecanizados
de alta velocidad para productos de des­
arrollo y atención rápida al cliente.
Sus piezas son exportadas a países como
Brasil, Turqufa, Alemania y Francia y tra-

El Grupo Hispamoldes acaba de inaugurar
en el Parque Tecnológico de Galicia
(Ourense) una de mayores factorías de
España dedicada a la fabricación de mol­
des de gran tonelaje para la industria de la
automoción. Las nuevas instalaciones ocu­
pan una superficie de 5.500 metros cua­
drados de los que 3.500 se destinan a
fábrica de moldes e inyección. La empre­
sa se dedica al diseño, desarrollo y cons­
trucción de moldes de inyección para la
industria de termo plásticos, termo esta­
bles y aluminio para el sector del automó­
vil y cuenta con una participación del
52% de capital portugués y 48% español.
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CUATRO INVESTIGACIONES PIONERAS A NIVEL
MUNDIAL ENCABEZAN LA ACTIVIDAD QUE
DESARROLLA EL PARQUE TECNOLÓGICO DE

,

SAN SEBASTIAN
El Parque Tecnológico de San Sebastián
desarrolla a través de diferentes meca­
nismos numerosas actividades encami­
nadas a favorecer la Transferencia de
Tecnología y Conocimiento. En esta
línea, además de los proyectos de
investigación que se realizan en el Par­
que Tecnológico por parte de las
empresas y centros de investigación
ubicados en él, es el propio Parque
quien a su vez diseña, lidera y desarro­
lla diversos proyectos avanzados en

ámbitos relacionados con las Tecnolo­
gías de la Información y las Telecomu­
nicaciones.

Estos proyectos tienen como objetivos
beneficiar al Parque Tecnológico, sus
empresas y usuarios, servir como pro­
yectos-demostración generalizables al
entorno exterior y proveer un marco
para la realización de proyectos fin de
carrera y tesis doctorales de ingenieros
y científicos.



El Parque Cientifico Tecnológico de Gijón
acogió durante el mes de abril la Asam­
blea Anual de la Asociación de Parques
Cientificos y Tecnológicos de España
(APTE). Pero esta no ha sido la única
actividad nacional que registraron las
instalaciones municipales gijonesas en
abril, ya que la Fundación COTEC cele­
bró en ellas su 9° Encuentro Anual, dedi­
cado este año a analizar y debatir sobre
los nuevos papeles de los centros tecno- Aspecto del Parque Cienrifico y Tecnológico de Gijón.

tecnológico en funcionamiento en el
PCTG y la operadora del cable en
Asturias, Telecable, ya cuenta con una
plantilla de unas cien personas traba­
jando en sus instalaciones del PCTG.
Otras, como la Autoridad Portuaria de
Gijón, ITK Ingeniería o Delcam, cons­
truyen en estos momentos sus edifi­
cios.

El Gobierno del Principado de Asturias
ha iniciado la construcción en el PCTG
de dos centros tecnológicos, uno de Tec­
nologías de la Información y la Comuni­
cación, y otro de Diseño y Producción
Industrial, que supondrán una inversión
de tres millones de euros y que forman
parte de una red de centros que el Eje­
cutivo asturiano está construyendo con
el objetivo de incrementar la oferta de
servicios para la innovación de las
empresas regionales.

Según los responsables del parque, la
celebración de estos eventos "ponen la
guinda a la trayectoria de un parque
cientifico-tecnológico, el primero de ini­
ciativa municipal, que tras algo más de
dos años de actividad ha sacado a la
venta su segunda fase de parcelas, des­
pués de comercializar la primera en la
que se localizan varias empresas, y dos
edificios destinados a los emprendedo­
res tecnológicos en los que se alojan 16
empresas tecnológicas en régimen de
alquiler". De hecho, la última incorpora­
ción al parque ha sido la del centro de
AENOR en Asturias.

lógicos, en cuya organización colaborará
también el Club Asturiano de la Innova­
ción.

En la actualidad, la empresa de estruc­
turas metálicas Esmena tiene su centro
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El Gobierno de Asturias ha

iniciado la construcción en el

PCTG de dos centros tecnoló­

gicos, uno de tecnologías de

la Información y otro de Dise­

ño y Producción Industrial.
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FERROL METROPOLI
y LA FUNDACiÓN
UNIVERSIDADE DE A
CORUÑA
PROMOCIONAN
PRÁCTICAS DE
EMPRESAS PARA
UNIVERSITARIOS

La Fundación Ferrol Metrópoli y la Fun­
dación Universidade de A Coruña han
firmado un convenio de colaboración
para que universitarios, recién titulados
y estudiantes de Tercer ciclo, puedan
realizar prácticas en empresas.

Según Doroteo López, presidente de
Ferrol Metrópoli, "esta fórmula se
muestra como una de las mejores herra­
mientas para que los universitaríos

adquieran experiencia profesional y las
empresas puedan disponer de recursos
humanos en periodo formativo para
adaptar sus conocimientos a las necesi­
dades empresariales". "De este modo,
además, -subraya López- se facilita que
las empresas incorporen a sus departa­
mentos de investigación personal uni­
versitario vinculado y se genere una
sinergia entre empresa, recursos huma­
nos, innovación y Universidad".



"LOS SEMINARIOS DEL PARC 2003"

,

PARC CIENTIFIC
NUEVA ACTIVIDAD EN EL

espacio se ha bautizado como" Los
Seminarios del Parc". La conferencia
inaugural del ciclo, presentada por el
rector de la Universitat de Barcelona,
Joan Tugores, tuvo lugar el pasado vier­
nes 17 de enero con la intervención del
director del Laboratorio de Bioinvestiga­
ción de Merck Farma y Química, Jaume
Piulats, que trató el tema de las nuevas
aportaciones en la terapia oncológica.

ELONAAR
El 2003 será el primer año en el que el
PCB funcionará a pleno rendimiento con
todos sus espacios ocupados. Por este
motivo, se ha planteado crear un espa­
cio que permita la creación de sinergias
y el intercambio de conocimiento tratan­
do temas que puedan interesar a la
comunidad que convive en el PCB, ya
sean sobre ciencias experimentales,
derecho, la bioética o patentes. Ese

DE

ACUERDO DE INVERSiÓN ENTRE ORYZON
GENOMICS y LA EMPRESA DE CAPITAL DE RIESGO NAJETI
La empresa de genómica funcional
ubicada en el Parc Científic de Barce­
lona Oryzon genomics (www,ory­
zon.com) ha firmado un acuerdo con
la compañía de capital de riesgo
Najeti (www.najeti.com) por el que
ésta adquiere el 28% de su sociedad.
Con esta operación, Oryzon financia­
rá los programas de desarrollo de
nuevas variedades vegetales y de
herramientas genómicas de aplica­
ción biotecnológica en el sector
industrial y biomédico.

Según el director general de Oryzon
genomics, Carlos Buesa, "con la
entrada de Najeti, conseguimos no
sólo incorporar los recursos que
garantizan el desarrollo de nuestro

plan de identificación de dianas
genéticas, sino también elementos
de valor en la definición estratégica
de negocio, que valoramos muy
positivamente. Oryzon se encuentra
en un momento de aceleración y
optimización de sus programas de
1+0 para entrar en "break even" de
aqui a dos años".

Por otra parte, con este acuerdo, Naje­
ti se consolida como una sociedad de
capital de riesgo en España especiali­
zada en operaciones en empresas bio­
tecnológicas y de tecnología de la
información y comunicaciones.

Oryzon genomics, spin-off de la UB y
del CSIC especializada en el descubri-

miento y análisis de genes, forma
parte de la Bioincubadora CIOEM­
PCB. Integrada por un equipo multi­
nacional de 20 científicos, la empresa
cuenta con una tecnología propia de
análisis genómico y de métodos de
mapeo genético. Entre sus proyectos
destaca "Orygene" que, centrado en
los cereales y sobre todo en el arroz,
tiene el objetivo de producir cultivos
mejorados en rendimiento, cualida­
des nutritivas y resistencia ante
patógenos y adversidades climáticas.
Asimismo, Oryzon cuenta con el pro­
yecto "Orymold", una nueva concep­
ción de plataforma bioinformática
que permite integrar una gran canti­
dad de datos biológicos generados
en los procesos de 1+0.

M
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No disponible

NIVEL DE FORMACiÓN DE LOS EMPRENDEDORES la RONDA

> Viabilidad técnica y económica
(30%)

> Originalidad e innovación de la
propuesta (30%)
> Nivel de madurez de la idea (25%)

> Carácter multidisciplinar del pro­
yecto (15%)

Entre las ideas que han pasado a la
siguiente ronda figuran algunas de
nombre tan sugerente como Redes
inalámbricas de banda ancha para ser­
vicios multimedia en los hogares, Siste­
ma Domótico, Aplicación de las nuevas
tecnologías al marketing de la PYME,
Plataforma de servicios compartidos
para PYMES, Hacia un mundo de servi­
cios personalizados, INNOVA o Tecno­
logía aplicada a la educación profesio­
nal.
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Derecho

Humanidades

Comunicación

Economía

Comunicación

Ing. Industrial

LADE+Derecho

Ing. Informática

Ing. Industrial

Ing. Informática

Ing. Téc. Industrial

Ing. Téc. Informática

Ing. Téc. Informática

Sin titulación especifica

In9. Telecomunicaciones

In9. Telecomunicaciones

Titulado LADE+Economia

In9. Téc. Telecomunicaciones

Ing. Téc. Industrial (Electricidad)

La evaluación de las ideas ha sido realiza­
da por profesores de la Universidad de las
áreas de conocimiento al cual se circuns­
criben las propuestas. Para objetivizar el
proceso evaluador se ha desarrollado un
cuestionario cuyos epígrafes principales y
pesos en la valoración total han sido son:

ÉXITO DE PARTICIPACiÓN EN EL I CONCURSO DE IDEAS DE LA

El pasado mes de diciembre finalizó la
1" ronda del concurso de ideas que pro­
mueve la Universidad Carlos 111 para la
creación de empresas de base tecnoló­
gica, con una participación muy signifi­
cativa de alumnos y egresados de la
Universidad. Un total de 51 promotores
han presentado al concurso 24 propues­
tas pertenecientes a los sectores de las
Tecnologías de la Información, las
Comunicaciones y la Ingeniería Indus­
trial, principalmente.

NIVEL DE FORMACiÓN DE LOS EMPRENDEDORES 2 a RONDA

Economla :III
LADE+Economia : 111111 !

PARA LA CREACiÓN DE EMPRESAS DE
BASE CIENTíFICA Y TECNOLÓGICA

En último (urso

Titulado

A falta del PFC

I A falta del PFC

I En último curso

I Doctorando

I Titulado



INAUGURADOS DOS NUEVOS EDIFICIOS EN EL PAR­
QUE CIENTíFICO DE LA UNIVERSITAT DE VALENCIA
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Para cumplir este objetivo, se ha defini­
do y construido un modelo propio de
Parque, adaptado a las necesidades de
la investigación, pero también de los
requerimientos empresariales, donde
conviven la investigación pública y priva­
da en un único espacio, equipado con
potentes servicios de apoyo.

El objetivo de la Universitat de Valencia
al diseñar este Parque ha sido el de pro­
yectar la investigación básica de exce­
lencia, que se realiza en el marco de los
grupos de investigación e institutos
mencionados, en el entorno social y
económico de la Comunidad Valenciana
y del resto de España. De esta forma, se
pretende proporcionar a las empresas,
sobre todo a las pymes, acceso fácil a
servicios tradicionalmente universitarios
como la formación, la investigación, la
colaboración y el asesoramiento. Asimis­
mo, se crean las condiciones necesarias
para que estudiantes y profesorado de
la Universitat puedan acceder a opcio­
nes empresariales a través de la comer­
cialización de su investigación y conoci­
miento o la puesta en marcha de
empresas a través de sus ideas (creación
de spin-off).

de Cálculo Científico Paralelo, yellnsti­
tuto de Agroquímica y Tecnología de
Alimentos, perteneciente este último al
CSIC.

resultado de este taller se selecciona­
rán las 8 ideas más viables técnica y
económicamente y pasarán a una ter­
cera ronda, en la cual realizarán una
defensa pública de la propuesta ante
un jurado. La resolución final del con­
curso se hará pública el 12 de junio del
2003

El pasado 24 de enero tuvo lugar el acto
inaugural de los nuevos edificios que
amplían el Parque Científico de la Uni­
versitat de Valencia Burjassot-Paterna,
que corrió a cargo del rector de la Uni­
versitat de Valencia, D. Francisco Tomás
Vert, y del en ese momento Presidente
del Consejo Superior de Investigaciones
Científicas, Rolf Tarrach. Al acto se
sumó D. Javier Quesada, Subsecretario
de la Oficina de Ciencia y Tecnología de
la Generalitat Valenciana.

Además de los nuevos Institutos de
Investigación, en la actualidad se ubican
en el Parque el Instituto Universitario de
Ciencia Molecular y otros servicios e ins­
talaciones como el Servicio Experimental
de Soporte a la Investigación, el Centro

Dos nuevos edificios, con una superficie
útil de más de S.OOO m2, albergan ya el
Instituto Cavanilles de Biodiversidad y
Biología Evolutiva, el Instituto de Ciencia
de los Materiales y el Instituto de Robó­
tica. Un tercer edificio acoge el Instituto
de Fisica Corpuscular, centro mixto
CSIC-Universitat de Valencia, sumándo­
se a los edificios ya construidos, un polí­
gono de una superficie aproximada de
200.000 m2, que se extiende por los
municipios de Paterna y Burjassot, con­
tiguos al Campus Universitario de Cien­
cias Básicas de la Universitat de Valen­
cia.

SUR ASSOT-

En la segunda ronda, que comenzó el
17 de febrero y finaliza el 9 de mayo,
los emprendedores de los proyectos
elegidos participarán en un taller en el
que serán asesorados en el diseño,
estructura y elaboración del plan de
negocio para evaluar la viabilidad téc­
nica y económica de la idea. Como
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DISPONDRÁ DE UN PAR~UE DE 15 MILLONES DE
METROS CUADRADOS. UBICADO EN EL ARCO
MEDITERRÁNEO Y CON EOUIPAMIENTOS DE
VANGUARDIA

Estará situado en Sagunto, en un
emplazamiento con una amplia
oferta de infraestructuras terrestres,
marítimas y ferroviarias, y con
aeropuerto internacional cercano.

La Generalitat Valenciana, a través de la
empresa pública SEPIVA (Seguridad y
Promoción Industrial Valenciana), en
colaboración con la Sociedad Estatal de
Participaciones Industriales (SE PI), está
desarrollando en Sagunto (Valencia) la
mayor oferta de suelo empresarial de
Europa, con equipamientos de vanguar­
dia. El proyecto, denominado Parc
Sagunt, se asienta sobre una superficie
de 15 millones de metros cuadrados, en
una localización privilegiada por las con­
diciones económicas y por su estratégi­
ca situación, la ciudad de Sagunto
(Valencia).

El municipio de Sagunto, en el Noroes­
te de la provincia de Valencia, a 25 kiló­
metros de la capital, tiene una ubica­
ción y una red de comunicaciones que
lo configuran como un territorio privile­
giado para el desarrollo de importantes
proyectos empresariales. La autopista
A-7 y la N-340. que transcurren a lo
largo del eje Norte-Sur de la costa
mediterránea, comunican Sagunto con
Andalucía Oriental y Cataluña. La
Comunidad Autónoma está bien comu­
nicada, asimismo, con el Norte de la
Peninsula, a través de la N-230, carrete­
ra que en los próximos años se conver­
tirá en una autovía Sagunto-Somport
para enlazar a través de Francia con
Europa Central. Las comunicaciones
terrestres se completan con una amplia
oferta de ferrocarril, que incluirá la
linea de alta velocidad, actualmente en
desarrollo.

La proximidad del aeropuerto interna­
cional de Manises, a 28 kilómetros de
Sagunto, es otro valor añadido del
emplazamiento. Finalmente, el puerto
conecta todo el arco Mediterráneo con
el Océano Atlántico. Esta red de comu-

nicaciones define a Sagunto como un
lugar óptimo para la implantación tanto
de zonas industriales como culturales,
residenciales y de ocio, porque aporta
importantes ventajas económicas, geo­
gráficas y medioambientales.

Al respecto, el consejero de Industria,
Comercio y Energía, y presidente de
SEPIVA, Fernando Castelló, ha destaca­
do que la ejecución de esta iniciativa
"supondrá un revulsivo industrial sin
precedentes tanto para Sagunto como
para la Comunidad Valenciana y el con­
junto nacional". En este sentido, Caste­
lió ha subrayado que Parc Sagunt "se
presenta como un gran parque de últi­
ma generación y como el mayor polígo­
no industrial de la Europa del futuro,
con los servicios y las infraestructuras
más avanzadas y vanguardistas".

Asimismo, el consejero ha señalado que
una vez estén ubicadas y en pleno fun­
cionamiento todas las empresas sobre
los 15 millones de metros cuadrados
que albergará Parc Sagunt "se habrá
generado una inversión cercana a los
6.000 millones de euros y se habrá pro­
piciado la creación de entre 25.000 y
30.000 puestos de trabajo".

Castelló también ha resaltado la impor­
tante labor de coordinación entre todos
los organismos implicados en esta inicia­
tiva. "Tanto el Ministerio de Economía,
como la Generalitat Valenciana y el
ayuntamiento de Sagunto han estado
trabajando conjuntamente para sacar
adelante este proyecto y para hacer de
Parc Sagunt una de las acciones más
interesantes tanto en el ámbito nacional
como internacional", ha apuntado el
consejero.

El titular de Industria, Comercio y Ener­
gía ha señalado que el éxito de Parc
Sagunt está más que garantizado, ya
que son numerosas las empresas tanto
nacionales como extranjeras las intere­
sadas en ubicarse sobre estos terrenos .
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CONTARÁ CON UN CLUB
SOCIAL Y DEPORTIVO

El complejo se construirá sobre una
parcela de 25.000 metros cuadrados

El Parque Tecnológico de Andalucía
(PTA), ubicado en Málaga, contará a
finales de 2003 con un club social y
deportivo "pionero en Europa", debido
a las características de sus instalaciones,
cuyas obras comenzarán en marzo,
según las previsiones de la empresa pro­
motora. El club se construirá sobre una
parcela de 25.000 m2, situada junto a la
sede social del PTA y colindante al
nuevo aparcamiento y a la futura zona
de ampliación de la tecnópolis. Está for­
mado por un edificio de dos plantas de
unos 2.000 metros cuadrados, una pis­
cina climatizada con cubierta móvil,

00 cuatro pistas de pádel, dos de tenis y
(V) una polideportiva, además de dos zonas

destinadas a la práctica del golf - un
driving range y un putting green y un
gimnasio "de última generación".
También habrá una zona destinada a "la
salud y la belleza", con instalaciones
para baños turcos, rayos UVA, peluque­
ría, masajes, jacuzzi, sauna y fisiotera­
pia, entre otros, siendo la inversión esti­
mada para este proyecto de 3,5 millo­
nes de euros.
La planta baja del edificio, que estará
equipado con dispositivos de domótica,
estará destinada al club social, donde
unos 2.000 socios dispondrán de cafe­
tería, restaurante, sala de televisión y
DVD., salas de lectura y de juegos y
una terraza de más de 600 metros con
capacidad para 800 personas.
El objetivo de esta iniciativa es crear una
zona de ocio para los trabajadores del
parque donde puedan "relajarse y ejer­
citarse" en un entorno "tranquilo y
agradable", además de relacionarse
entre ellos. El club convertirá al Parque
Tecnológico de Andalucía en la primera
tecnópolis europea con este tipo de ins­
talaciones deportivas.
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El pasado mes de enero se celebró el acto
institucional de colocación de la primera
piedra del Parque Cientifico y Tecnológico
de Albacete, el primero de estas caracte­
rísticas en Castilla-La Mancha. Se inicia
así la primera fase del proyecto, con la
construcción del Instituto de Investigación
en Informática. Este centro será referencia
de diferentes iniciativas y colaboraciones
empresariales. Su principal objetivo es
aduar como núcleo de investigación, des­
arrollo e innovación de las tecnologias de
la información en la región, actuando
como germen en la introducción de estas
nuevas tecnologias en todos los ámbitos.

Las acciones previstas se completan con
el inicio de la obra del Centro de
Emprendedores en el primer semestre
de este año, edificio que albergará la

dirección del Parque y acogerá a las pri­
meras empresas. Finalmente, dentro de
las actuaciones previstas se incluyen la
construcción, tras el verano, del Centro
Tecnológico de Automática y Robótica y
el Instituto de Investigación en Energías
Renovables. Esta primera fase, de
32.000 m2, que supone un 10% del
espacio total ofertado, se completará
con la construcción de un nuevo centro
de empresas cuyo comienzo de obras
está previsto para principios del próximo
año. El montante global de estas accio­
nes superará los 12 millones de euros.

Junto a estas instalaciones, en un espa­
cio anejo, se ha proyectado un Jardin

Botánico de ocho hectáreas cuya cons­
trucción comenzará también en el pri­
mer semestre de este año. Este lugar
de investigación y de esparcimiento,
favorecerá la creación de un espacio de
alta habitabilidad en el entorno del
Parque.

Se completará así el desarrollo de la pri­
mera fase de este proyecto que tuvo su
inicio con la constitución de la Funda­
ción Parque Cientifico y Tecnológico de
Albacete, a finales de 2001. Esta Funda­
ción, promovida por la Junta de Comu­
nidades de Castilla-La Mancha, la Uni­
versidad Regional, el Ayuntamiento y la
Diputación de Albacete, nace con el
propósito de favorecer la creación de un
entorno en el que se instalen y surjan
iniciativas de corte innovador.
Para alcanzar este objetivo el Patronato
de la Fundación ha definido unas áreas
de interés preferente en las que inicial­
mente plantea desarrollar su actividad.
Las áreas seleccionadas son: tecnologías
de la información, energias renovables y
medio ambiente, automátíca y robótica,
y biomedicina. El objetivo básico es
fomentar la participación empresarial en
los proyectos de investigación y mejorar
el nivel de innovación e investigación de
empresas regionales.

El proyecto definido por la Fundación se
apoya en las siguientes ideas que definen
su identidad: mejorar el proceso de trans­
ferencia de tecnologia y de innovación;

apostar por sectores estratégicos de alta
tecnología; diseñar el proyecto atenién­
donos a un modelo basado en el desarro­
llo sostenible; potencíar la creación de
iniciativas empresariales; buscar un diseño
urbanístico apropiado que favorezca la
interrelación entre empresa-empresa y
empresa-universidad; y diseñar un espa­
cio, integrado en la ciudad, con moder­
nas infraestructuras y alta habitabilidad.

Para conseguir estas metas el Parque
cuenta con una magnífica ubicación y
un amplio respaldo social materializado
en el apoyo de los agentes sociales, de
las instituciones públicas, y de la Univer­
sidad de Castilla-La Mancha. Su ubica­
ción en Albacete, primera ciudad en
población de la región, ofrece una situa­
ción privilegiada en comunicaciones y
un amplio desarrollo y dinamismo
industrial, elementos esenciales para el
éxito del proyecto. Además, Albacete
alberga uno de los campus universita­
rios más importantes de la región, lo
que garantiza el apoyo científico nece­
sario básico para el desarrollo de esta
ambiciosa iniciativa. Por último, Albace­
te cuenta con una magnifica tradicíón
de entendimiento entre empresarios,
universidad, sindicatos y administracio­
nes públicas, con una cultura del diálo­
go y colaboración muy extendida y
asentada.

En definitiva, el Parque Cientifico y Tec­
nológico de Albacete propone un
modelo de Parque capaz de convertirse
en impulsor de los procesos e iniciati­
vas de innovación en el que empresas,
centros de investigación y de desarrollo
tecnológico, junto a la Universidad de
Castilla-La Mancha den lugar a un
nuevo tipo de espacio económico,
cuyos efectos incidan eficazmente en
la modernización del tejido productivo
de Castilla-La Mancha y le permitan
incorporarse con éxito a los nuevos
retos que la Sociedad del Conocimien­
to plantea.



INAUGURACIONES Y SEMINARIOS SOBRE
INNOVACiÓN EN EL PARQUE TECNOLÓGICO DE

PHOENIX CONTACT INAUGURA SU SEDE EN EL PARQUE TEC­
NOLÓGICO DE ASTURIAS EL PRÓXIMO MES DE MAYO

El Grupo Temper ultima la cons­
trucción de un edificio de 2.800 m2
en el que se ubicará próximamente
una de sus sociedades, la empresa
Phoenix Contact, dedicada al con­
trol de procesos industriales, campo
que abarca desde la consultoría y
formación específicas, hasta el dise­
ño, montaje y distribución de com­
ponentes y aparatos para instalacio­
nes eléctricas. La empresa fue crea­
da en 1998 mediante una joint ven­
ture con el grupo alemán Phoenix
Blomberg yen el 2000 contaba con
una plantilla de 16 trabajadores en
Asturias, en su mayor parte ingenie­
ros. Con este proyecto, Phoenix
Contact pretende cubrir las necesi­
dades de crecimiento para la próxi­
ma década.

Entre las actividades de la empresa
se encuentran el diseño, integración
y comercialización de sistemas de
automatización, conexión e interface

para equipos industriales, así como
proteccíones de circuitos contra tran­
sitorios.

De ellas destaca, por su carácter tec­
nológico, el diseño de sistemas espe­
cíficos de automatización que son
posteriormente implementados por
ingenierias integradoras. Estos siste­
mas se basan en buses de campo
industrial, compuestos por módulos
de entradas y salidas de señales, una
CPU, un software básico y un soft­
ware de usuario específico para cada
cliente.

Otras lineas de productos de la
empresa son los sistemas de interfaz
entre el proceso y los sistemas inteli­
gentes, sistemas de conexión para
tarjetas de circuitos impresos o cua­
dros eléctricos, conectores industria­
les, y cajas de protecciónde circuitos
contra sobretensiones provocadas
por transitorios.

CELEBRACIÓN EN EL IDEPA DE
UN SEMINARIO SOBRE METODOLO­
GíA'OE APOYO A LA INNOUACIÓN
INCLUIDO EN EL PROYECTO
EUROPEO INNOBA-SME

.t l.



NUEVO IMPULSO A

BA ALE521
El Consejo de Administración del Parque
Científico-Tecnológico de Córdoba,
Rabanales 21, se reunirá la primera
semana de abril para convocar la Junta
General de Accionistas que habrá de
decidir sobre la ampliación del capital
social y sobre la forma y cuantía en que
ésta se llevará a cabo. El interés manifes­
tado por las entidades financieras de El
Monte de Sevilla y Huelva y Cajasur de
participar en esta ampliación de capital
se debe compaginar con el derecho pre­
ferente de todos o parte de los actuales
socios por mantener o ampliar su cuota
de participación en la sociedad.

nuevo recinto de Exposiciones y Mues­
tras. El equipo ganador del concurso de
ideas, liderado por el arquitecto Gonzá­
lez Fustegueras, será el encargado de
dirigir y coordinar los trabajos de elabo­
ración de los documentos de ordena­
ción urbanística de la zona.

Más de una docena de empresas han
mostrado su interés por instalarse en
Rabanales 21 bajo alguna de las modali­
dades establecidas: compra de parcelas,
alquiler, alquiler con opción de compra,

concesión administrativa. Algunas de
ellas se han puesto en contacto con la
sociedad del Parque a través del portal
Raitec ( Red Andaluza de Innovación y
Tecnología).

Por otra parte, Rabanales 21 participará
en la próxima feria "Innovacor", que se
celebrará en Córdoba entre el 3 y el 6 de
abril próximo, con un stand en el que se
dará a conocer el proyecto del Parque y
participará en las Jornadas Técnicas
organizadas con motivo de este evento.

Esta ampliación se produce por la nece­
sidad de incorporar 30 hectáreas, como
resultado del concurso internacional de
ideas convocado por la Gerencia de
Urbanismo de Córdoba, y que se suman
a las 36 hectáreas iniciales. En la parte
norte de esa superficie se ubicará el

•
• Rabanales 21

PARQUE CIENTÍFICO
TECNOLÓGICO DE CÓRDOBA



EL PARC TECNOLOGIC DEL,

~L E
ABORDA LAS lÍNEAS DE SU FUTURO

Los máximos responsables del Parc Tec­
nológic del Vallés celebraron reciente­
mente una reunión de trabajo, a la que
asistió el Consejero de Trabajo, Industria,
Comercio y Turismo del Gobierno Cata­
lán, presidente de la Junta de Accionistas
del Parque, para abordar las líneas maes­
tras de futuro del PTV. El Parque se
encuentra en un momento clave de su
camino, ya que en su entorno se encuen­
tran en juego, entre otras cuestiones, el
ensanchamiento de Cerdanyola del Vallés
con la urbanización de un área tecnológí­
ca de vital importancia para la ampliación
del PTV. tsta última prevé la construcción
del Sincotrón, que se convertirá, proba­
blemente, en una de las instalaciones
científicas y tecnológicas más grandes de

España. También está en juego la llegada
del TGV y la construcción del Túnel de
Horta. A la reunión asistieron también el
delegado especial del Estado en la Zona
Franca, Enric Lacalle, que es vicepresiden­
te de la Junta de Accionistas del PTV; el
director general de Industria, Antoni Gur-

guí, presidente del Consejo de Adminis­
tración del PTV, Jordi Toboso, consejero
delegado del Parc Tecnológic del Vallés, y
Xavier Mateu, director general del Par­
que. Tras el almuerzo que siguió a la reu­
nión, el grupo se dirigió a las instalacio­
nes del Centro Tecnológico de Pierre
Fabre, centro de investigación de referen­
cia mundial en nuevas tecnologías para
la administración de medicamentos, ubi-

cado en el PTV, y se reunió con los repre­
sentantes de la Asociación de Empresas
del Parque. Posteriormente, el Consejero
y el Delegado entregaron un reconoci­
miento a las empresas que desarrollan
actividades en el PTV hace más de diez
años, como A Novo Ibérica, ABT Ingenie­
ría y Consultoría Medioambiental, ACCIT
Integradores de Sistemas, Centro Catalán
de la Calidad, etc.

Parque Tecnológico de la Universidad de Cádiz.

PREVISTOS 275.000 M2 PARA LA PRIMERA FASE
DEL PAR~UE CIENTíFICO DE LA UNIVERSIDAD DE

,

CADIZ
~UCA Universidad

de Cádiz

La primera fase del Parque Cientifico de
Cádiz ocupará una extensión de
275.000 m2, repartidos entre los secto­
res naval, aeronáutico, construcción,
transporte, automoción, agroalimenta­
rio, electrónico, informático, formación,
medioambiente y sanitario.

Esta primera fase contará con un Centro
Integrado de Tecnología de la Informa­
ción, un Centro Andaluz de Investiga­
ción Vitivinícola, un Centro Andaluz de
Ciencia y Tecnología Marina, Unidades
de Investigación de los Hospitales Uni­
versitarios, el Consorcio Tecnológico de

Cádiz, una Incubadora de Empresas,
una Biblioteca de CienCia y Tecnología,
un Centro Superior de Lenguas Moder­
nas, Servicios Centrales de Ciencía y
Tecnología y una Oficína de Transferen·
cia de Resultados de Investigación para
Gestión de patentes.
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POLO DE INNOVACIÓN

BERRIKUNTZA GUNEA

Promoción Intercooperativa (FE PI), y
de la Diputación Foral de Gipuzkoa.
Las nuevas instalaciones obedecen al
impulso investigador que se desea dar
a las áreas de Microsistemas, Comuni­
caciones, Electrónica. Sensores, Elec­
trónica de Potencia e Ingeniería Mecá­
nica, con el fin de promover el desarro­
llo integral de productos mecatrónicos,
actividad en la que destaca IKERLAN,
con una dilatada experiencia y un gran
número de realizaciones en la innova­
ción de productos y mejora de proce­
sos productivos, en estrecha colabora­
ción con las empresas-cliente.

Para su financiación se ha contado
con el apoyo del FEDER-Fondo Euro­
peo de Desarrollo Regional, a través
de los recursos asignados al Ministerio
de Ciencia y Tecnología en el Progra­
ma de Investigación, Desarrollo e
Innovación; y también con la ayuda
del Gobierno Vasco; de Caja Laboral,
a través del Fondo de Educación y

torio de Microtecnologías; un labora­
torio de ensayos con dos cámaras
semianecoicas, para ensayos acústicos
y de compatibilidad electromagnética;
un sistema espectrofotométrico; un
equipo de radiofrecuencia, y una
máquina de prototipado rápido con
tecnología FDM.

El nuevo equipamiento instalado com­
prende una Sala Blanca, como labora-

La ampliación inaugurada de 2.114
m2 está distribuida en tres plantas, y
eleva a 9.000 m2 la superficie total
cubierta de que dispone IKERLAN, en
Arrasate, y en el Parque Tecnológico
de Alava, en Miñano. La inversión de
las nuevas instalaciones y equipos ha
ascendido a 5,2 millones de euros, de
los que 2,5 millones corresponden a la
ampliación de edificios, 2,1 millones a
equipamiento, y 0,6 a remodelación
de antiguos edificios.

Polo de Innovación Gafa/a.

GARAI
IKERLAN EN EL POLO

Además, IKERLAN, que tiene una tra­
yectoria de muchos años de estrecha y
permanente colaboración con numero­
sas empresas ha establecido reciente­
mente sendos convenios de colabora­
ción con Grana eic, Centro de Investi­
gaCión en Elevación, y Fagor Ederlan,
fabricante de componentes de auto­
moción. Actualmente, cuenta con una
plantilla de personal de más de 180
investigadores y técnicos, además de
41 becarios y ha ampliado y remodela­
do su infraestructura investigadora en
sus instalaciones de Arrasate-Mondra­
gón. Las nuevas instalaciones fueron
inauguradas el pasado día 19 de febre­
ro en un acto presidido por el Lehenda­
kari del País Vasco, Juan José Ibarretxe.

GARAIA

para la investigación en gestión o
"management", creado junto con
Mondragón Unibertsitatea, lKS
Consultores, Agrupación de Ingenie-. .1
ría y Consultoría y Mondragón Cor;
poración Cooperativa. .

para la investigaci6n en Microsiste­
mas, fruto de la alianza estratégica
establecida con el Centro Tecnológi­
co CEIT, de San Sebastián, y MorÍ- ..
~rag6n Corporación Cooperativa..

II(ERLAN, Centro ·it~ iñvé-stigac'iones'
Teéñol6gicas, Impulsor detPolo 'de

'r *.,.. 't .'

InnovaCi6,n-Ga~aia, jUl]tQ.c,s';1..JV!on: •
drag6n Unibertsitatea y Mondrag6n
Corp~rac~611~ooperati'¡~,.e.stá piu.'
ticipando de manera activa en las

l 4 .' ~ f'
iniciativas de creaCi6n. y desarrollo
de tres centros d.e invéstigaci6n:"' -
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EN CONTINUO CRECIMIENTO

Varias empresas duplican fa superfi­
cie de sus instalaciones y otras nue­
vas se incorporan al Parque

El creCimiento que el Parque Tecnológi­
co de Castilla y León, como empresa
publica de la ConseJeria de Industria,
Comercio y Turismo, ha experimentado
desde su creación, continua siendo un
hecho constatado en la actualidad (ha
pasado de tener 9 empresas en 1993 a
las 88 con las que cuenta hoy en día). A
la incorporaCión de nuevas empresas en
el recinto hay que sumar también la
ampliación de instalaciones realizada
por las entidades ya situadas en el Par­
que. Éste es el caso de Thales Informa­
tion Systems, que duplica su superficie

en el Parque debido, principalmente, al
crecimiento que la empresa ha experi­
mentado a lo largo del año 2002, segun
explican sus propios responsables. Esta
empresa de ingeniería y desarrollo de
aplicaciones software para telecomuni­
caciones ofrece asistencia técnica a Tele­
fónica I+D, también instalada en el Par­
que Tecnológico. Además de Thales
Information Systems, la empresa Acotel
también ha duplicado la superficie de
sus instalaciones. Acotel, cuya labor se
centra en actividades de consultoría y
telecomunicaciones, lleva presente en el
Parque Tecnológico de Castilla y León
desde el año 2001, fecha en la que se
ubicó en el edificio Centro para pasar
un año más tarde al edificio Galileo.

Además de la ampliación de instalacio­
nes, en las últimas semanas tres nuevas
empresas o entidades han establecido su
sede en el Edificio Galileo. Se trata de
AENOR, Áttico (asociación empresarial
sin ánimo de lucro cuya finalidad es
mejorar la competitividad de las empre­
sas mediante el desarrollo de actividades

de investigación, desarrollo tecnológico
e innovación) y Aries Estructuras Aero­
espaciales, ARESA. Esta última empresa
ha establecido su base de operaciones
en Boecillo para desarrollar su actividad:
la fabricación de componentes estructu­
rales en materiales compuestos para la
industria aeronáutica.

También la empresa Conertec ha adqui­
rido en el recinto 2 una parcela COn una
superficie de más de 5.000 metros.
Conertec, fundada en 1997 y con sede
en Madrid, creará un Centro Tecnológi­
co Criogénico, proyecto con el que pre­
tende culminar el desarrollo de la
empresa en la tecnología de tratamien­
to criogénico de gases y en la ingenie­
ría-consultoría de aplicaciones de la
energía y asesoría general de tecnología
industrial.

El Parque Tecnológico de Castilla y LeÓn
cuenta ya con un tercer recinto de 58
hectáreas más de terreno para dar cabi­
da a nuevos proyectos empresariales de
alto contenido tecnológico.

El Edificio Galileo ha sido diseñado

y concebido para empresas tecno­

lógicas y departamentos de investi-

gación que quieran establecer su

sede en régimen de alquiler a pre­

cios altamente competitivos.



Desde el Parque Tecnológico de Castilla y León,
Acotel, S.A. presta una serie de servicios enfocadc
a Internet, destinados a elevar la competitividad
de la PYME. Si alguna vez se ha preguntado:
¿Cómo puedo facturar eficientemente mi presta­
ción de servicios de voz y datos? TARIFICACIÓN
ONLlNE lo hará. ¿Cómo saber cuál es el perfil de
mis c1ie~tes y sus gustos sin incómodas encuestas'

, GESTiÓN DE SERVICIOS DE PORTAL le ayudará.
'. "¿Cómo p~eéio guardar una' re'ladón' estr:ét~~ ~on

mis élie-nte's aunque no les cohozca, aco'plánd;)me
en todo' mómento a sus necesidades? E-CRM le. . '..'~ - - ..~ ~

ayudé!rá.. ¿Do~de puedo albergar la n:iá~ul~a"cofl

. "la 'que prestomis'sérvicios atravé~"delntefriet"
, '. ~ l.' -'""1.&. ~ • • •• r " :~ ," "'.""",

': dando !In servicio de calidad, rápido y continuado
.' HOUSING lo har~.·¿Tengó que contraiéi(a 5perso
.•ña·s para mantener fu'~cionandomis si~tem'ás 24

""" "''''w..'~' .,. •••.,.~_. ""..--, \' >4t •·.... tt •

horas al día? MONITORIZACiÓN lo' evitará.;;",, , . .



El Parque Tecnológico Aeroespacial verdes y equipamientos sociales y
de Andal!:,c~aes una de las grandes deportivos. 20.000 metros cuadra-
apuestas'de la Junta de Andalucia dos desti~adosa edificios co'mercia-
en su política de fomento del des- les y de oficinas. y 300.000 metros',

. arroll9,'tfcnol6gico regional. Desde •• , cuadrados de parcelas industriales:
• '••,,;. ~'- """, ..~, -'\o-",t'l; #1 ... _ •• •

A~rópol.is. el Gobierno andaluz " La dimensión de las parcelas está
esperá que la industria aeronáutica concebida. además. para adaptarse
andaluza despegue y se !,!Ieve' hasta . a cualquier tipo de empresa aero- '
convertir a Sevilla Ém el tercer centro náutica y tecnológi~as, existiend~'
aeronáütico lé Europa. tras Tolouse .~. inclu'so lá posibilidad de hac~r ,,: ~,

,) .... ,'Ir J. -'. J' ..' , _

• "':" ~,~ambl!rgQ.l!.~ obJ~tlyopr:nblcloso agrupaciones para ,usar parcelas de',
o ~ " pero posible y en el que el Parque; mayor tamaño. Éstas podrán ser de

• ,r:... -rJ ' - " . . - r. . "., - __
,.,' será una pieza fundamental. " : uso industrial modular. en parcelas

de unos 1.100 metros cuadrados. o
aislado. en parceras de unos 6.000

,metros cuadrados. ':... ,
._.~ ".- - fo. ....

, Uno de los valores que Aerópolis.
'sociedad gestora del Parque. está
promovie",do para atraer las inver-

AERODINAMIA,
FORO DE
ENCUENTRO
Una de las actividades desarrolladas

por Aerópolis ha sido la constitución

de Aerodinamia, un foro de
encuentro de la administración, las
empresas y, en general, todos los
agentes implicados en el desarrollo
del sector aeronáutico, para debatir
estrategias. informar de iniciativas
públicas, líneas de financiación y
ayudas económicas, formular pro,

puestas en materia de formación, y
en suma, reflexionar sobre todo lo
que concierne al progreso de la
industria aeronáutica andaluza, El
foro se reúne semestralmente (ya ha
celebrado dos sesiones) y recoge las
conclusiones del Foro Aeronáutico
de Andalucía que, con periodicidad
mensual, se celebra en la Escuela
Superior de Ingenieros de Sevilla .

• erónoll~

instalarse en un ent o co orta_
ble, estétíco. respetuoso coñ el
medioambiente. idó~e~ ~n suma
para el establecimiento de una
empresa aeronáutica o tecnológica
moderna. El atractivo de Sevilla. con
su amplio patrimonio cultural. su
clima y su particular'idiosincrasia.
también puede favorecer la inver­
sión de empresas q~e pretenden
encontrar lá perteCta combinación

. entre la 'calidad de vida y el adecua­
do entorno e'mpresarial. .

Además de aportar el marco físico y
tecnológico más avanzado. Aerópo­
lis desempellárá ~na imp~rtante" ,
labor gestora y adminisÜativa.
poniendo a disposición de las
empresas aeronáuticas servicios que
les darán solidez y potenciarán la

"coh-esión y respuésta'de 'la industria
. aeronáutica. Entre ot;os. las empre­
. sas se beneficiarán de servicios 'o-

" éo~ünes avanzados: ~omo úna '~ed
telemática. un centro distribuido en
red, que conectará a las empresas
co!'! la RAITEC (Red And.aluza de ,
Innoy~,ción y Te.cn9,logia)! una incu- "
badóra' de empresas; un centro de o

excelen·cia.'un observatC:rio a~ró- '
náuticó y un portal de Int,ernet: . '
... :. ';: ~. . ... ~ . .. ~'.:
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Como novedad de esta Jornada, el
Parque organizó dos concursos:
uno de fotografía digital y otro de
diseño de páginas web. El público
que se desplazó ~I Parque tuvo
también la oportunidad de visitar
los Centros Tecnológicos y de

subirse al autobús de la Diputa­
ción Foral de Álava, equipado con
una docena de ordenadores con
conexión a Internet. Además, los
visitantes pudieron disfrutar,
entre otras, de las siguientes acti­
vidades: exposición de empresas,
proyección de audiovisuales y
charlas informativas, como la
ofrecida por el director del Centro
de Tecnologías Aeronáuticas
(CTA), Juan Pedro Vela.

" '. f .... ~, -: - '.~, .. . • .

:,'; .t. ~ .4i. '~r:~4\:~?~ ~.tt.~% ;\{)t. t
l
~~~~~

, El P~rque Tecnológico' de Álava es';
veterano"en la celebración deía ,~,

Jorñ~d~C1~ 'PU~~Cis=Abieria5Y. ,.
dura-nte sus cinco e'diciones ha '
logrado acercar a'más(fe 10.000
personas al Parq'ue Tecnológico.
En e'sta quinta edi~ión: alre-dedor
de 1.500 visitantes disfruta'ron del

•• - - __ -z;-<--' _.:' O" ----... ~-

evento organizado por el Parque
en colaboración con sus socios
(S~RI,.oiputaCión Foral de Álava,
Ayuntamiento de Vitoria-Gasteiz
y' otras en'tida'des, como Cája

• .1 "t- p.....
Vital), con el patrocinio de Euskal-
tel y Rima. Una de las actividades
de mayor éxito fue el Aula de
"Ciencia Divertida", donde los
más pequeños gozaron con las
sorpresas de la tecnología.

Durante toda la mañana se proyec­
tó en el Auditorio el vídeo de pre­
sentación del Parque Tecnológico,
mientras que por el exterior un tren
txu-txu recorrió el recinto y explicó
la actividad de algunas de las
empresas. El tren se detuvo en
aquellas entidades que tomaron
parte en la Jornada, como Sarenet y
Web Activa Idiomas (en el Edificio
103), y en Ingelectric Team. Fue
posible conocer los Centros Tecno­
lógicos y las nuevas tecnologías del
mundo agrícola y subirse al auto­
bús de la Sociedad para la Promo­
ción y Reconversión Industrial
(SPRI), en el que hubo una docena
de ordenadores con conexión a
Internet. Durante esta edición, se
presentó como novedad la zona
agrovasca, donde el visitante pudo
degustar productos típicos vascos y
recibir técnicas de cata de txakoli,
todo ello al ritmo de dulzaineros y
trikitixa.

BIZKAIA

A pesar de que amaneció con bas­
tante frío, a medida que pasaban
las horas el ambiente del Parque
Tecnológico de Bizkaia cogía más
calor. Cerca de 7.000 personas acu­
dieron al recinto empresarial para
conocer las empresas ubicadas en
el Parque Tecnológico de Bizkaia,
sus productos o la tecnología
empleada.

Por su parte, los más pequeños dis­
frutaron en la Sala Mendiko del
taller de "Ciencia Divertida", donde
se mostraron distintos experimentos
para acercar a los niños los entresijos
de la ciencia, y en la Sala Txorierri
pudieron conectarse a Internet. Asi­
mismo, se instaló un parque infantil
que, además de hinchabies, incluía
juegos rurales vascos y karts,

El público que se desplazó al Par­
que pudo visitar las empresas Gai­
ker, Robotiker, Sarenet, Web Activa
Idiomas o ZIV. Además, la entrada
del Edificio 101 acogió una exposi­
ción del centenar de empresas que
se hallan en el Parque Tecnológico
de Bizkaia.



> Incorporación -de la red euró­
pea PHANTOMS al PCM~
> Iniciación de las obras del edi­
ficio del SCAI e Incubadora de
Empresas.
> Iniciación de las obras del edi­
ficio Instituto de Nanotecnolo­
gía y Diseño Molecular.
:. Ampliación del número de
empresas de la Incubadora.
> Creación de Incubadora de
spin-off en red.

Durante los primeros meses del año
2002 se procedió al traslado, instala­
ción y puesta en marcha del Acelera­
dor de Iones. Se terminaron las obras.
no sólo del búnker donde se aloja,
sino también del edificio anexo con
las oficinas y despachos. Desde el mes
de junio el acelerador está operativo
y ahora se están ampliando cuatro
nuevas líneas de investigación para
cuya instalación se ha contratado per­
sonal científico y técnico.
En marzo tuvo lugar la inauguración
oficial del Centro.



ÁNGELES GIL. NUEVA DIRECTORA GENERAL DE

M
LO

La mayor aspiración de la nueva directo­
ra general de Cartuja 93 es lograr que
los empresarios de la isla se sientan a
gusto en ese recinto y que las institucio­
nes y empresas instaladas en el parque
consígan grandes dosis de valor añadi­
do. De hecho, ya ha anunciado su
voluntad de reunirse con todos aquellos
empresarios que lo soliciten. Esta con­
vencida de que muy pronto sera un pri­
vilegio instalarse en el Parque Científico
y Tecnológico de Sevilla, formando parte
de la comunidad de Cartuja 93. Para
Angeles Gil, "el Parque tiene que con­
vertirse en un gran" centro del conoci­
miento", en el que empresas, centros de
I+D y universidades puedan generar un
nuevo tipo de espacio económico que
contribuya a la modernización del tejido
productivo de Andalucía y favorecer los
procesos de prospectiva y transferencia
tecnológica, de investigación y forma­
ción".

dos en ellas, etc. Para Angeles Gil, "el
objetivo del parque en los próximos
meses será también facilitar escenarios
de comunicación entre la tecnópolis
sevillana y otros parques científicos y
tecnoparques andaluces, así como con
los polígonos industriales en general. Su
idea, por tanto, es "crear redes de con­
tacto sólidas tanto dentro como fuera
del parque".

El reto de Angeles Gil ya no será tanto
atraer grandes empresas al parque,
pues los espacios de Cartuja 93 están
prácticamente colmatados, aunque es
cierto que será ella, probablemente, de
todos los directores que han pasado por
Cartuja, la que más empresas reciba en
los espacios contenedores y centros de
empresas que se están construyendo en
la actualidad. Su principal reto es con­
vertir Cartuja 93 en un espacio de
"sinergias" para mejorar las relaciones y
el conocimiento entre las empresas ins­
taladas en el parque, para que empresa­
rios y científicos dialoguen, para que
quienes desarrollan o tienen patentes
contacten con quienes están interesa-

Viera, mantuvo con los diferentes accio­
nistas de la Sociedad, en la que están
representadas la Junta de Andalucia
(51 %), la Administración General del
Estado (con el 34%), el Ayuntamiento
de Sevilla (con el 10%) y la Diputación
Provincial de Sevilla (con el 5%)

El nombramiento de Angeles Gil tuvo
lugar tras los contactos que el presiden­
te de Cartuja 93 y consejero de Empleo
y Desarrollo Tecnológico, José Antonio

El Consejo de Administración de Cartuja
93 nombró el pasado día 24 de febrero
a Angeles Gil como nueva directora
general de Cartuja 93, tras la marcha de
Francisco Mencía al Instituto de Fomen­
to de Andalucía (IFA). Angeles Gil, licen­
ciada en Derecho y con una dilatada
experiencia en materia financiera y de
gestión, ha desempeñado últimamente
su actividad como directora-gerente de
la Sociedad Sevilla Siglo XXI. Igualmen­
te, entre otros cargos, ha sido presiden­
ta y consejera delegada de la sociedad
de capital riesgo Sevilla Seed Capital,
S.A, Consejera Delegada de Sevilla Acti­
va, S.A., Directora del Area de Coopera­
ción de la Diputación Provincial de Sevi­
lla, Directora de Proyectos del Centro de
Empresas EUROCEI y gerente del Centro
de Empresas Riotinto (Huelva).
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Por Miguel Ángel Pérez Pérez
Vicepresidente - Consejero Delegado del Parque Tecnológico de Galicia

LA TELEFORMACIÓN COMO
OPORTUNIDAD DE FUTURO
Mas cómoda, mas rapida, mas eficaz ..
No se trata de un eslogan publicitario
sino de una realidad que cada dia se

hace patente cuando encendemos nues­
tro ordenador. Si Internet nos ha traído
la revolución de las comunicaciones, una
de sus consecuencias ha sido la "e-duca­

ción" a la que actualmente estamos asis­
tiendo: se estima que en 2005 el 60%
de las medianas y grandes empresas
seran usuarias de este método de for­
mación a distancia que, en la actualidad,

._} ..:.:;:t~::::~~::i:~:':~'~~~::'::':~:_s::~_ ....
las grandes ventajas que ofrece la edu­
cación a distancia, cuyas raices estan en
la potencia. facilidades y posibilidades
pedagógicas que ponen a nuestra dispo­
sición las nuevas tecnologías. Según
refleja el informe sobre el estado de la
Teleeducación en España, publicado por
la Asociación de Usuarios de Internet y
la Universidad Carlos 111, estas ventajas se
basan en una personalización del apren­
dizaje, atendiendo a las distintas capaci­

dades, conocimientos e intereses de
cada alumno. yen el hecho de que la
teleformación permite el acceso a la
información de personas aisladas geo­
graficamente o con dificultades físicas.
Esto proporciona la creación de un mer­
cado global en el que las instituciones
tradicionales. incluso de regiones perifé­
ricas. competirán con las nuevas iniciati­
vas públicas y privadas.

De esta forma, el uso de las nuevas tec­
nologías no sólo permite que la ense­
ñanza no esté anclada en una determi­
nada localización geografica, sino que
además permite trascender este hecho.
Los cursos de teleformación ofrecen la
posibilidad de ser realizados en cualquier
período de tiempo. pudiendo comenzar
un mismo curso en cualquier momento
del año. sin olvidar que los contenidos y
materiales docentes se pueden actualizar

constantemente, atendiendo a los cam­
bios en la materia impartida, las necesi­
dades de los alumnos, etc. Asimismo, la
realidad virtual permite la creación de
interfaces atractivas para el alumno y la
posibilidad de simular experiencias que
de otro modo resultarían caras o poco
accesibles para el estudiante.

Teniendo en cuenta estas reflexiones, y
partiendo del principio de promover ini­
ciativas que favorezcan el fomento de la
actividad innovadora. diversos parques
tecnológicos han sido pioneros en la
impartición de cursos de formación

•
basados en la teleeducación, centrando
su oferta formativa en aquellos campos
de las nuevas tecnologías cuya resultan­
te es eminentemente practica para el
alumno. A las ya habituales disciplinas
relacionadas con las aplicaciones infor­
matica se unen las de Teleformación,
Periodismo Electrónico. Televigilancia y
Teleasistencia, entre otras, que comple­
mentan la formación en estas nuevas
discíplinas de negocio, demandadas por
la sociedad actual.

Sin duda, el futuro de la teleformación
exhibe una visión muy prometedora.
donde las oportunidades de negocio
serán ciertamente interesantes. Un dato
sustenta mi optimismo al respecto: la
teleeducación en España es un sector
joven, que está experimentando un
importante proceso de expansión; aun­
que también es cierto que, como conse-

cuencia de esta juventud y de la falta de
tradición, el lugar que la teleformación
va a ocupar en el panorama educativo
español no esta, todavia. claramente
definido.

Para ello es necesario desarrollar campa­
ñas informativas y divulgativas que acer­
quen a la sociedad las excelencias de la
"Nueva Educación", y también implemen­
tar infraestructuras de comunicación y
herramientas de teleformación más efica­
ces y prádicas. Las herramientas teleedu­
cativas más poderosas son aquellas que
permiten al alumno abstraerse del hecho
de que existe una distancia física entre él y
sus compañeros y profesor; y las que
mejor logran este propósito son aquellas
que requieren de una enorme cantidad de
recursos, en concreto, velocidad en las
conexiones entre los participantes, para
poder funcionar de forma correda.

En definitiva, yo apuesto por la telefor­
mación como una herramienta de futuro
en el ámbito de la educación. No basta,
por supuesto, con elogíar la panacea de
Internet. puesto que aún queda un largo
trecho por recorrer hasta alcanzar los
niveles de calidad óptimos para que el
aprendizaje sea un fluir interactivo de
conocimientos. Con las mejoras en la
Red vendrán las mejoras en las herra­
mientas teleeducativas. y con ella
aumentará el número de alumnos inte­
resados en los nuevos métodos. Conse­
cuentemente, se incrementara la oferta
de centros, instituciones y organismos
dispuestos a destinar mayores partidas a
esta disciplina, y poco a poco nos iremos
instalando en una cultura del conoci­
miento que llegará a adaptarse a nues­
tras necesidades. Y la "educación a la
carta" ya no será la utopía de unos
cuantos románticos de Internet; será, sin
ir más lejos, la consecuencia de una bús­
queda constante por disponer de una
mejor calidad de vida.
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GRUPO NOUASOFT,
NACIMIENTO y CONSOLIDACIÓN
DE UN GRUPO LIGADO AL PTA
El nacimiento de Novasoft va ligado a la historia del Parque Tecnológico de Andalucia, donde surgió
esta empresa hace ahora diez años, que son también los que cumplió el parque malagueño el pasado
mes de diciembre.

Esta empresa, con un
capital 100% andaluz,

factura alrededor de
loce millones de euros
año y es un referente

mdaluz en el mercado
ternacional de la TlCs.
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Nació Novasoft en un parque que aspiraba a convertir­
se en un núcleo de dinamización para Andalucía, en
un espacio en el que se generasen conocimientos
científicos y tecnológicos, donde se implantasen activi­
dades industriales y de servicio de alta calidad y donde
se establecieran unas estructuras de formación orien­
tadas hacia las empresas e instituciones. A la vuelta de
los años, Novasoft se ha convertido en un claro expo­
nente del éxito de esta filosofía que acunó el naci­
miento del parque de Campanillas.

Los datos económicos y de mercado asi lo indican.
Esta empresa, con un capital 100% andaluz, factura
alrededor de doce millones de euros al año y es un
referente andaluz en el mercado internacional de la
TICs, en el que ofrece soluciones globales e integradas
en tecnologías de la información, diseño de aplicacio­
nes, consultoría tecnológica, de calidad y medioam-

biental. Las claves para el éxito de esta empresa las
tiene su presidente, Francisco Barrionuevo Novo, un
joven emprendedor que ha buscado desde los oríge­
nes del grupo diversificar los servicios.

Desde Málaga a la conquisto de
mercados internaclonales

Actualmente, el Grupo Novasoft está formado por las
empresas Novasoft Ingeniería, Novasoft Formación,
Novasoft Sanidad y Novasoft Consulting, aunque la
actividad inicial fue en el campo de la medicina, en
concreto, un trabajo para el Servicio Andaluz de Salud
que consistía en un programa de historias clínicas con
el que ganaron prestigio. El posterior desarrollo de la
herramienta de gestión sanitaria NovaHIS les abrió las
puertas del mercado en Sistemas de Información Hos­
pitalarios, Atención Primaria y Socio-Sanitarios (aten-



ción a ancianos) y con esta base la expansión de la
empresa no era más que una consecuencia lógica,
"asistiendo a ferias y congresos descubrimos que
existían oportunidades para nuestros productos y
que podían competir, luego viníeron los contactos
con empresas que tenían su base de operaciones
en diferentes países extranjeros", asegura Barrio­
nuevo, cuya presencia en el mercado internacional
se rubrica con proyectos implantados en centros
sanitarios de Portugal y Andorra, proyectos en el
mercado latinoamericano (Chile, México, ArgentI­
na) y Estados Unidos, donde Novasoft trabaja
como socio de la compañía Stat Auditing Software
en Miami y ofrece servicio a más de 60 hospitales.

Expansión del negocio

El año 2000, Novasoft comenzó una expansión del
negocio a través de la compra de otras compañias,
con el deseo de "evolucionar hacia la integración
de nuevas áreas tecnológicas". El grupo se hizo
con empresas como Tecno Global y Health Net­
work Services y adquirió el 50% del accionariado
de la firma canaria Sistema Servicios Informáticos
En 2002 se haría con el 52% de la empresa catala­
na Auladat, dedicada a la formación, y compraba
la firma Lis Informática. La trayectoria ha sido ful­
gurante y las previsiones de futuro para el grupo
nos hablan de conseguir una cifra de negocio
agregada de 60 millones de euros en un plazo no
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superior a cinco años. Hoy el Grupo predica a los
cuatro vientos que es posible convertirse en una
empresa modelo de los new economy business
con capital humano andaluz y ha decidido volver al
PTA, a aquel espacio de excelencia que lo vio
nacer. Lo harán con un edificio propio que comen­
zará a construirse en los próximos meses, en una
parcela de 2.500 m2 cuyo proyecto arquitectónico
contempla la construcción de un centro de dos
plantas, con más de 1.000 m2 útiles, para centrali­
zar todos los servicios del grupo. Parque y empresa
cierran así un ciclo exitoso que ha durado diez

años.
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España inviErtE poco En tEcnologías. La cifra es escandalosa: Espalia invierte
en tecnologías de la información proporcionalmente menos que países considerados del
Tercer Mundo, como Vietnam o Colombia, según un informe del Foro Económico Mundial
(Foro de Davos) en el que España figura en el puesto 61 de un total de 82 países analiza­
dos. Sin embargo, España se sitúa en el puesto 24 de la clasificación general de desarrollo
tecnológico, por detrás de Estonia y Corea, sólo un puesto por detrás del que ocupaba el
pasado año en el mismo informe.

EnormE pÉrdida dE confianza. Acontecimientos como los atentados del 11 de septiembre, los avan­
ces de la enfermedad del SIDA, el escándalo de la empresa Enron y otras anomalías contables detectadas, la
oleada de escándalos sexuales en la Iglesia Católica, y la explosión de la burbuja tecnológica con la consi­
guiente caída de las bolsas de todo el mundo, son hechos que han provocado una fuerte pérdida de confian­
za en los seres humanos. En opinión de los sociólogos y antropólogos, la desconfianza creciente no es un
fenómeno pasajero, SinO un fuerte rasgo cultural que dejará una huella creciente en la personalidad de los
humanos a lo largo de este siglo y que tendrá efectos importantes sobre la economía, la publicidad, la comu­
nicación, el desarrollo de las tecnologías y hasta la forma de vivir. Los expertos están sorprendidos y no ven la
salida al problema, sobre todo porque la confianza en los medios de comunicación se ha deteriorado de
manera notable, al igual que la fe del ciudadano en los gobiernos, en las empresas y en las organizaciones reli­
giosas y filantrópicas.

ÁrbolES sintÉticos. Es una idea del científico doctor Klaus Lackner y consiste en una insta­
lación capaz de producir fotosíntesis a gran escala, lo mismo que hacen los cada día más escasos
árboles: absorción de Dióxido de Carbono (C02), retención de carbono y producción de oxígeno.
Lackner afirma que fabricados masivamente, estos árboles artificiales podrían limpiar eficiente­
mente la atmósfera de la Tierra del peligroso CO2, principal culpable del calentamiento global. El
mayor problema del árbol sintético es su alto precio actual, pero Lackner asegura que los costos
bajarán muy pronto.

Robot con rostro humano. Científicos de Estados Unidos han construido una cabeza robótica que es
capaz de reproducir 28 gestos humanos. Se llama K-bot y puede expresar alegría, ternura, dolor, asco, ira y otras
emociones propias del ser humano. El robot esconde otra característica humanoide: detrás de sus ojos funcionan
dos cámaras capaces de captar la expresión facial del interlocutor y de ordenar expresiones de respuesta en el
rostro del robot. El creador del invento, David Hanson, un ingeniero que inició su carrera diseñando muñecos
robóticas para los parques temáticos del grupo Disney, afirma que K-bot es apenas el primer paso de lo que él
denomina "robótica social", un camino fascinante que cuando se aplique a ordenadores y máquinas contribuirá
a mejorar notablemente la relaCión entre el hombre y las máquinas y utensilios.



Cuidado con los ordenadores
desechados. Técnicos del Instituto Tecnológico
de Massachussets (MID han demostrado que se
puede extraer información valiosa de ordenadores
desechados, incluso si como medida de precaución
han sido borrados y formateados sus discos duros.
De 158 ordenadores desechados analizados, sólo 12
habian sido borrados corredamente. La conclusión
es evidente: hay que tomar precauciones con los
ordenadores que se abandonan por obsoletos por­
que pueden conservar información de gran valor.

Miedo a la libertad. Manuel Castells, profesor de
sociología de la Universidad de Barkeley (California), ha
afirmado que" a todos los gobiernos del mundo, sin
excepción, les da miedo la libertad". Estas tesis de Cas­
tells, pronunciadas en febrero de 2003 con motivo de
un congreso sobre la Sociedad de la Información cele­
brado en Bilbao, han generado un gran revuelo entre
los especialistas e incide en una vieja polémica filosófi­
ca, viva desde Alexis de Tocqueville y otros autores del
siglo XVIII, según la cual los gobiernos son los peores
enemigos de la sociedad civil y de las libertades ciuda­
danas en general, precisamente por su tendencia a con­
trolar la información. Castells afirma que la mayor obse­
sión de los gobiernos actuales, incluidos los democráti­
cos, es conseguir controlar la información libre que cir­
cula por internet. "Siempre buscan pretextos como la
pornografía infantil, el terrorismo, etc., pero en realidad
lo que más les importa es cómo llegar a controlar la
red", afirma el sociólogo español.
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Éxito de las bitácoras. Las bitácoras (nombre español del blog) están teniendo un éxito arrollador en el universo de Inter­
net. Es tan grande el éxito que los expertos creen que habrá unos diez millones de bitácoras funcionando en Internet antes del año
2005, lo que obliga a analizarlas como gran fenómeno de comunicación libre y como fuente futura de negocios. Por lo pronto, los
grandes periodistas están abriendo sus bitácoras y se transforman en bloggers (bitacoreros). Un ejemplo es el de Dave Barry, del
Miami Herald, ganador de un Pulitzer. Pero tambien las grandes empresas están comprando las mejores bitácoras, como ha hecho
Amazon.com. Una bitácora es básicamente un sitio de información y discusión libres, que se dividen en temáticas, verticales, de
nicho, espeCializadas, etc. Suelen ser útiles porque aportan servicios, pero también son Iconoclastas, originales, muy libres y frescas.

El "gratis total"" en Internet ha muerto. La red de Internet es ya una estructura descomunal, muy diferente a lo
que era hace tan solo seis años. Antes era un recurso de prestigio en el que había que estar, pero hoy también es ya un mercado
en sí mismo y un negocio puro. Antes resultaba posible que la publicidad pagara los gastos, pero hoy eso ya no es posible. La
consecuencia es que el antiguo" gratis total" está en agonía y los expertos se atreven ya a certificar la muerte de aquella vía y el
Inicio de una nueva filosofia que consiste en "cobrar por los contenidos", especialmente por aquellos que agregan más valor. El
diario económico The Wall Street Journal, con sus cientos de miles de suscriptores de pago, es un modelo del nuevo camino.
Claro que los suscriptores, además de la información diaria, reciben servicios exclusivos como acceso a 30.000 fichas de empre­
sas y a números atrasados de las ediciones de EE.UU., Asia y Europa.
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www.e-Iibro.com

SIN ESTANTEAíAS
actualizados al día a esta librería virtual.
Descargando el visualizador, cualquier
usuario puede acceder al catálogo y
visualizar los textos de libre distribución.

E-libro es el canal en español de los servi­
cios e-librarian de e-library, y proveedor
de un extenso servicio de distribución de
contenidos en distintos formatos tanto
digitales como impresos bajo demanda.
Este sistema pone al servicio de todas las

bibliotecas del mundo los más importan­
tes contenidos académicos, apuntes de
cátedra, investigaciones, textos, etc., a
precios que permíten no sólo el control
de los derechos de autor sino que abara­
tan los costos de las bibliotecas y alum­
nos. Más de 100 editoriales de gran
prestigio internacional y prensas universí­
tarias lideres proporcionan contenidos

BIBLIOTECA

r ...... <Jrt.r.-.o·~1Ioot~.r ..

www.foroinnovatec.com

lnnovatec, el foro andaluz de innova­
ción y tecnología por excelencia, viene
apostando por la difusión de la cultura
de la innovación desde 2001. Múltiples
personalidades del campo político,
empresarial y científico, con gran
influencia en el desarrollo tecnológico
de Andalucía y España, han pasado ya
por su tribuna. lnnovatec estrenó
recientemente su sucursal en la red, lo
que supone un nuevo esfuerzo por
impulsar la cultura de la innovación en
Andalucía. La web consta de una sec­
ción institucional, un apartado que
recoge la programación de conferencias
e interesantes foros on-line sobre temas
de actualidad científico-técnica.
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CEMENTERIO UIRTUAL
Traemos a nuestras páginas esta interesante ini~iativa de una
empresa peruana de servicios funerarios. Se trata de un cementerio
virtual acéesible desde cualquier ordenador del mundo" con·con';- '.'­
xión a internet. desde el cual los cibernáutas pueden visitar y recor-'-'
dar a sus amigos o familiares a pesar de la distancia. Una vez adqui- ~

rido un espacio para un difunto, que ronda los 120S, los visitantes
podrán acceder a su lápida de forma libre o restringida. a elección
del contratante. Desde allí podrán ver una fotografía del finado,
leer la inscripción de su lápida, dedicarle una oración, acceder a su
biografía, dejar un mensaje en el libro de visitas o chatear con otros
parientes o conocidos para honrar su memoria.

En nuestro anterior número proporcionábamos un índice de emisoras de radio vía internet. World
Wide Internet TV va más allá. Esta web en inglés ha elaborado un directorio mundial de emisoras
de televisión que retransmiten en la red de redes. Así, si disponemos de una conexión de banda
ancha, no sólo podremos ver en vivo las famosas cadenas internacionales CNN, BBC, Bloomberg o
Al Jazeera Qat, sino también algunas nacionales y territoriales, como Antena3, Canal Sur, Antena
Aragón, Canal 29 Valladolid ... Para visualizar los canales es necesario instalar Realplayer, propor­
cionado en la misma web, y muy recomendable disponer de una conexión de banda ancha.

wwW.ventanadelrecuerdo.com

LA RED EN
EL BOLSILLO



arrollados. La clave del futuro de
este canal es la confianza entre
vendedor, comprador, y medio de
pago a utilizar.

¿ Afecta la Ley de Servicios de la
Sociedad de la Información y del
Comercio Electrónico al desarrollo
de los proyectos en Internet?
Sin duda. Tanto la Ley de Protec­
ción de Datos como la reciente LSSI
afectan directamente a los proyec­
tos a desarrollar en Internet, ya que
utilizan conceptos amplios en su
regulación, de forma que tanto la
contratación de bienes y servicios
por la Red, como el suministro de
información electrónica, o los sumi­
nistros de servicios asociados: acce­
so a la Red, transmisión de datos,
realización de copias temporales de
págínas, alojamiento, aplicaciones

servidas a terceros, y otros,
son objeto de regulación'
por la LSSI. siempre y cuan­
do supongan establecimien­
to permanente en España.
Estas leyes intentan aportar
más transparencia a la Red·
imponiendo la obligatorie­

dad de facilitar los datos identifica­
tivos reales de un sitío web. la
identificación expresa de las comu­
nicaciones comerciales. y prohíben
su envío por correo electrónico
salvo que el destinatario haya pres­
tado su consentimiento.

Como evolución de las actuales
pasarelas de pagos, ¿qué posibili­
dades se abren con el m-commerce?
Es probable que dentro de pocos
años muchos de los pagos se reali­
cen a través del móvil en sustitu­
ción de los actuales medios de
pago. Esto será especialmente útil
para realizar micropagos, pero tam­
bién será común que las transaccio­
nes en comercios a pie de calle se
paguen con una clave escrita en
nuestro móvil. Además, el desarro­
llo de las tecnologías wireless hace
que los disposítivos móviles pue­
dan ya realizar las mismas transac­
ciones que un ordenador conven­
cional, lo que hará del m-commerce
una prolongación del e-commerce.

¿Cuáles son las posibilidades reales
futuras que ofrece el comercio elec­
trónico?
El comercio electrónico es un canal
de ventas más que funciona de
forma relativamente efectiva
dependiendo de las características
del producto comercializado y
sobre todo, del modelo de
negocio, ya que requiere
su compatibilidad con los
otros canales de ventas uti­
lizados, así como con la
estrategia y posiciona­
miento de la empresa en el
mercado.
En la actualidad, el comercio elec­
trónico basado en pasarelas de
pago puede ser más seguro que
muchas fórmulas de comercio tradi­
cional, ya que los mecanismos de
control y encriptación de la infor­
mación transferida están muy des-

¿Vivimos una etapa de declive para
el Marketing On fine?
Lo que parece que estamos vivien­
do es una etapa de racionalización
del marketing. Los consumidores
están expuestos a una saturación
de impactos publicitarios que reci­
ben desde múltiples medios. Evi­
dentemente para un anunciante
tradicional de medios masivos,
estar presente en todos ellos supo­
ne ineficacia y costes elevados, por
lo que cada vez más se tiende a
seleccionar más los medios y los
soportes adecuados, más allá de
análisis basados en perfiles socio­
demográficos.
Esta selección realizada por anun­
ciantes no ha frenado el desarrollo
de Redes y Programas de Afiliación
como herramienta útil de marke­
ting on line, ni la publicidad ya tra­
dícional en base a banners, microsi­
tes, y otros elementos.

sistema de alarmas y televigilancia.
Seguridad en suministro eléctrico,
utilizando tanto SAl, como red de
baterías y grupo electrógeno pro­
pio. Seguridad informática en
cuanto a sistemas de detección de
intrusos (lOS) y firewalls de última
generación.

Se ha hablado mucho de la seguri­
dad en Internet tras el 11 de Sep­
tiembre, ¿se han tomado medidas
de seguridad excepcionales en los
Data Center?
Con independencia de lo sucedido
el 11 de Septiembre, periódicamen­
te la Red recibe ataques organiza­
dos de crackers. El último fue el 23
de enero por la mañana, cuando se
realizó el bombardeo de peticiones
de datos sobre los servidores 'SQL'
de Microsoft para lanzar ataques
de denegación de servicio (DoS)
realizadas por el virus "Slammer",
el gusano más rápido en cuanto a
su propagación de la historia de
Internet. Aunque en este último
caso no se provocó ningún daño a
la Red, los servidores raíz que aso­
cian las IP a los nombres de domi­
nio, debieran dejar de ser el punto
débil de la Red.
En lo que respecta a la seguridad,
los Internet Data Center avanza­
dos, como el de arsys.es, disponen
de medidas de seguridad a tres
niveles: Seguridad física de los
equipos, con sensores y sistema
redundante de aire acondicionado
para control de temperatura y
humedad ambiental, además del
sistema de detección de incendios
automatizado, y la seguridad peri­
metral con accesos restringidos y

¿Qué expectativas existen en el
mercado de registro de Dominios
español?
El nuevo Plan de Nombres de Domi­
nio de Internet deberia aprobarse
durante las próximas semanas, y se
prevé que incorpore una notable
agilización en los procesos de regis­
tro del dominio ".es". Uno de los
aspectos más novedosos es la apa­
rición de registros de dominios de
tercer nivel. Es decir, progresiva­
mente aparecerán los dominios
".com.es" para fines comerciales,
".nom.es" estará destinado a pági­
nas personales, ".org.es" para enti­
dades sin ánimo de
lucro, ".gob.es" para el
sector público,
".edu.es" para institu­
ciones educativas.
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Parque Te<nológico de 983548888 F 983548889 disaOaetivanet.ps Software Arquitectura (J Cabuefles s/n. Ofic. N"
Dome Consulting & Solu· Andalucla E Institutos Unjo primrCnetlan.es www.disainfom€'dica.com Parque Te<:nolOgico de 2. 33203 Gijón
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Edificro Son Espanyol. Crta. Proyectos de Ingenierla Tec· De-sar.Apltc. Informal. M~i· ~com

Palma-Va1Jdemossa Km 7.4. Infonnacion. i"forllatica nlCa de ComunICaciones ca. ele<tromedicina Galeria Industrial de Pro- Ivan Monteos Acebal
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Jofdl Salvador (Iota Información. S.l. 33428 llanera (AstUrias) WWVYgesJlne.com d6n TecnológICa E 17 L@r Gestión Técnica de
DESARROllO DE SOFTWARE lsaa< Newton. sin 985980098 F 985165740 FranCISCo Castillo S Consultorla Redes S.l.l.
Parque TecnológiCO de 954468115 F 954467076 InstalaoonE"S y sistemas Internet y software el San Ctprrc'tn de Viflas
Zamudlo E 103 cpereZOalcantara-si.es Parque Tec:nológico de Parque TecnológiCO de Novasoft. S.A. 3290 Ourens.l'
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Parque Tecnológico, 802. Parque Tecnológico s/n. 105 Avda. Juan L6pez Peñatver. 17 grupoOnovasoft.es
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WINW sisteplant,com Parque Tecnológico de San Ainel S.l. Desarrollo Software InfoOvldcJ es 985166800 F 985980364
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Informáticos y desarrollo de 29590 Malaga 951018110 F 9510181 10 CI María Curle. 8 Edlf. B CJ s.-o O&oa. 4·5' planta Dispal Astur. S.A.
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Autorizadas cinco nuevas variedades
de maíz modificado

genéticamente en España
El Ministerio de Agricllltllra alltorizó el pasado mes de febrero cinco

l/llevas variedades de maíz modificado genéticamente resistente a la plaga

del taladro qlle comercializarán las empresas Syngenta, Pioneer, Monsallto, !
Nickerson y Limagrain. Estas variedades contienen modificaciones genéticas

qlleflleron aprobadas por la Unión Ellropea a lo largo de 1997 y 1998Y esta-

ban a la espera de su inscripción en el Registro de Variedades Vegetales.

Entrevista
Pedro Barato, presidente de ASAJA

a[lllama
FUNDACIÓN PARA LA APLICACIÓN DE
NUEVAS TECNOLOGÍAS EN LA AGRICULTURA.
EL MEDIO AMBIENTE Y LA ALIMENTACIÓN

"Creemos que las autorizaciones son un

paso hacia delante. Hay una demanda

en el campo a la que hay que dar

respuesta. Si se puede importar maíz

transgénico, ¿por qué no podemos

producirlo aquí en España ?".



Cultu1(fk· -',
IQ)O©IJ®~

L a Secretaría General de Agricultura hace pública la autorización
de cinco variedades de maíz genéticamente modificado

El !v[inisterio de Agricultura ha autorizado cinco nuevas I'U­

riedades de maíz modificado genéticamente resistente a la plaga

del taladro que comercializarán las empresas Syngeuta, Pioneer,

.I[onsanto, Nickerson y Limagrain. Estas mriedades contienen

modificaciones genéticas que fueron aprobadas por la Unión

Europea a lo largo de 1997 y 1998 Y estaban a la espera de su

inscripción en el Registro de Variedades Vegetales. lA Secreta­

ria General de Agricultura, I/ma. Sra. Da Isabel Garda Tejerina,

hi:o pública la decisión del Ministerio de ampliar gradualmente

las variedades autorizadas en el acto de clausura de Biospain,

unas jamadas téCllico-empresariales organi:adas por la Asocia­

ción EspaJiola de Bioempresas (Asebio)

El Ministerio de Agricultura ha autorizado en el B.O.E. del

11/03/2003 la comercialización de cinco variedades de maíz Bt

genéticamente modificado resistente a la plaga del taladro que

serán comercializadas por las empresas productoras de semillas

S),ngenta. Pioneer, Monsanto. Nickerson y Limagrain. Estas va­

riedades proceden de los eventos Bt 176 Y Mon 810. que fueron

aprobados por la Unión Europea en 1997 y 1998 respectiva-

mente.

En la actualidad Syngenta Seeds es la única compaliía que

comercializaba una variedad de maíz Bt. denominado Campa

CB. desde 1998. Durante la pasada campaña e cultivaron unas

20.000 hectáreas en zonas donde la plaga del taladro es m,ís per­

si>lente. Estas 20.000 hectáreas suponen un 5'7c de la superficie

tOlal de maíz sembrado en Esparia, que asciende a -l85.000 hec-

t~ír('as.

El anuncio de las autorizaciones fue realizado por Isabel

Garl'Ía Tejerina. Secretaria General de Agricultura. durante

Biospain. un ciclo de conferencias técnicas organizadas por la

Asociación Espariola de Bioempresas (Asebio). quien explicó

con todo detalle qué razones habían moti\'ado estas autoriza­

(iones.

Durante su intervención, Garda Tejerina basó la premisa de la

aprobación de estas variedades "en los cinco años de exilosa con­

vivencia del maíz Bt con los cultivos con\'encionales, se ha de­

nlllstrado que la coexistencia es posible para beneficio de los agri­

cultores. También se ha contado con unos planes de seguimiento

impecables que no han detectado ningún efecto perjudicial. y por

último hay que tener en cuenta el clima europeo de mayor apertura

hacia el desarrollo de esta tecnología".

a[;llama 2

García Tejerina añadió que la firma de estas variedades "no

por ser un paso pequerio es menos importante para mover un pro­

ceso que llevaba años estancado", destacando el papel rekvante

que ha tomado España "en una realidad que se impone".

También comentó que e tas nuevas variedades darán la opor­

tunidad a los agricultores españoles de competir en los mercados

europeos y mundiales en un momento especialmente difícil como

es la reforma de la PAC y que impulsarán el desarrollo de las zo­

nas rurales más desfa\·orecidas.

Por último. dijo que el seguimiento de estas nuevas varieda­

des será exhaustivo. para garantizar su calidad. su seguridad, y

el respeto a la biodiversidad que caracteriza a un país como es

Espalia.

Características del maíz 8t

Elmaí~ Bt tiene la propiedad de ser n:sistente a las orugas de

la plaga del taladro. un inseL'w que puede producir hasta un 15'7c

de pérdidas en las cosechas en ciertas zonas en las que es muy

persistente, como el Valle del Ebro. Para conseguir ser inmune

frente a las esla plaga. el maíz I3t expresa una proteína natural

procedente de un bacilo de) suelo. llamada /JllcillllS T¡hllrillgil'lI­

sis. que sin embargo es inocua p;lra el resto tI.: insectos benefi­

ciosos.

En zonas de plaga de taladro. cl maí/. Bt puede ser hasta 150

euros por hectárea m;ís rentabk para el agricultor, y ahorrarle una

media de 20 euros por hect;irea en productos litosanitarios. Estos

datos se desprenden del inftlfJlle elaborado por la consultora inde­

pendiente Brookes \Ve,t y presentado el pasado mes de septiem­

bre en L1eida.



preguntas básicas
sobre el maíz Bt

1) ¿Qué ~s l'Imaíz Bt'!

El maíz St es una variedad de maíz que ha sido modificado

genéticamente para protegerlo conlra unas plagas conocidas como

taladros (Ostrinia nubilalis y Sesamia nonagroides). gracias a una

proteína procedente de una bacteria nalllral del suelo llamada Ba­

cilflls ¡llIIrillgiellsis. El maíz St es inocuo para el resto de insectos

auxiliares. así como para el resto de flora y fauna y para el ser hu­

mano.

2) ¿Por qué resulta tan difícil contrnlar la plaga dl'ltaladm'?

La mayoría de los insecticidas

convencionales actúan por contacto

y su actividad residual es limitada.

por lo que lienen un acceso casi nulo

a las larvas de taladro, que se intro­

ducen nada más nacer en el tallo de

la plan la donde quedan protegidas.

Además. normalmente aparecen dos

o tres generaciones de taladros por lemporada. algo que compl ica y

encarece un control efectivo sobre la plaga.

J) ¿Es rentable para los agricultores illHI-tir ~nl'lmaíz lit'!

En caso de infestaciones de taladro. el descenso de productivi­

dad puede rondar un 10'1,. de la cosechas. es decir. en lomo a

1.200 kilos por hectárea. Suponiendo que el agricultor vendiera el

maíz a un precio medio de 0,15 euros/kilo la pérdida total rondaría

los 180 euros por hectárea.

~) ¿,Qué c'ontro!es pa,an las "ari~dades de maíz lit ant~s dc' su

comc'rt'ializat'ióll'!

l. El procedimiento comllll de eyaluación de rie,go para el

medio ambiente. yue se basa en el principio de prel·aución.

2. La inclusión de los posibles efectos directos. indireclOs. in­

mediatos y diferidos.

3. El Plan de Seguimiento de los culti,·os.

La autorización de comercialización de un cullivo modificado

genélicamente en la Unión Europea debe ser aprollada por los

quince Estados miembros por mayoría cualificada a propuesta de

los organbmos nacionales competentes.

Una vez yue una modificación genética específica está auto­

rizada en la UE las nuevas variedades de semilla que contengan

estas modificaciones genéticas sólo pueden nlili"arse en aque­

llos países en los que sean autorizadas por los organismos com­

petentes.

Cientificos y agricultores
dan la bienvenida

a las nuevas variedades
Esteban Andrés, secretario general de Asaja Aragón

El sector esperaba desde hace años que la bioteenoJogía fuera

una herramienta competitiva al sen'icio de la agricultura. En Aragón

ya tenemos experiencia con una vanedad de maíz St que se ba culti­

vado durante cinco años. Por ello sabemos que estas variedades

aportan competitividad al sector gracias a una mayor productividad.

La incorporación de este tipo de cultivos supone también una ven­

taja medioambiental al restringir los tratamientos fitosanitarios.

Ramón Tamames, economista

La decisión del Ministerio me parece bien. Es un avance signifi­

cativo frente al quietismo observado hasta el momento. En mi opi­

nión, estas variedades tendrán consecuencias positiyas. Serán nece­

sarios menos insecticidas, yeso mejorará el medio ambiente, sobre

todo para la avifauna. Estas autorizaciones son un paso para el fin de

la moratoria de la UE, que está orientándose -y sobre todo Francia­

hacia una línea más abierta y de mayor aceptación de los OGMs.

José Ignacio Cubero, catedrático de Genética)' Mejora
Vegetal de la Universidad de Córdoba

Esta autorización da optimismo a todos los investigadores. Ha­

bía dudas sobre si los proyectos de investigación basados en biotec­

nología iban a tener éxito o no. Ahora los investigadores confiarán

más en que su trabajo tendrá eficacia práctica y no se quedará en

investigación académica. Desde el punto de vista agrícola. las nue­

vas variedades constituyen una oferta más. La socieclad debe estar

tranquila porque las autoridades han comprobado que estos procluc­

tos no tienen ningún efecto negativo y sí efectos positivos.

Pere Puigdomeueclr, director del Instituto de Biología
MoleClllar de Barcelona (CSIC)

Hasta ahora las variedades utilizadas han demostrado traer benefi­

cios sobre todo a los agricultores, algo que desde luego debemos cele­

brar. Si no se dieran estos beneficios las variedades no se emplearían.

La autorización es un reconocimiento al trabajo de análisis de las va­

riedades llevado a cabo por los comités científicos español y europeo.

Alldreu Palou, catedrático de Bioquímica y Biología Mo­
lecular de la Ullil'ersidad de las Islas Baleares

La autorización cn España de nuevas varicdades de maíz-SI.

gcnéticamente protegidas contra inscetos es una buena noticia. que

se correspondc con el camino en la normalización en Europa del

empleo de la biotecnología en agroalimentación.
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Noticias Antama

Periodistas y científicos coinciden en la necesidad de informar con rigor sobre los transgénicos

Cielltíficos y empresas de Biotecl/ologia hal/ mejorado el/ la comu­
l/icaciólI sobre los orgal/ismos modificados gel/élicomel/te (OMGs) en
los últimos dos o tres OllaS, según afirmó el "icepresidel/te de la Aso­
ciaciól/ de Periodistas de Información Ambiental (APIA), AI/tol/io
Caf¡·o Roy. Periodistas y expertos reivindican la importal/cia de que los
medios se hagal/ eco de los progresos ciel/tíficos como parte esel/cial de
la cultura.

Por su parle. Emilio Muñoz. cientíllco del Consejo Superior de In­
\'estigaciones Ciemíficas (CSIC) destacó los datos del último Eurobaró­
metro sobre Biotecnología. según el cual ha crecido el optimismo de los
europeos respecto de esta tecnología: un 430/( de la población comunita­
ria es optimista frente a un 17<7c de pesimistas. datos que invienen la ten­

dencia observada en los últimos años.

Es necesario mejorar la comunicación entre científicos y periodistas
para ofrecer una información de calidad sobre los transgénicos y el con­
junto de los avances científicos en los medios de comunicación. Ésta ha
sido la conclusión más imponante de las jornadas sobre "Los medios de
comunicación en el debate público sobre los transgénicos". organizadas
por la Facultad de Ciencias de la Infonnación de la Universidad Complu­
tense y la Fundación ANTAMA y celebradas los días 2 y 3 de abril.

Estas sesiones han sentado en la misma mesa a periodistas y ciemífi­

cos con el fin de intercambiar opiniones sobre la información que ofre­

cen los medios de comunicación de los organismos modificados genéti­
camente (OMGs). La opinión general es que en los últimos tres años se
aprecia que los medios dan más espacio a las informaciones sobre los as­
pectos positivos de los transgénicos. El vicepresidente de APIA. Amonio
Calvo Roy. atribuye esta evolución a que ciemíficos y empresa de bio­
tecnología han mejorado su labor de comunicación. En este sentido. la
directora de comunicación de la organización de consumidores CE­
ACCU. Yolanda Quintana. destacó que se está rompiendo la "espiral de
silencio" que rodeaba a las opiniones favorables a los transgénicos, que
hasta hace poco no encontraban sitio en los medios por ser minoritarias.

Estas jornadas han contado con la participación de Malén Ruiz de
Eh'ira (EL PAÍS). Coral Larrosa (Tele 5). Miguel Villarejo (LA GA­

CETA DE LOS E­
GOCIOS). Mercedes
Salas (EFEAGRO). M'
García de la Fuente
(Europa Press). Pere
Estopinya (Programa

Redes de TVE) y otros

muchos profesionales
de la información.
Como representantes
de la comunidad cien­
tífica acudieron José
Luis García y Emilio Muñoz (CSIC), Carmen Fenoll (Universidad de
Castilla-La Mancha). Monta,;a Cámara (Universidad Complutense) y
Daniel Ramón (Universidad de Valencia). Estos investigadores pidieron
a los periodistas que consulten a los expertos para elaborar las noticias y
apelaron a su "responsabilidad" y "profesionalidad" para redactar infor­

1ll3ciones serias.

la sociedad demanda más información fiable sobre los transgénicos

-----------~-..------~-~,...-------_.._r

Miles de persol/as ,'isitarol/ el stalld de la FUlldaciólI ANTAMA
ell la IV Feria Madrid por la Ciellcia para cOllocer mejor qué sal/ los
orgallismos modificados gel/éticamellte (OMGs) y cuáles SOIl sus
aplicaciolles el/ 'a agricllltllra, el medio ambiel/te y la alimel/taciól/.
La el/cuesta reali<.ada el/tre ellos re.'ela que falta il/formaciólI sobre
el tema.

La pregunta relativa a la decisión de compra de alimentos transg~ni­

cos ha dado resultados muy curiosos. ya que los encue,tados parecen dar
más importancia a los beneficios medioambientales que a los nutriciona­
les. Así, un 4So/c de los encuestados asegura que ('ompraría alimentos
transgénicos si fueran beneficiosos para el medio ambiente, pero s610 un
21 % los adquiriría si fueran más nutritivos.

A la pregunta de si cree que son seguros para la salud humana y el
medio ambiente. la mayoría de las personas (casi el 59<7c) que comesta­
ron a la encuesta cree: que sí son seguros. Dc ellos, casi ~I -t2t¡'c crcC'n que

son ,eguros pero albergan dudas al respecto. Mientras. algo más del 17<7c
está convencido de que son seguros. Por el contrario, más del '¡ü<;¡- consi­
dera que no son seguros y de éstos: de este porcentaje. casi el 21 <7c nee
que no son seguros pero tiene dudas. mientras que el 2ü'Yc está eOIl\'en­

cido de que no son seguros.

formarse una opinión sobre este tema es la confusión y las opiniones ex­

tremas (a favor y en contra) de los OMGs,

Además del medio de información preferido para recibir más datos

sobre los OMGs, quisimos saber cuáles de las fuemes de información tie­
nen más credibilidad en la sociedad. A juicio de los encuestados. los
ciemíficos son los que merecen más confianza. con más de un 53% de
opiniones favorable. Le siguen a ciena distancia las organizaciones eco­
logistas y las organizaciones de consumidores (26 y 21<7c, respectiva­

mente). En este apanado. llama especialmente la atención la escasa cre­
dibilidad que merecen los medios de comunicación y las

administraciones públicas (ambas rondan cI 5<7r).

------------...'- ...----

Las pcrsonas que acudieron a csta cuarta edición de Madrid por la
Ciencia. celebrada del 13 al 16 de febrero en el recinto ferial Juan Carlos

I de Madrid. mostraron una gran curiosidad por los OI"'lGs. Además de
recoger documemación y preguntar por las fotos. plantas y datos que

aparecían en el stand.

cerca de 200 personas
participaron en nues­
tra encuesta dc opi­
nión sobrc los trans­
g¡¿nicos.

La conclusión
más importantc es
que la mayoría de los
encucstados (un 83'h-)
quieren tener infor­
mación contrastada

sobre estos productos, frente a un 17% que asegura quc sí recibe infor­
mación suficiente. Aunque la mayoría de los encuestados (un 800/c cn to­
wl) tiene alguna o bastante información sobre los transgénicos, muchos
de ellos se quejan en sus comentarios de que el principal problema para-
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"
Cada variedad modificada genéticamente aprobada lleva detrás

un trabajo inmenso no sólo de obtención sino de control "

José Ignacio Cubero, catedrático de Genética de la Escuela Técnica Supe­

rior de Ingenieros Agrónomos de Córdoba acaba de publicar la segunda edición

actualizada de su obra Introducción a la mejora genética vegetal, que pretende

ser Ul/ compendio básico, aunque muy completo, de todas las herramiel/tas ac­

tuales de mejora vegetal, así como de la legislaciól/ que las enmarca.

Pregunta: ¿Qué novedades introduce esta segunda edición de llIIroducción a

lo .\lejura Gel/étim lIegetal respecto a la primera edición"

,\luchas, de hecho, el libro Imm de 365 a 567 púgiuas. Todos los capítulos

hou sido O/I/pliodus, sobre lodo los de,Hil/ados a il/gel/iería gel/ética." a cOl/sen'a­

ciól/, registro y protección de semil/os, que se han aCluali~odo hasta la fecha de

edición. Hay cuatro capítulos nue,'os, elllre el/os uno dedicado a marcadores .1'

mapas genélicos. ul/a herramiellla obsolll1amellle necesaria para elmejoradur de

hoy, .1' otro a especies furestales, ((In oh'idadas eu los lextus de mejora,

P: También es curioso ver que la portada está llena de rosas. ya que sabemos

que usted es un gran experto en estas flores. "La consideraría un símbolo de las

variadas posibilidades que ofrece la mejora genética vegetal?

Desde luego, y en muchos sel/lidos, La par/oda de la 1" edición tel/ío /Ulll se­

rie de maíces, desde el silFestre hasta un híbridu modemo, para mostrar lo que se

puede hacer en mejora, pero me quedaba dentro de /u/(/ misma especie, elmaí~,

La rosa actual tiel/e genes de por lu mel/os die: especies distintas, con constilu­

ciones cromosómicas dil'ersas y orígenes geográficos que I'ml desde el Lejal/o

Oriel/te I/(/s((l América del NOr/e, pasol/do por Persia, Oriel/le Próximu y Europa,

Ha sido U/I fI'abajo lelllo y paciellle de OUlélllica biolecnología que I'ime desde

liempos I/m\' ollliguos, Es algo, además, en lu que todal'Ía cabe elfl'abajo del ((fi­

ciol/odo jUl/to al del profesional, y, por l/O alargarme en explicaciol/es, he que­

rido il/dicor que los especies om(//l/el/((Iles lombiél/ caen del/lru de la C{)/I/pelel/­

cio de lo Mejora lIegelal, ya que hal/ sido oh'idados tradiciol/olmel/te el/ los

texlO,\' clásicos, COI/III si exislierllll dos mUl/dos diferenciados,

"" "1 l' , , 1'" 1.... os a ta una po Itlra agraria que ( 1I-1,Ja a argo

plazo, que defina prioridades en función de la

agricultura que se desea para el futuro"

P: ¿Qué protagonismo considera usted que le corresponde a la mejora gené­

tica vegetal a la hora de hacer frente al constante aumento de poblaci(¡n, que tiene

que alimentarse con la misma tierra que siempre')

Codo él"'cO de crisis alimel/wria, que sucede cUIII/{ln o aumenla lo 1",!>locilÍ/1 en

conjunlo o, I/(I/'I//{dmenle, cuando se masifico en cierto.I' lugares l/amados ciudades,

ha l/ecesi1lldo IUIll nuel'o agriculluro y, por lo I{//IIO, UIIO IlIle"o mejo1'11 , es decir, lIue­

"as It;Cn;C'{H. Digo "por lo tanto" porque /lO es posihle pellsar ell IJlIt'nl (I8riculturll

siJl JlIIl'\'as \·aricc!lu/es. Tal11bié/l, por .'wl"U!sto. /liten'.\" ll:cniclls agro/lfÍmicas, cuyo

al'l/lIce debe ser 110 ,Hilo paralelo silla courdillado CII/I l'! de las /1IIl'\'as I'I/ril'dades.

Aquel/as y éstas hall de ir de la malla, Es 1(//, absurdo darle 01111 buell agricultor III/a
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mriedad primilil'a comu darle aUllO 11/010 la mejor

de las I'Griedades. Es algo lógico pero que se oh'ido

C0l1 demasiadafrecuellcia.

P: "Podría describirnos cómo está el panorama

actual en España en lo que a investigación de me­

jora genética vegetal se refiere en comparación a

otros países europeos y al resto del mundo"

El lIil'el es muy !Juello, 1011 !Juello como ell Ofro

país cualquiera. lile/uso ell lo uuís complejo, Nos

falta IIIla política agraria que dirija a largo o por lo

mellas a medio pla:o, que defilla prioridades ell fUII­

ciÓII de la agricul1llra que se desea para elJU1ll1'O. No

es lo mislllo obteller ,'ariedades para i//l'emadero

que para campiiias, o que para agricultura suslelli­

!Jle. CUl/lulo se piellsa ell gralldes cultÍl'os que le hall

proporciouado al país 110 pocos illgresos \' qlle estáll

"írgelles ell CIIIIIIIO a la labor de mejora sobre el/os,

110 puede UIIO dejar de caer 111/0 lagrimito, Seguimos

\'elldo por cosas a otros países cuolldo puedell COII­

seguirse aquí con 1111 e.~ruer:o, eso sr. continuo y en

elfuipo, Falwu iucelltil'os, \' el uuís impar/alile es la

esw!Jilidllll ell el lra!Jajo para la gellle jan'//.

P: "Cree llsted que la reciente inscripción en el

Registro de Variedades de nuevos maíces Bt modi­

ficados genéticamente supondrá un impulso para el

desarrollo de la Biotecl1ología agrícola en España')

Desde luegolfue sí, aUl/que IOdm'ía 110 sé, si biell

lo sospecho, 1'01' qllé se ha wrdodo talllo, Es hura de

que se si'lm que coda Ulla de i'sas mriedade,l' I/el'a

dl'!nís 1111 lra!>ajo illmell.\'(} 110 .1'610 de o!>lellchíll, sillo

d(' ('(11/11'01 pOI'l1 osegul'l1r su illocuidad eu l'! all/­

!Jic/lte, ('JI la agricultllrll y en lo.ft ¡1ll/ll{lIJO.\". el/lindo

se S('fUI (fllt' SO/l productos excelentes y. en ofros s('n­

lidos, tall 1I0ml<lles COIlIO lu,~ demás, espero qlle ,\'l'

polellciell las II/I/'I'OS técllicas, Está sielldo IIIIlI es­

pera demasiado larga sill jW'lijicaci611 cielllijica.



El genoma del arroz
Si hemos de creer lo que dicen quienes han comentado el re­

sultado. cl genoma del arroz va a ser el proyecto genoma más

importante después del humano. Dejando el ob,·io entusiasmo

por el resultado obtenido, y los intere es ligados al proyecto. no

hay duda que se trata de un conjunto de datos de una enorme

importancia. El arroz cs la base de la alimentación para una

parte muy importante de la humanidad y los cereales: trigo, ce­

bada. maíz. sorgo. etc .. son la base esencial de la alimentación

de la humanidad y lo serán durante mucho tiempo. Y ya sabe­

mos que la comida va antes que muchas otras cosas.

De hecho lo que se ha publicado a principios del 2002 es un

resultado preliminar. Publicar los resultados a distintos niveles

de refinamiento de los resultados es algo que se está haciendo

en muchos casos en los proyectos genoma. El trabajo es grande

y se estira en varias publicaciones. A principios de este año se

publicaron dos borradores relativamellle primitivos del genoma

del arroz. Uno de ellos fue realizado por la empresa Syngenta y

otro por un Instituto de la República Popular China. Hay que

decir que el genoma del arroz ha sido también secuenciado por

otra empresa. Monsanto, y que desde hace años un consorcio

público en el que participan distintos países como Japón, Esta­

dos Unidos. Francia. y distintos países del Asia del Sudeste,

está abordando el tema. Puede parecer sorprendente que un pro­

yecto difícil y costoso como éste se lleve a cabo por varios gru­

pos a la vez. Esto responde por una parte al interés de las em­

presas en llegar lo antes posible a genes de interés que puedan

incorporar a su cartera de propiedad intelectual. Mientras tanto

hay proyectos públicos que, quizá más lentamente. se proponen

poner este conocimiento al alcance de toda la comunidad cientí­

fica, pública y privada. Finalmente hay iniciativas ele gobicrnos

que prctenden demostrar que llevan la delantera en proyectos dc

una importancia tan fundamental. es el caso de China.

En el caso de las publicaciones de este aiio cl trabajo está le­

jos de cstar terminado y los elatos del genoma del arroz que cs­

t¡ín disponiblcs tienen todavía muchas lagunas. Sí sc puede co­

menzar a decir alguna cosa, por ejemplo. parece que cl número

de gencs es superior al del otro genoma d.: plantas disponible. el

dc Arabidopsis thaliana, quizá algo así como cntrc -la y 60 mil

gcncs, con lo que sería incluso supcrior al dcl gcnoma humano.

Habrá que analizar qué nivcl de duplicación de gencs. un fenó­

meno que parecc muy general en los genomas de plantas. existe

cn cl arroz. Y cl trabajo posterior nos debcrá permitir conocer el

significado elc estos números.

En cualquicr caso cl arroz cs el punto dc partida para cono­

cer mejor el funcionamiento de genes que sean importantes para

la agricultura. Comparando este genoma con el de Arabidopsis

ya está indicando elementos esenciales entre los distintos tipos

de plantas y los que distinguen especie. que son tan diferentes

entre ellas. Se están también desarrollando sistemas para el aná­

lisis de la función de los genes en el arroz que claramente está

más cerca de las que interesan a la agricultura que Arabidopsis.

La comparación de genomas de plantas indica que habrá que

analizar en cada especie para conocer para qué sirve cada gen

en concreto. Ya aparece que la extrapolación de datos genéticos

ele una a otra especie no será tan obvia como parecía. Por esto.

si bien los sistemas modelo son esenciales para entender meca-

nismos básicos del funcionamiento de los genes, los datos que

estamos obteniendo indican que cada especie utiliza muchos de

los genes importantes de una forma propia y que, en el caso ele

las plantas, en las que se utiliza una variedad de especies muy

distintas, habrá que realizar un esfuerzo ele comparar y analizar

entre ellos genomas ele distintas especies. Por ello se está abor­

danelo el genoma del maíz, (que es cinco veces mayor que el del

arroz) y por ello el tener el primer genoma ele una planta econó­

micamente importante como el arroz es una gran noticia. Lo es

incluso tener m¡ís de un genoma de la misma especie porque la

comparación entre variedades distintas nos revelará la base de la

variabilidad genética que es de donde cxtraemos los elcmcntos

que nccesitamos para tcner una agricultura nHís adaptada a

nucstras n.:cesidades.

Pere Plligdollléllech

Pro!esor de 11I1"l'stigaciáll d'" eSIe.

IlIstitlllO de Biología Moleclllar

de Barcelolla.
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Agenda pUblicaciones
R.UIÓN TAl\IAl\IES PRESENTA EL LIBRO

LOS TRANSGÉNICOS: CONÓZCALOS A FONDO
LA SEBIOT PRESE:\TA EL CUADERl'\O DI\'ULGATI\'O

lJlOTECSOLOGÍA y A Ll.\1ENTOS

El próximo 27 de abril a las 13:00 horas en el salón de actos

del l'vluseo Nacional de Ciencias Naturales (cl José Gutiérrez

Abascal nO 2), tendrá lugar la presentación del libro Los trGnsgéni­

cos: col/ó:calos afondo.

Este libro ha sido escrito por Ramón Tamames, catedrático

de Estructura Económica de la Universidad Autónoma de Ma­

drid. catedrático Jean Monnel de la Unión Europea e ingeniero

de Montes de Honor en colaboración con el Instituto de Cues­

tiones Agrarias y Medioambientales (lCAM) y ha sido editado

por Arie!. La Fundación Antama ha colaborado en su publica­

ción.

El informe supone una presentación de cal1ácter general, y con

intenciones de difusión a un público muy amplio, no necesaria­

mente especializado en la materia, de una de las cuestiones que ac­

tualmente tiene mayor interés para el sistema productivo agrario.

En España y en Europa todavía no existe una idea de la magnitud

de este tema. Esta y otras razones constituyen la motivación prin­

cipal de este libro.

La Sociedad Española de Biotecnología (SEBIOT) y la Fundación
Antama presentaron el pasado martes 29 de abril en el salón de actos
del Museo Nacional de Ciencias Naturales de Madrid el cuaderno di­
vulgativo Biotecl/ología y alimentos, perte­

neciente a la serie Biotecl/ología el/ pocas
po/abras.

Esta publicación. en la que han partici­
pado más de 20 expertos en Biotecnología

procedentes de universidades y centros pú­

blicos de investigación, forma parle de una

ambiciosa serie de cuadernos que bajo el

título Biotecl/ología el/ pocas palabras.

pretende hacer llegar al público no espe­

cializado las líneas maestras de esta nove­

dosa tecnología de forn1a rigurosa y accesible al mismo tiempo. Hasta

la fecha se han publicado dos cuadernos divulgativos de la serie: Plal/­

tos tral/sgél/icas: preglllllas y respllestas y Biotecl/%gía y SO/lid.

En la presentación participaron el director del Museo Nacional de
Ciencias Naturales. Alfonso Navas, el presidente de la Sociedad Espa­
ñola de Biotecnología. Francesc Godía, el Dr. Daniel Ramón, catedrá­
tico de Tecnología de los Alimentos de la Universidad de Valencia y

el Dr. José Luis García, investigador del Centro de Investigaciones
Biológicas y coordinador del cuaderno.

Los interesados en obtener un ejemplar pueden encontrar más in­
formación en la página web de Antama www,fundacion-antama.org

LA BIOTECl\OLOGÍA VEGETAL EN EL FUTURO

DE LA AGRICULTURA Y LA ALIMENTACiÓN

LA BIOTECNOlOGtA
VEGETAL

EN EL FUnJRO DE
LA AGRlCUlTtJRA y
LA AUMENTAOÓS

e

Numerosos interrogantes se plantearon

y debatieron en esta jornada. Preguntas
como ¿Deben Europa y España seguir ig­

norando el potencial que representa esta

tecnología para la nueva agricultura? ¿En
qué condiciones se pueden utilizar las va­
riedades transgénicas de manera que no
presenlen riesgos para la salud de los con­
sumidores ni para el medio ambiente?

Los texlOS que se presentan en esta publicación son el resultado de

la Jornada de Estudio organizada por Foro Agrario en Madrid el pa­

sado 25 de septiembre de 2002 con la cola-

boración de la Fundación Antama. . !'I

Las conclusiones representan, sintéticamente, el estado del cono­

cimiento en la hora presente. la opinión de los expertos que asistieron

a la jornada y las recomendaciones para una correcta interpretación de
la importancia que la biotecnología vegelal lendrá en el futuro en la

agricultura y en la alimentación.

Este libro se puede adquirir a través de la editorial Mundi Prensa:
www.l1lundiprensa.com

Cultura Biotec
Directora: Elena Fernández Guiral

Redacción: María Isabel Cartón
Edita: Fundación Antama

el Pensamiento, 27 ese. Izda. 3° puerta 3 • 28020 Madrid
Tfno.:915714646· Fax:915711431

www.fundaeion-antama.org .
antama@fundaeion-antama.or~

Maquetaciórl e impresión: Conorg, S.A.
Depósito Legal: M-52055-20ü2

ISSN: 1695-6338

Más información y confirmación de asistencia:

Fundación Antarna

915714646

Según palabras de Ramón Tamames en la introducción de

su libro. "estamos ante desarrollos científicos y nuevas tecnolo­

gías que están aquí para quedarse. Negarlo, o argumentar con
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lY1ICROBOMBARDEO DE TEJIDOS VEGETALES

SISTEMA BIORAD PDSIOOlHe

Preparación de los microproyect~les

1.- Pesar 60 mg de micropartículas (tungsteno MIO, I~ diámetro medio) en un tubo de 1,5 mI.

2.- Añadir I mi de etanol 70% y agitar en vórtex 5 mino

3.- Incubar 15 min a temperatura ambiente.

4. - Centrifugar 5" en microfuga y descartar el sobrenadante (micropipeta).

5.- Repetir 3 veces:

a) Añadir l mi agua estéril y agitar en vórtex l mino

b) Dejar sedimentar las partículas (l min).

c) Centrifugar 5" en microfuga y descartar el sobrenadante (micropipeta).

6.- Añadir 1 mI glicerol 50% estéril y agitar en vórtex 1 mino

7.- Almacenar la suspensión de micropartículas (60 mg/ml) a 4°C (máximo 2 semanas).

Recubrimiento de los microproyectiles con el DNA

Para cada bombardeo:

1.- Agitar en vórtex la suspensión de micropartículas (60 mg/ml>'.S mino

2 - Pasar 10 f..l.\ de micropartículas (600 f..l.g) a un tubo de 1,5 mI.

3. - Mientras se agita constantemente el tubo en vórtex, añadtr:

l f..l.1 (l f..l.g) de DNA (plásmido purificado por Qiaprep o similar). -5~ 'Y. /f -L~\..
14 f..l.1 solución de precipitación (10 f..l.1 de CaCh 2,5 M Y4 f..l.1 espermidina O,lM). )

4.- Continuar agitando en vórtex 5 mino

5.- Dejar seQimentar las partículas (l min).. .: .

6.- Centrifugar 5" en microfuga y descartar el sobrenadante (micropipeta).

7.- Añadir 100 f..l.1 de etanol 70% sin resuspender las micropartículas.

8.- Elimínar el sobrenadante (mícropipeta).

p..- Añadir 100 f..l.1 de etanol absoluto sin resuspender las micropartículas.

10.- EliminarAsobrenadante (m·icropipeta). .

11- Añadir\ f..l.\ de etanol absoluto y resusperiderlas micropartículas con la mícropipeta.

~eU\4" . Athok<Wl.1 A~d('tt1



Microbomba'rdeo

1.- Poner en marcha la cabina de flujo laminar.

2.- Es~erilizar con etanol la superficie de la cabina y el interior de la cámara de bombardeo.

3.- Esterilizar sumergiendo brevemente en placas Petri con etanol:

soporte metálico para las membranas portadoras.

membranas portadoras.

rejillas de parada.

4.- Dejar secar las piezas esterilizadas sobre papel secante.

5.- Abrir la bombona de helio y ajustar la presión a 1300 psi.

6.- Depositar las micropartículas recubiertas del DNA (6 Ill) sobre una membrana portadora seca.

7.- Dejar que se evapore el etanol (1 min).

8.- Poner la membrana portadora en el soporte metálico con las micropartículas hacia arriba.

9.- Ajustarla empleando el tapón rojo.

10.- Poner una rejilla de parada en el soporte disparador.

I 1- Colocar el soporte con la membrana en el disparador, con las micropartículas hacia la rejilla.

12.- Cerrar el disparador enroscando el cierre metálico.

13. - Esterilizar un disco de ruptura (1 100 psi) sumergiéndolo brevemente en etanol.

14.- Poner el disco de ruptura en su soporte y enroscarlo en la parte superior de la cámara.

15.- Poner la platafornm con el disparador montado en el nivel 5 (el nivel 1 es el inferior).

16.- Colocar la plataforma con la muestra a bombardear en el nivel 2.

17.- Cerrar la cámara y poner en marcha la bomba de vacío.

18.- Conectar la cámara de bombardeo y accionar el interruptor del vacío (posición superior).

19.- Cuando la presión de vacío llegue a 27, accionar el interruptor para pararlo (posición inferior).

20.- Inmediatamente, pulsar el interruptor de disparo hasta romper el disco de ruptura.

NOTA: En este punto se escuchara la ruptura del disco y el manómetro que mide la presión de helio

situado en la parte superior de la cámara mostrará la caída de presión desde 1100 a O.

21.- Abrir el ~acío (posición intermedia) hasta que la presión alcance el nivel normal.

22.- Sacar la muestra e incubar para permitir la expresión de la construcción introducida.

23.- Descartar el disco de ruptura (debe estar roto), la membrana portadora y la rejilla.

24.- Preparar un nuevo disparo (volver a 6.-).

25.- Una vez acabada la sesión de microbombardeo:

Limpiar las piezas utilizadas y el interior de la cámara con etanol.

Cerrar la bombona de helio.

Hacer el vacío en la cámara hasta que se encienda el botón disparador.

Disparar varias veces hasta liberar el helio de los conductos (1a presión cae a cero).

Romper el vacio y abrir la cámara.
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Optimization of ~iolistic®Transformation
Using the Helium-Driven.PDS-IOOO/He Systetn

Methods

Fig. 1. Schem¡,Jticrepresentation of the PDS-1000/He system
before and after aCtivation (not to scale), A, S, and e are the
adjustable distances that influenee the velocity with which the

. microearriers hit the target ceils. A. rupture disk - macrocarrier gap
distanee. S. macroearrier travel distance. C. target distance. The
arrows indica te thé'élin,ction of helium f1ow.
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these \'¡¡riable dlstances. In order to obtain the maximllm num­
ber of transfonllants, it is also nceessary 10 optimize the bin­
loglcal paral1leters associated with the target tissue. Thesc
íaetors include the state of growth of the target eells, the eeH
densit)'. the osmolarit)' of the bombardment medillm, the treat­
ment of the eells post-bombardment, and the expression vec­
tor being used for transformation (Sanford, el al., 1992).

Preparation o~ Yeast and Cauliflower
The yeas~'auxotr~ph,5. cerevisiae st 948 (Annaleo, el al., 1990).
eontains non-revening mutalions in lhe ura 3 and leu 2 genes,
.a l1d was _used for all experiments with yeast. Yeast were pre­
pared' for'oombardment as deseribed by Klein, el al. (1991).
Brie(ly, cel.ls..were ,grown lO early slationary growth phase in
YEPD media. Cells were concentrated 100-fold by eentrifuga­
lion: and H)Í' ciMs \vere spread on uracil-deficient agar p\al!:s
conlaining 0.75 M sorbiLOI and 0.75 M mannilOl. Seeded plales
were kept for 2-4 hours at room temperature before transfor­
mation. After bombardment, the eells were ineubated for 60
hours at 30 oc. al whieh time the colonies were counled.

CauÚOower was oblained from a local produce market. The
main stems were seetioned into approxímately 1 cm squares
(2-4 mm thick), and nine longitudinal seetions were placed in
a 3 x 3 array in the eenter of 100 mm Petri plates conlaining
1% agar (Klein, el al., 1991). The agar aeted as a suppon 10

Introduction

Summary

Wl1¡WI1I Hciscr, PI1. D., Rcscarch amI Dcl't:lo('l1Il'lll Dc('ar( 11101/,

GCllclj( 5ys((I1IS Divisioll, Bio-Rad La/Jortllolics, 2000 AI/rcd
Nobcl DIi\·c. Hrrculcs. CA 9'¡SH

We hal'e found that the most imponant factors which lllUSt be
optimized in Biolistic transfonnation are larget dislance and
micropanicle size. Changing most Olher parameters, withm a
bmad range, usually has mini mal cffect on tranSfOrl1lalion effi­
ciencies, In' this repon we describe a stralegy for optil1lizing
Biolistic transfonnation. We use two model systems to show
how this strategy can be employed by developing 0plimal con­
ditions for stable transformation of yeast and transielll expres­
sion in cauliflower stem sections.

The Biolistic process. ¡irst reponed by Sanford, el al. (1987),
is a method by which foreign substances are introduced into
intact cells and b'ssues via high~..rdoci.lY microprc\jectiles.
Transformalion. of biological material using the Biolistic
melhod has been shown 10 be a valuable.technique for deIiv-'
ering DNA inlO lhe'cells of plant (Klein, el al., 1988 a, b), ani­
mal (Williams, el al" 1991), and microbial species (Shark, el al.,
1991), as well as inlo subcellular organelles Uohnston, el al.,
1988; Daniell, el al., 1991). Achieving high rates of DNA
expression in each of these cases often requires lhat lime be: .
spent in optimizing some of the parameters involved in tr¡;¡ns­
fonnalion. Howeve'r, this task can be difficull, considering the'
large number of parameters which can be varled in the syslem.
In addition, there has been a recent modification of the com­
mercially available instrument which' now'uses a helium-pcJ\'J'é - .
ered acceleration system (Sanford, el al., 1991). This repon
oudines an approach to optimizing micropanicle and panicle
aeeeleralOr parameters with Bio-Rad's PDS-lOOOfHe system
using two biologíeal systems, transient expression of the ~-g\u­

euronidase (GUS) gene in cauliflower epidermal eonex, and
stable expression of a wild-type URA 3 gene in an auxotroph-
ie mutant of Saccharomyces cerevisiae. The micropanicle vari­
ables include the size, amount, and t)-pe of mieropanicles; the
aeeeleralOr parameters include the helium pressure, the dls­
tanee between the rupture disk and maeroearrier (the gap dis­
tanee), the distanee between the maeroprojeetile and the
SlOpping sereen (the maeroeanier travel dlstanee), and the dis­
tanee between the:slOpping sereen and the biologíealtarget (the
target dlstance). See Figure 1 for a graphie representation of



Plasmids

Biolistic Transformation

I'lasllllCl YEp352 (!-Id!, el al., IllH6), \1·hICI-. canlall1S a \\'dd-I>'Pl'
IIId 3 gel1e, was used for Ir:1I1sfllrlllallon of >-casl CauhOower
IISSU,' was bnlllbardccl \\'Ilh Ih,' pl:tSlllld pf\l221, \\'hlrh Cllll­
l,lIl1S lhc CUS gene cxprcsscd fnll11lhc cauhOowcr 1ll0SalC '-'irus
3'5S proml'ler Ucrfcrson, el a/ , 1987) !\,llh pl:tslnlds were pn:­
p;Hcd b}' alk<,.hl1e I}'sls (1\\;¡I1I:llIS, ,'1 al., 1982) fnllllwcd b}'
CCSiUlll chlarick puriflcallnn ami Clhanl)1 prccipilalion

Results
Cauliflower

WL'rr dnnlllnlll maUllcarncrs 111 Illdl\'ldual "clcsiccalOrs" (I'cln
lbh,'s l'lllll;IIIlITlg CaSO.) Immnkllely UpOTl appliGllion, aml
WL'l'C used wlllllll 2 hours of drYlIlg

r\1l exampk l,f cauhOowL'r SCClI\lIlS lr:lIlSformcd wilh lhe pi:ls­
miel pl\l221 :tlld slalllcC! for C;U)-expressillg cells is showll 111

Figure 2 bch SeClll1l1 II1 lhe arra}' was scored separalel}' ancl
gl\Tn a sellll-qU:llllll:lli\'e scorl' bascd on thl' rClalive nUlllbcr of
GUS-pOSI11\'C cclls (scc flgurc 2 ancl T:lble 1, footllote c)
Rl'sullS \If ;1I1expt'rIIllCIlI lO lklnmlllC lhe cffecls af mICrtlp.lr­
tick Slze, hehum prcssure, alld larg<:l cllslance are shoWTl in
T;lhlc l. "e\-eral llbscrl'alians wcre m:ldc from lhe inilial exper­
Iml'1l1 (Tahlc 1, Expcnlllenl ¡). (1) while '?PtR MIO (mec!I:1ll
lurllcle c1lam<:ler of 0.7 llm) and 1\11 7 lunis\c~oparliclcs

m,I}' hc used for cauhOoll'er 1ranSfOrlll:lliOn, lhe lalter are con­
slslentl}' morc cffeCli\'C: (2) IISSUC scctions bombarc!ed al k\...1
2 (6 cm largel c1lslance) are lransformed more efflcienll}' lhan
SCCllons bombarcled allelTI4 (¡ 2 cm larget dislance); ancl, O)
ch:tnglllg lhe heliulll pressure belween 1,100 and 1,550 psi
has hltle effecl on lransformalion efficiency. Subsequent resulls
conflrmcd lhese conclusions and also indicalecllhal similar
1ransformallon efficiencies were achieved Wilh all pressures
from 900 10 1,550 psi (Table 1, Experimenls 2 and 3). Trans­
fOrm:lliOn results using 1.0 llrll and 1.6 llm gold micropani­
cles 10 bombard lissue seclions al level 2 01' 4 also indicaled
lhal Ihe highesl lransformalion efficiency \Vas oblained using
lhe larger panicles wilh lhe shaner largel distance. As wilh lhe
lungslen microparticles, varying lhe helium pressure belween
900 and 1,550 psi had Iiule effecl on lransformalion efficiency,

28" Hg (0,06 c,tm)

1/4"

8 mm (stopping screen
al middle level)

500 119

833 ng

Microcarriers/bombardment

DNA/bombardment

Chamber vacuum

Gap distance

Macrocarrier travel distance

hl'lp lhe II~SUl' SeClll1l1S absnrh the sh.'ck fr"111 Ihe Ih1l11h,lrd­
111e11 I al1ll :lls(' kepl Ihe IISSue~ I111llS1 dUrlng 1l\'I'rIllghl IllCUh;l­
(1"11 Afll'r hnlllhardl11clll nI thc cplckrlll,ll n,lls. lhe Ibsue was
Il1cuh;llrd far 24 haurs ,Il 24 oC The locallan of GUS-express­
Il1g rclls W:lS \'Isu:lll:nl uSlng a 11Isll1chrl11ll:l1 rc.1Clion
ljdfl'rSIlI1. el a/ 191"71. C1uhOllwcr SCCtlllllS \\'l'rr lransft-rred 11'
1(> 111111 wells cnl1l;llllll1g O~ I11lllf GUS ass;l)' hufft-r (\1'5 111¡!/1111
'5.hrl1I1111-4.chlorll-3'"HIII}'I-E-D-glucuronlc :lCld. O '5 1l1~1

p\ll.\SSIUI11 ferrlq'anldc, O. '5 1ll~1 Pl1t;lsslum !Crrorpl1lck,
\ll)6'X, TrJllll1 X-lOO, O I 1\1 sllchulll phllsphatc huffer, pll 70)
,\Ild lIlL'ubatcd al 37 oC ,\!ter IH hours, Ihc IISSUC Sl'CIlllllS wcrc
l'\·.llu.lled for lhcir lt'I-cII,f C;US expreSSlll11 (ser Tahil' 1, fnol­
111'1,' C)

'Ve rccommend usillg candilions prcviausly reponed lO lrans­
forOl a similar bialogical sysleOl as a slaning pOlnt for lhe Opll­
mi:alion of Biolislic I.ransformallon For examplc, Armaleo, el

al. (1990) repon lhe use of 1.1 llm lungslen particles (equiva­
le nI \O MI 7 lungslen) and a \'acuum of 0.03 almosphere~

(equiv?l~nl \O 29 inches Hg) ¡e lransform yeasl cells \Vilh lhe
gunpowder-powered POS-IOOO unil (lhe precursor \O lhe
POS-I OOO/He sysleil1). These paramelers were used as slaning
condilions for oplimizing bambardment af yeasl wilh lhe heli­
um-driven POS-IOOO/He SYSIE':ll. Prellll1lnary experiments had
indícaled lhal a hr.lium pressure of 1,300 pounds pcr square
inch (psi) wculd ¡:¡roduce large numbers of lransformants
(R Arenlzen, personal commulllcalian). Staning condilions
for lransfarmation of cauliOower seclions were chosen as lllm
diallleler gold or M 17 lungslen micrapanicles and a heliulll
pressure af 1,300 psi, based on cxperir,lents using olher plant
sy<;lems (T. Klein, pers. comm.)

l.Jnless olher.'/ise nOled, lhc followlr,g paralllelers were kepl
conslanl in al! of lhe experimenls described here:

These condllioTls have pro\-cn III be "slandard" for BlOlislic
expcrllllcnls Involvlllg 1ll0SI lell lypes (j Sanforcl, pers
Cl1llllll.).

BOlh gold.ancl lungslcn Illlcrnpanlcles \Vere prcpared, and
coalcd wid1 supercoiled pla<;rllld essenllall}' as deseribed b>'
Sanford, el al. (1992, sec Appcndlces I and 2) tvhcroparlicles

Fig. 2, Example of GUS expression in cauliflower epidermal sec­
tiom. Cauliflower seclions were bombarded with pBI221 coaled
onto 1.6 11m gold micropartic1es and stained with GUS assay buffer
as described in the Melhods section. Each cauliflower secllOn IS

placed in ils localion, but not necessarily jls actual orientation, at the
lime 01 bombardment. The spOI marked by lhe arrow represents a
lypical posilive response,

2



rab;'¿ 1. Effe~ts of microparticle size, helium pressure,
and target dlstance on transformation of cauliflower

. tissue

Helium Target GUS Score<
Microparticles Pressure' Distanceb Expt. 1 Expt.2 Expt. 3

M1O tungsten 1,100 6 +
1,300 6 +++
1,550 6 +

1,100 12 O
1,300 12 +
1,550 12 O

M17 tungsten 900 6 ++++
1,100 6 ++++ +++++
1,300 6 ++++ ++++
1,550 6 +++++

1,100 12 +++
1,300 12 O
1,550 12 +

1.0 11m gold 1,100 6 ++
1,300 6 +
1,550 6 ++

1,100 12 +
1,300 12 +
1,550 12 +

1.61lm gold 900 6 ++++
1,100 6 ++++ ++++
1,300 6 ++++ ++++
1,550 6 +++

1,100 12 ++
1,300 12 +++ ++

1,550 12 ++++ +++

1,800 12 ++

Burst pressure 01 rupture disk in psi.

b Approximate distance (in cm) Irom the stopping screen to the biological
sample. The biological target may be placed at one 01 tour positions,
approximately 3 cm (Ievel 1), 6 cm (Ievel 2), 9 cm (Ievel 3), or 12 cm
(Ievel 4), below the stopping screen.

c The GUS Score is a semi-quantitative estimation 01 the level ol GUS
expression in all nine cauliflower sections in a bombarded plate; each
score is the average obtained Irom three bombardments. Each cauliflower
section was given a low (O, +), intermediate (++, +++), or high (++++,
+++++) value based on the number and density 01 the blue spots which
were visible on the surface 01 the tissue (see Figure 2). The scores in each
column are Irom separate experiments.

The effect of changing the gap width and macrocarrier travel
distance on GUS expression was assayed using optimal condi­
tions determined in the initial expetiments (Table 2). At a tar­
get distance of 6 cm and bombardment pressures of either 900
01' 1,300 psi, changing the gap width 01' macrocartier travel
distance had very linle effeet on transient expression. These
experiments indicate that for Biolistic transformalion of
caulifiower sections using the PDS-1000/He syslem, optimum
transient expression is obtained when the sample is placed al
leve! 2 (6 cm targel dislance) and bombarded al a helium pres­
sure of 900 psi with either MI 7 tungsten 01' 1.6 ¡.¡m gold
microparticles.

Stable transformants can nOl be isolated from caulifiower lissue
sections. However, these transient assays may be used as start­
ing conditions for optimizing slable transformalion. A rigor­
ous experiment for resolving the oplimal condilions for
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isol;tlll1g st;tble transformants could be determined in a frac­
tional faclOnal experiment as outlined in Table 4. Such an
expcrirnent should be undenaken only if experimental quanti­
talion is relalh'Cly simple. A more practical approach would be
lO \';tr)' those par;tmeters which have the greatest effect on tran­
sient expression, in this case helium pressure and target leve!.
In opllnllzing for stable transformation, the most severe
BlOhstic condllions which are used should be the mildest con­
dllions which produce a high lcvci of transient expression (e.g.,
hehulll pressme of 900 psi and target at level 2). Optimization
of stable 1ransforlllation should use lower helium pressures
ancVor longer target distances than conditions for transient
expression. (Also see comlllents in the Discussion section.)
Sincc simil;tr b'els of GUS expression were obtained using
MI7 tungsten and 1.6 lllll gold microparticles, it may be
prefer;tble to use gold micropanicles for producing stable trans­
forlllants due to the demonstrated toxicity of tungsten in sorne
plant (clls (Russcll, el al, 1992b).

lable 2. Effect of gap distance or macrocarrier travel
(stopping screen) distance on GUS expression in
cauliflower tissue bombarded with pBI221·

Stopping
G~p Screen GUS

Microparticles Pressurea Widthb PositionC Seored

1.6 ¡.¡m gold 900 1/8" Middlc ++++-+
1/4" Middle +++++
3/8" Middle ++++

1,300 1/8" Middle ++++
1/4" Middle +++++
3/8" Middle +++++

M17 tungsten 900 1/4" Top +++
1/4" Middle ++++
1/4" Bottom ++++

1,300 1/4" Top ++++
1/4" Middle +++++
1/4" Bottom ++++

Burst pressure 01 rupture disk in psi.

b Oistance between the rupture disk retaining cap and the macrocarrier
CQver lid as measured with the POS-1 OOO/He gap tools.

location ol the stopping screen support within the fixed nest. Top.
Middle, and Bottom refer to the stopping screen support aboye both
spacer rings, between the two spacer rings, and below both spacer rings,
respectively. Moving the stopping screen support through the three posi­
tioos changes the macrocarrier llight distance from approximately 3 mm
(Top) to 8 mm (Middle) to 13 mm (Bottom).

d See Tabl~ 1, :ootnot~ e

e AII bombardments were performed with the tissue samplcs 6 cm Irom the
stopping screen.

Yeast
The effects Or microparticle size. helium pressure, and target
distance on transrormation of the macil auxotroph S. cerevisiae
st 948 with the uracil-containing plasmid YEp352 are shown in
Table 3. The :nitial expetiment (Table 3, Expetiment 1) shows
that both MIO and M17 tur¡gsten micropanicles are effective in
transforming S cercvisiae, that ce115 on level 2 are transformed
>500-fold more efficiently than cells on leve14, and that chang­
ing the helium pressure between 1,100 and 1,550 psi has very



Table 3. Effecls of microparticle size, helium pressure,
and targel distance on transformation of S. cerevisiae
with YEp352 DNA

hllk dfc-et l)J1 lr,lI1sfllrm;1!1l11l dltCll'll'T ¡\ Sl"ll'lld O;pnllllCIll
( r,lhi" 1. Expcrlmcnt 2l COnflrllll'd t11l'5e Cl)IlCIIlSIPI1S, .lI1d alst)
suggeslcd th.1! bl1ll1b;Hdll1Cllt wllh /'.117 lUllgstcn 1111Cn)p.lrtl·
eles Cl)I1SIS1clltly produccd Illnr,' Iral1sfnrlll,1I11s lh.1I1 dld 110m·
h.lrdmelll wllh MIO tUllgstcll mlcrnp;lrlldes Results w\lh
I l) pm g,)ld ami 1.6 ~1I1l gl)kIIllILrtlp;lrtlcles Il1dICal,'d lh.1l lhe
f,)rll1l'r \\','re ;1pprl)Xlmaldy cqul\'a!l-nl lO ~lll) lUl1gSI,'11
mlntlp.trllCks 1111r;lI1sf"rlllall<)1l dfll'lellc)', hUI lh.1I I.trgn gllld
p.lrtl,'ks had a 100·fold !c)Wl'l' Irallsf,)rll1alIl)11 r.lle lh.111 lhl'
l'lh,'r lhree 1)'peS t)f 1l1Icrnp;1rtlc!l-s. TI1I5 suggcslS lh.1\ lhe
I 6 pm g,)ld p.trtlcks, Ihe largl'sl p;lrtlcles uscd 111 lhls expal­
mellt wllh al1 avt:l'.lgc dl;lllll:ll'r d I 6 pm, pn)bahly c\csln')' lhe
cclb UP')11 I1t)mbarclll1elll.

Micro­
Parlicles

Helium
Pressure'

Target
Dislanceb

Colonies
Average' ± Sto Dev.

sekctnll'llllllS 1\ Slatislical mode! is then used lO prec'Ji.,
t'ptll11UI11 CllllClillOllS. t\n example of lhis type of experiment, in
whlch lhe l11:lcroc;1rril'r tr:l\'el dlslance was varied along witn
lhe h,'lium prcssure amI target cllslance. is shown in Table .+
:\1l.lIYSIS t)f the lhree \'Jriables inclicates that the maximulll
11lll11hcr "f 1rallsformams 15 obtainrcl with the sample at level 2
,Incllhe heliul11 pressure bctweell 900 and 1,500 psi. Thc
111.I(n)Carrll'l' Ir;1\'cl clislance h;1d lillle crfecl on either incrl';1slllg
t1r cknr;lsll1g lhe lr;1l1sfonll;1t10n crflciency, Similar results \Ve re
f"Ulld wh,'nlhc g.l!, wle!th was varied as a runclion or lhe heli·
UI11 pressurc ;lllcl largel distallce; neilher increasing nor
c\ccreaslllg lhe gap widlh affected the number of transfonnams
prt)ducnl (results nOl shown), These results were rurther ver­
Iflnl by changl11g 1'Ilhcr the gap Wlcllh 01' the macrocanier lra\··
el c1151ance uncler concllllons which were optimal for
tranSfOrll1allOll (M 17 tungsten ll1icroparticles, targel at Icve!2.
.1I1e! heliul11 pressllre or 1,100 psi). Again, there was no signif.
I(;lm crfcu 1"1 lhe nUll1b<:r or yeasl transronnams (resulls nOI
5h<m'n),

Experiment 1

MIO 1,100 6 639 ± 269
M10 1.300 6 876 ± 400

M10 1,550 6 952 ± 346

M17 1,100 6 1,800 ± 150

M17 1,300 6 1,300 ± 361

M17 1,550 6 1,307 ± 190

M10 1,100 12 2 ± 2

M10 1,300 12 18 ± 31

M10 1,550 12 1 ± 1

M17 1,100 12 2 ± 2

M17 1,300 12 1 ± 2

M17 1,550 12 2 ± 3

Experiment 2
M10 1,100 6 985 ± 169

M10 1,300 6 720 ± 284

M10 1,550 6 1,280 ± 218

M17 1,100 6 1,967 ± 231

M17 1,300 6 2,193 ± 170

M17 1,550 6 2,047 ± 185

1.0flmAu 1,100 6 1,096 ± 107

1.0 flm Au 1,300 6 792 ± 131

1.0 flm Au 1,550 6 878 ± 72

1,6 flm Au 900 6 5 ± 6

1.6 flm Au 1,100 6 7 ± 2

1.6 flm Au 1,300 6 9 i 8

a Burst pressure o( the rupture disk in psi.

b Approximale dislanee (in cm) from the stopping screen lO lhe Pel" plale
containing lhe yeasl.

e °The number ef transtormed (olontes are the averages obtained on three
or tour replica le dishes bombarded at eaeh sel 01 eondiltOns.

Subsec¡ucnl cxp,'nmcnts wilh S (un'binc uSl'd a fraClll1nal fac·
lorial design 10 l1plillllZe bOlh gap distance al1d 1ll.1CrtlCarner
lr;1\'cl c1lslance ,15 a funcllon of b01h hehulll prcssurc ami 13rgcl
dlslance. 111 a fraetlonal bClOnal expenlllenl (l'cll1plhl)rnc:.
1983) Inlcraclions belween several raclors are l11C;lSllrecl 31
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Table 4. A fractional factorial experiment designed to
optimize helium pressure, target distance, and macro-
carrier flight distance for yeast transformation"

Stopping
Screen Helium Target Colonies

Positiona Pressureb Distance' Averaged ± Sto Dev.

Middle 900 6 459 ± 54

Middle 900 12 7 ± 9

Top 900 9 112 ± 31

Bottom 900 9 111 ± 21

Bottom 1,300 12 31 ± 9

Bottom 1,300 6 354 ± 37

Top 1,300 12 46 ± 12

Top 1,300 6 306 ± 62

Middle 1,300 9 407 ± 72

Bottom 1,800 9 8 ± 6

Top 1,800 9 1 ± 2

Middle 1,800 6 228 ± 93

Middle 1,800 12 2 ± 1

a Loealion 01 lhe slopping screen support wilhin lhe fixed nesl (see Table 2.
loolnote e).

b Bu"l pressure 01 lhe ruplure disk in psi,

e Approximale dislanee (in cm) from lhe Slopping sereen to lhe Pelri plale
eonlaining lhe yeas!.

d The number 01 lranslormed eolonies are the averages obtained on three
or lour replieale dishes bombarded al eaeh sel 01 eondilions.

e AII bombardments were performed using M17 tungsten mieroparticles,

Discussion
Transiem expression Or the GUS gene in cauliflower stem sec­
t10ns ancl slable lransformalion of a yeast ura allxotroph with
lhe wilcllype URA gene were usecl as model systems 10 idemi­
fy those bOll1barclment parameters which are imponanl rOl'
0plimizalion or Biolislic lransformalion, The paralllelers and
¡heír oplilllUI11 condilions are summarizecl in Tab1e 5 rOl' bOlh
syslems. In bOlh cases. lhe most imponam parameter to opli­
lllize is targel cllstance; lhere is a significam decrease in expres-



~,un.~·.hen lhe largel Ievel is changed fmm lhe Oplll11l1m "f 6
cm. 1hls IS apparenl when callhflower SCCllons an: lr.lIlsf'lrIncd
'wl~h M 17 lungslcn micropanicles (Table 1) and when )'casl
:lfC lransformed wllh M 10 and M 17 lungslen 01' 1.0 ~m gold
mlcropanicles (Table 3). This reclllced transfonn:HIOI1 efflclcn­
c)' IS most hkcl)' dllc lO lhe lower "docit)· of the mlcn'p.lrtlcles
:1t longer lra\-cl chslances.

Table 5. Summary of optimum conditions for stable
transformation of 5. cerevisiae and transient expres­
sion in cauliflower stem sections using the POS­
1OOO/He system

Parameter Yeast Cauliflower

Microcarrier M17 tungsten M17 01' 1.6 ~m gold

Rupture disk-
macroearrier gap 1/4" 1/4"

Macroearrier
travel distanee 8mm 8mm

Chamber vaeuum 28 in Hg 28 in Hg

Helium pressure 900 psi 900 psi

Target distanee 6em 6em

Micropanicle size also has a significant effeel on transforma­
tion efficiency. probably for different reasons. however. In lhe
case of caulif10wer slem seclions. when lhe oplimum panicle
accelerator paramelers were used, lhe 1.6 ~m gold and MI 7
lungslen (median diameler 1.1 I-Im) micropanicles produced
more GUS-expressing cells lhan did lhe smaller 1.0 ~m gold
and MIO lungslen (median diameler O. 7 ~m) micropanicles
Funhermore, using lhe 1.6 1-1 m gold micropanicles, significant
GUS expression was oblained when lhe cauliflower seclions
were bombarded al level 4. This may be altribulable 10 lhe larg­
el' size of lhe 1.6 ~m gold micropanicles compared 10 lhe olher
micropanieles assayed: the velocilY of lhe larger micropanieles
is less affecled by lhe travel dislance. On lhe other hand, in lhe
case of yeasllransformation, using 0plimum paniele accelera­
tor paramelers, lhe M17 lungsten micropanicles were slightly
belter lhan lhe 1.0 ~m gold and MIO lungslen micropanicles
in producing ura' lransformanls. However, almosl no lrans­
formants were found when lhe 1.6 I-Im gold micropanicles
were used. This effecl is mosl likely lhe resull of lhe larger
1.6 I-Im gold micropanicles causing significant damage to lhe
yeasl cells (average diameler 61-1m) upon penelralion. Because
of lhe helerologous size dislribulion of lhe lungslen micropar­
tieles. lheir biological effecl is due lO a subset of small diameler
micropanieles.

The final parameler which should be verified in optlmizíng
Biolislic lransformalíon is lhe helium pressure. 'vVhde ¡he fun­
gal and planl experimems reponed here show ¡hal lhe range
over which 0plimum lransformalion occurs is quile broad
(lhere is liule difference in lransformalion efficiency between
900 and 1,550 psi), lhls is nOI always lhe case. In olher 5)'5­

lems, such as lhe swble lransformalion of bacleria (Smlth, el al..
1992) 01' plants (Russell. el al., 1992a). lhe 0plimum hehum
pressure range 15 narrower. Because micropanicle bombard­
menl will result in cell damage, lhe mOSI gentlc condilions
which gi\'e a high lransformation efficiency should be used
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I I1ls 15 partlcularly lruc whcn transient gene assays are per­
r,'nT1l'd as pn:h111 111.1l)· cxperiments for determining condilions
1" usc 1Il gcnL'f.lllllg stable lransformants (see below).

lhe expcrimcl1lal rcsults oblained here indicale thallwo of the
p,¡r:1I11elerS wlllch can be \'aried on lhe POS-IOOO/He inslru­
mCl1l. lhe gap dlslance and lhe macrocanier lravel dislance
m:l)' hJ\'l' hltle cfkc¡ on lhe lransformalion efficiency. Varyin~
caher of lhese par.lmelers and subsequelllly assaying lheir
effccl 011 )TaS¡ lransformalion (Table 2) or lransienl expression
111 callhnower (lable .¡) failed lO show a significanl efrect.
Table 6 sllmmarizes lhe effeCl of changing lhe paniele acceler­
ator paramelers on I11lcmpanicle velocily and lransformalion
cfflCICllCY

I3lohslic lransíonnatlon of )'eaSl and cauliflower stem seclions
has nOl beel1 reponed pre\'iously using the POS-l OOO/He
InSl rUl11enl. Ho\\·c\·cr. Iransformalion of yeasl and olher plant
tlssues has been repl)[\cd using lhe gunpowder-driven POS­
1000 unil. Armalco. el (//. (1990) e!escribed oplimized biolog­
Ical paral1lelCrS for )'east, ane! recoml1lended using 1.1 1-1 m
lungslen micropaniclcs. Staning wilh lhe biological condilions
rcponed by lhis group. \Ve have 0plimized micropaniele accel­
erator paramelers for lhe helium-powered uníl. In lhe case of
lransielll expression in plants, earlier work wilh the gunpow­
der unit (Klein. el al. 1988c) had shown lhal high levels of
transient expression in maize couId be achieved using 1.2 I-Im
lungslen microparllcles. a largel dislance of 6 cm, and a cham­
ber \'acuum of 28 inches Hg. These conditions formed the basis
for the slaning condllions used in lhese assays, and, in fact, are
lhe optimal cone!ilions which we found for transient expres­
sion in caulinower stem sections. We recommend using a sim­
ilar slralegy of staning wilh previously reponed conditions
when oplimizing paramelers for olher cel! types of interest.

When eXlrapolaling from lransielll lO slable expression, it is
11l1pOnant 10 remember lhallhe optimum lransformalion con­
dilions may be different in lhe lWO cases. For example, Biolistic
lransfom1alion mal' damage cells such that lhey score positive
in lransienl expression assays. bUl can nol divide. and therefore
would nol produce a slable lransformant. As a result, condi­
lions which are foune!1O be optimum for transient expression
may be 100 harsh lO produce lhe maximum numbel' of stable
transformallls. Therefore, when optimal condilions for tran­
sient expression are known, il may be necessary to use more
gentil' conditions 10 achieve maximum slable expression. The
lransformalion process may be made less harsh by reducing
lhe "elocilY of lhe microcarriers. This may be achieved by
reducing lhe heliul1l pressure, lhe macrocaiTÍer travel distance,
and Ihe size and number of micropartícles, anc;llor by increas­
ing lhe largel dislance and lhe gap distance (Table 6). In addi­
lion, using smaller micropanieles and reducing the chamber
vacuum may resull in less lissue damage. lnitial slarting con­
dilions which mal' be used for lhe POS-1000/He with various
types of biological sy~¡ems are given in TabIe 7. These condi­
¡ions, lhough probably nOI 0plimal. may be used in any initial
experimenls 10 assess oplima! biological paramelers (e.g ..
expression vector, cell 1)'Pe, ele.) prior to optimizing lhe con­
dlllons described here.



Table 6. Particle accelerator parameters which affect
transformation with the PDS-l OOO/He

The etteet on transtormation is probably more d"pend"nt on th" Sil" 01
the larget eells lhan on the velocily of lhe microparllcle.

b The smaller lhe particle. lhe more pronounced lhe elfect.

See Dilicussion section.

Fina1\y. lh~ helium pressures reponed here are all based on lhe
raling of lhe rupture dIsk which was used in each bombarcl­
mento The aClual pressures al which lhe ruplurc elIsks bursl
were monilored using lhe gauge on lhe POS-l OOO/He in
approximalely half of lhe 500+ bombardmems perfomled in
lhe course of lhese expenme1115. In all cases. lhe disks bursl
wilhin 100 psi of lheir raled pressllre. In ordcr ro correctly mon­
itor lhe pressure al which lhe ruplure disks bursl, il i:; impol1al1l
10 sel the hehllm pressure al lhe regulator valve 200 psi over
the prt:ssure raung of lhe ruplure disk heing used. and 10 adjusl.
lhe helium mCleling valve so thal lhe helium now rale inro lhe

\

Parameter

Microparticle size
Target distanee
Vacuum
Helium pressure
Gap distanee

Macro. flight distanee

Theoretical
EHect on
velocity

Ine vel w/ ine size
Dee vel w/ ine dist
Ine vel w/ ine vae

Ine vel w/ ine press
Dee vel w/ ine dist

Ine vel w/ ine dist

Observed
EHect on
transformation

Major"
Major
Majorb

Variable'
Minor

Minor

gas accelcralil)11 lube (Xcurs al a rale such lhal a 1.550 p:,'hul_
lure (lIsk wdl bursllll 12.±. 1 scconds. Addiliona1\y. in a1\ <·f rhe
bomb.lrdmel1ls performed III lhis slUdy. lhere was onl}' OlrC
ruplure (lIsk fadure In order to oblain lhis low failure rale, il I~

\TI)' ImpOnal1l lO lighlen lhe ntplUre disk rClaining cap omo
1h.: g.ls .\(Ce!cralll)n 1ube as rnuch as possible (lhe lorque on lhe
cap :,hl)uIJ be hl'I\\'CCI1 40 ami 50 in-lb).

Conclusions
Slahlc expreSSll1l1 111 reasl amllransicl1l exprcssion in caulinow­
er t1ssue SCelll)IlS h;\\,e been demonslraled using lhe PDS­
10aO/He II1SlrUlllcnl. Transformalion efficiencics can be
maxl mlzed h)' l)PI Imlzi ng 1he m ieropan ¡ele size, largel d is­
lallce. and hl'llum pre~.sure, In bOlh syslems sludied here, lhe
flrsl l\\'l) lJ.1ral1ll'lerS are lhe moq imponanl. Liule differcnee
In rcsults \\ as found USIng hclIum prcs~ures belween 900 and
1,550 pSI Thls repon also shows lhallhese conditions may be
oplimized In one or 1\\'0 experirnents: because of Shol-to-shol
\·ariabdil)·. il is Imponanllo perfonn alleasllhree lO five repli­
cales for cach sel of condilions. The 0plimum paramelers
found for lhe reasl amI cauliOower syslems assayed here are
summarizec! in Table 6. When optimizing olher syslems, \Ve
sugr,esl to beglll by using conclilions given in Table 7. lhen
examine in order: largel dislance, micropaniele size and l)'pe.
and hclium pressure.

BlnhslIl IS 3 r<glslcrcd Ir.lckl113rk uf E 1. du POn! de Ncmours & Co Thc
Bll,hslIl lcehlll,ln¡()' IS hec:lsed lO Blo-lQd Labor31ones

Table 7. Suggested starting conditions for optimizing several types of biological systems using the PDS-1OOO/He
systema

Biol.:>gical system Microcarrierb Vacuum(

Bact~ria 0.8 ~m tungsten 29

Yeast 1.1 ~m tungsten 28

Algae 1.2 ~m tungsten 27

Plant cells/tissues 1.2 ~m tungsten 28

Animal cell cultures 1.0 ~m gold 15

Subcellular organelles'
Macrocarrier 1.0 ~m tungsten 28
Gas entrainment 1.0 ~m tungsten 28

In all cases, the ruplure disk-macroearrier gap dislance was sel al , /4 inch
and lhe macroearrier lravel dislance al 8 mm (one spaeer ring above and
one below the slopping screen support). To oplimile 8iol"lie transforma­
lion, begin with lhe para""cters given in Table 7 and lesl eonditions bolh
above and below those listed in Table 7 and described in lhe Oiscussion
section. In all cases, the P~ost important parameters to examine are the
target distance, the microrarticle sizt', and the helium pressure.

b Mean particle size 01 lhe t... ngsleo) and gold microcarriers (there is 10Ho­
let varialion in lhe sile 01 l11icroearriers, particularly wilh lungsten). The
M10 and M17 tungslen pa~icles usect in lhis study ha'le a median sile 01
'1.1 and 1.7 J.Im, respectivel,.

Helium Target
pressured distance" References

1,100 6cm Shark, et 01.,1991
Smith, et al., 1992

1,100 6cm Armaleo, et al., 1990
This report

900 12 cm K. Kindle, pers. comm.

1,100 9cm Klein, et al., 1988c
Russell, et al., 1992a

2,000 9cm S. McElligott, pers. comm.

900 6cm Ve, et al., 1990
1,500 8em G.-N. Ve, pers. comm.

(hamber vacuum in inches Hg. Some cell types are more sensilive lo
reduced atmospheric pressure. If reduced (el! viability from excessive vac·
uum is suspected. test this in a separate experiment.

d Burn pressure 01 ruplure disk in psi.

e Approximate donance from the slopping screen lO lhe biological sample;
lhe lour levels for the sample holder in lhe PDS-] OOO/He inslrumenl eor­
respond to distanees 01 approximately 3, 6, 9, and , 2 cm.

Translormation of organelles may be aceomplished by launehing micropar­
tic les from a macrocarrier as described in lhe PDS-' OOO/He inslrument
manual. Ye. el al. (1990) ha ve also reporled eftieienl results using gas
entralnment. .

6



Appendices

lile procedures described in Appcncitces 1 and 2 \Vere de"cl­
oped by Sanford. el al. (1992)

Appendix 1. Microcarrier preparation
For 120 bombardments using 500 ~g per bombardment

1 In a I 5 1111 microfuge lllbc. wcigh OUl 60 mg of mlcropar-
lieles

2. Add 1 mI of 70% ethanol. freshly preparcd.

3. Vortex on a pl<ufonn vortexer for 3-5 minules.

4. Incubate for IS minutes.

S. Pellet lhe micropanieles by spinning for S seconds III a
microfuge.

6 Remove lhe liquid and discard.

7. Repeal lhe following sleps lhree times:

a. Add 1 mI of slerile water.

b. Vortex for 1 minule.

c. Allow lhe partieles lO seule for 1 minute.

d. Pellellhe micropanieles by spinning for 2 seconds in
a microfuge.

e. Remove lhe liquid and discard.

8. Add slerile SO% glycerollO bring lhe micropaniele con­
cenlration 10 60 mglm! (assume no loss during prepara­
tion).

9. SlOre the microparticles al room temperature for up 10 2
weeks.

Appendix 2. Coating DNA anto microcarriers
lhe following procedure is sufficient for six bombardments; if
fewer bombardments are needed, prepare enough microcarri­
ers for three bombardments by reducing all volumes by one­
halL When removing aliquots of mierocarriers, it is
import~nt to vortex the tube containing the microcarriers
continuously in order to maximize uniform sampling.

1. Vortex the microcarriers prepared in 50% glycerol (60
mglml) for S minutes on a platfonn vortexer to resuspend
and disrupt agglomerated particles.

2. Remove SO ~l (3 mg) of microcarriers 10 a I.S mi
microfuge tube.

3. While vortexlllg vigorously, add in order:

S ~l DNA (1 ~gI~1)

50 JlI CaCl l (25 M)

20 ~I spennidine (O 1 M)

4. Continue vonexing for 2-3 minutes.

5. Allow the microcarriers to seule for 1 minute.

6. Pellet lhe microcarriers bl spinning for 2 seconds in a
microfuge.

7. Remove lhe liquid and discard.

8. Add 140 JlI of 70% ethanol without disturbing the pelle!.

7

9. Removc the liquid and discard.

10. Add 140 JlI of 100% ethanol without disturbing the pelle!.

11 Rcmo\"C the liquid and discard.

12. Add 48 JlI of 100% ethanoL

13. Gen! Iy resuspcnd the pellel by tapping the side of the tube
scveral times, and then by vonexing at low speed for 2-3
seconds.

14. Rcmove six 6 ~l aliquots of microcarriers and transfer
thcln to the center of a macrocarrier. An effon is made to

remo\·e equal amOUI1lS (SOO Jlg) of microcarriers each
lime and to spread them evenly over the central 1 cm of
the macrocarrier using lhe pipeue tipo Desiccate immedi­
atcly.



References
Armaleo, D., Ye, G.-N., Klein, T. M., Shark, K. B., Sanford,
J. C. and lohnston, S. A., Biolistic nuclear transformation of
Saccharamyces cerevisiae and other fungi, Curro Genet., 17,
97-103 (1990).

Danie:l, H., Krishnan, M. and McFadden, B. F., Transient
expression of p-glucuronidase in different cellular compart­
ments following Biolistic delivery of foreign DNA into wheat
leaves and calli, Plant Cell Rep., 9, 615-619 (1991 ).

Hill, J. E., Myers, A. M., Koerner, T. J., and Tzagoloff, A.,
Yeast/ E. coli shuttle vectors with multiple unique restriction
s;tes, Yeast, 2, 163-167 (1986).

Jefferson, R. A., Kavanagh, T. A. and Bevan, M. W., GUS
fusions: p-glucuronidase as a sensitive and versatile gene
fusion marker in higher plants, EMBO j., 6, 3901-3907
(1987).

Johnston, S. A., Anziano, P. Q., Shark, K., Sanford, j. C. and
Butow, R. A, Mitochondrial tra'lsformation in yeast by bom­
bardment with microprojectiles, Science, 240, 1538-1541
(1988).

Y.empthorne, O., The Design and Analysis of Experiments,
R. E. Krieger Publishing CO., Malabar, Florida (1983).

Klein, T. M., Fromm, M., Weissinger, A, Tomes, D., Schaaf,
S., SIetten, M. and Sanfo;d, J. c., Transfer of foreign genes
into intact maize cells with high-'1elocity microprojectiles,
Prae. Nat!. Acad. Sci. USA, 85, 4305-4309 (1988a).

Klein, T. M., Harpe., E. c., SVélb, l., Sanford, J. c., Fromrh,
M. E. and Ma!iga, P., Stable genetic transformation of intact
Nicotiana cel!s by the particle bombardment process, Prae.
Nat!. Acad. Sci. USA, 85, 8502-8506 (1988b).

Klein, T. M., Gradziel, T., Fmm:n, M. E. and Sanford, J. c.,
Factors influencing gene deliv€:IY into Zea moys cells by
high·velocity microprojectiles, 8io/Technol., 6, 559-563
(1988c).

Klein, T. M., Knowlton, S. and Arentzen, R.. Gene transfer by
partic/e bOfllbordment, Plant Tissue Culture Manual, pp 01:
1-12 (Lindsey, K., ed.), Kluwer Academic Publishers, The
Netherlands (1991).

Maniatis, T., Fritsch, E. F. and Sambrook, J., Molecular
Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, New York (1982).

Russell, l. A, Roy, M. K. and Sanford, J. c., Major improve.
ments in Biolistic transformation of suspension cultured
tobacco cells, In Vitro Cell. Develop. 8iol., 28P, 97-105
(1992a).

Russell, l. A., Roy, M. K. and Sanford, J. c., Physical trauma
and tungsten toxicity reduce the efficiency of biolistic trans­
formation, P1ant Physiol., 98, 1050-1056 (1992b).

Sanford, J. c., Klein, T. M., Wolf, E. D. and Allen, N., Delivery
of substa:lces into cetls and tissues using a particle bom­
bardment process, Parto Sci. Technol., 5, 27-37 (1987).

Sanford, J. c., DeVit, M. J., Russell, J. A., Smith, F. D.,
Harpending, P. R., Roy, M. K. and lohnston, S. A., An
improved,.helium-driven Biolistic device, Technique, 3, 3-16
(1991 ).

Sanford, J. c., Smith, F. D. and Russell, J. A, Optimizing the
Biolistic process for different biological applications, Meth.
Enzymol., (in press, 1992).

Shark, K. B., Smith, F. D., Harpending, P. R., Rasmussen, J. L,
and Sanford, J. c., Biolistic transformation of a procaryote,
~acillus megaterium, Appl. Enviran. Microbiol., 57,480-485
(1991).

Smith, F. D., Harpending, P. R. and Sanford, J. c., Biolistic
transformation of prokaryotes: factors that affect biolistic
transformation of very small cells, j. Gen. Microbiol., 138,
239-248 (1992).

Williams, R. S., Johnston, S. A., Riedy, M., DeVit, M. J.,
McEI!igctt, S. G. and Sanford, J. c., Introduction of foreign
genes into tissues of living mice by DNA-coated micropro­
jectiles, Prac. Natl. Acod. Sci. USA, 88, 2726-2730 (1991).

Ve, G.-N., Daniell, H. and Sanford, J. c., Optimization of
'delivery of foreign DNA into higher-plant chloroplasts, Plant
Molee. 8iol., 15, 809-819 (1990).

Lite Sc;ence
Group

2000 Alfred Nobcl Dm's
Hercu/t!$.. CaflfomlB 94547
Te!cpr-onc (.510) 74'·1000
Fax: (510) 741"060

E••t.m Reglof1.J1 OMee, PO 80x 1229, 8SA Marcus Dr., Mclvll:o, I\'ew York" 747· Phone (S 16) 756-2575· Fax (5 16) 756·2594
Europoan HoadqlJ:Jrtet"3, 81O-Rad LaOOr8tories. Oreve du Senecha!. 19, B- 1180 Brussels· Ph::>ne 02 375 5970· Fax 02 374 SI 62
Audra/la, Blo-Rad La!>or8tones Pty Llml!é~d. Un,t 11. "2-1 la Ta;av6ra Rd P.O 80x 371, NOf1h Ñyde. N.S.W. 21 13· Phone 02-805-5000· Fax 02,805-1920
Austrla, B,o-Ñad L:Jboraton'es Ges m.b H. Auhofstrasse 780. A-l 130 Wien· Phone 0222·87 78 901· Fax 0222·8765 629
Be/gfum. Bio-Rad Laboratofl6s S A/N V, Begoniastraat 5.8·9810 Nazareth Eke· PtlOne 091·85 55 11· Fax 091-85 65 54
ClJn.da. B'o~RadLaboratones (Ganada) lid.. S 14S Bradco Boulevard. MIssissauga. Ontano L4W 2A6· Phone (416) 624·0713. Fax (4 16) 624~3019
eh/m" BIO·Rad Laborarunes. Yanstlan Hotel OfflCe Tower. # 1317. A 138 Haldlan Road. Beljff1g • Pnone 2564308 • Fax 2568640
France. Sio-Rad S.A. 94196 rue Vtetor Hugu. S.P. 220. 942031vry Sur 5eme Cedex· Phone 01-49 60 68:J 4· Fax 01-467t 24 67
Genn.ny, BIC-Rad Laooratofles GmbH. Ht::demanrlstralJe 164. Postfach 45 O, 33, D-8()()() München 45· Phone 089-318 84.()· Fax 089-318 84 lOO
ftllfy, BIO-Rao LaXJratones S.r l.. l/la Cel/ml. 18A. 1-20090 5egrate M,lano· Phcne 02·21609. 1 • Fax 02-21609-399
Japan, Mppcn Blo-R.:Jd Laborator,es. K K, Sumltomo Seimei Kac:hidok.' Bjdr; 5·3·6 Kachidol<j. Chuo-Ku, Tokyo 104 • Phone 03-3534-7515· Fax 03-3534-8027
The Netherillnda, BiO-Rad Lat:>oratones B. V. FoHerslraat ID, 3905 KV Veenendaaf. Phone 08385-40666· Fax 08385·42216
New Z.aloIJd, BIO-Rad LaOOrarofles. Fty LId .P. O. Box 100-05~, North Shore Mait CentrE, Auckland '0· Phone 09-443 3099· Fax 09·443 3097
PacJf1c, BIO-Rad Laboratories. Unir 1 " '. 1 UF. New Kowf00t1 PIara. 38. Tal Kok Tsui Road, Tal Kok Tsui, Kowfoon. Hong Kong· Phone 7893300. Fax 7891257
s.c.nd/n.vl., Bio-Rad Laooratories, Kanalvagen lOC, 19461 Upplands Vasby, SwBden • Phone 46 (O) 760-73489· Fax 46 (O) 760-7'781
Sp#lln, Bio-RadLaboratcrics. .s A Avda Valdefaparra3, Poi. loo. Alcobendas. E-28100Alcobendas, Madrid· Phone (91) 66' 7085· Fax (9') 661 9698
Swltzerland, 8fo-Rad LaboratondS AG. Kanalstrásse. 17, CH-a'52 GJaNbrugg. Phone 01·8101677· Fax 0'-810'933
Un/red Klngdom, Blo-Rad Laboraton,es L!.d, B.'O·Rad H()use, Maylands ~"'enue. Hemel Hempstead. Herts HP2 lTD· Phone 0800 18"34. Fax 0442 2591,a

'. Bulletin 1688 USlEG 92-0529 0692 Printed in USA



v. MAT!=~L.4L:E~ Y MET9DQS

contra IgG de ratón o conejo (según estuviesen dirigidos frente al anticuerpo anti-DXS l o anti-DXR

respectivamente) acoplados en ambos casos a partículas de oro de 15 nm (BritisJ¡ Biocelf) en dilución Il2r

5.-Lavados:

-3x5 min con tampón TBS.

-4x5 min con HlO.

-Finalmente lavar abundantemente con H!O.

6.-Colocar la rejilla en una placa de Pe tri con papel secante. F' .mportante prestar atención a la

orientación, procurando que la muestra quede siempre hacia aniba.

SOLUCIÓN de BLOQUEO:

Se pr~para resuspendiendo Albúmina de
Suero Bovina (BSA) al 1 % en TBS. No
autoclavar.

TAMPÓ' TBS:

Trj -HC1 10 mM

N ..:1 150 mM

Ajustar a pH=7,4 con NaOH.

V.4.5.4. Observación de las muestras.allT\if ()scopio:

Se utilizaron las instalaciones de l.? Jnitat de Teclliques de M. E. T. de los Serveis Ciellt(fico- Tecllics

de la Universitat de Barcelona. En Cl' llquier caso, las observaciones se efectuaron en un microscopio

electrónico de transmisión Hitachi II delo H 800 MT. Las imágenes obtenidas fueron captadas a través de

una cámara digital acoplada al mi .'oscopio, utilizando la aplicación informática de adquisición de imágenes

Digital Micrograph versión 3.3 . (Gatan Ltd.).

V.4.6. Biolística sobre tejidos de Arabidopsis thaliana.

Con el propósito de estudiar la localizacion subcelular de las proteínas se ha combinado la capacidad

de los sistemas de microbombardeo para transformar células vegetales con ADN con las propiedades de la

proteína verde fluorescente (GfP) como delator en tejidos vegetales [271 J. La visualización al microscopio
. ,

confocal de la fluorescencia emitida por la GFP refleja la localización de la misma.

Como tejido vegetal se han utilizado hojas de roseta de plantas de A. thaliall(/ de 2 a 3 semanas. El

protocolo seguido ha sido básicamente el descrito por el proveedor del sistema de biolística, con adaptaciones

específicas destinadas al bombardeo de tejidos vegetales.

V.4.6.1. Descripción de las construcciones utilizadas para los experimentos de microbombardeo.

Las construcciones utilizadas para los experimentos de biolística fueron generadas a partir del "eetor

pGFP-MRC [240]. Este vector incorpora una región de policlonaje que pelmite fusionar traduccionalmente un

ADNc concreto a una variante de la GFP (sGFP:S65T) mejorada para multiplicar la señal fluorescente en

células vegetales [59]. Las construcciones resultantes codifican para las distintas proteínas quiméricas bajo el
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control del promotor 35S-CaMV. Para este trabajo, se diseñaron construcciones en las que la secuencia

codificante completa de los genes DXSI y DXR se fusionaron traduc.cionalmente con el extremo N-terminal

de la proteína verde fluorescente GFP. En el caso de DXS1, la construcción era la resultante de la fusión

traduccional del dominio correspondiente al hipotético péptido de tránsito del extremo N-terminal,

concretamente hasta su posición 45, con la GFP. En todos los casos el c10naje se efectuó mediante reacciones

de PCR (ver apdo. V.5.4) que amplificaron los fragmentos deseados y en los que los oligonucleótidos

utilizados introducian los sitios de restricción necesarios para su integración en el vector de destino pGFP­

MRC [240]. La Tabla V.2 muestra los juegos de oligonucleótidos utilizados en cada caso, así como los sitios

de restricción empleados en el clonaje. La Figura II.1 O incluye una representación esquemática de las

constl11cciones empleadas en los experimentos de microbombardeo.

DXS1:GFP

DXS2.PT:GFP

DXR:GFP

DXS.SaIIA

DXS2.NcoIGFP

DXR.SaIlA

T7-21

DXS2.SaIl3GFP-TP

T7-21

Sall

Ncol

Sall

Sall

Sall

Sall

Tabla V.2: Pares de oligonucleótidos empleados en la generación de las construcciones de microbombardeo.

V.4.G.2. Protocolo de microbombardeo:

Material:

• Sistema Biorad PDSIOOIHe-Parlic/e DelivelJ" Systelll.

• Cabina de flujo laminar.

• Vórtex.

• Micropartículas de tungsteno M 17, 12) medio= 1, I ~lm.

• Membranas de ruptura, membranas porladoras y rejillas de parada.

• Etanol absoluto y al 70 %.

Glicerol 50 %.

ADN purificado.

Espermidina 0,1 M.

• CaCI 2 2,5 M.

Preparación de micro proyectiles:

l.-Pesar 30 mg de micropartículas de tungsteno en un tubo de microcentrífuga de 1,5 mI.

2.-Añadir 1 mi de etanol al 70 %. Agitar vigorosamente al vórtex durante unos 3-5 minutos.
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3.-lncubación 15 min a temperatura ambiente.

4.-Precipitar las micropartículas mediante un pulso de unos 5 seg en la microcentrífuga. Eliminar el

sobrenadante con la pipeta.

5.-Adicionar l mI de H 20 estéril y agitar con el vórtex 1 mino Dejar incubando las microparticulas 1

min hasta que sedimenten. Finalmente repetir el pulso en la centrífuga y eliminar el sobrenadante con la

ayuda de la mic.ropipeta.

6.-Repetir el paso anterior 2 veces más.

7.-Agregar 0,5 mI de glicerol 50 % estéril (concentración final=60 mg/ml). Conservar a -20 oC para

prevenir la oxidación.

Precipitación del ADN sobre los microproyectiles:

l.-Mantener las micropartículas preparadas según el paso anterior en una plataforma vórtex. Es

conveniente dejarlas el tiempo suficiente (mínimo 5 min) para poder resuspender y romper los aglomerados
"

de micropartículas.

2.-Pasar 10 ¡.tI de microparticulas (600 Ilg) a un tubo de microcentrífuga de 1,5 mI,

3,- Manteniendo en agitación el tubo anterior se añaden:

-1-2 ¡,tg de ADN plasmídico,

-14 ¡,tI de solución de precipitación (10 ¡,tI de CaC1 2 2,5 M: 4 ¡,tI espermidina 0,1 M).

4.-Mantener agitando en el vórtex durante unos 5 min más.

S.-Dejar 1 min sedimentando las micropartículas.

6.-Aplicar un pulso de centrífuga de 5 seg y eliminar el SJbrenadante cuidadosamente con la ayuda

de la micropipeta,

7.-Lavar el precipitado sin levantarlo con etanol 70 %'. Rearar el sobrenadante.

8.-Lavar el precipitado sin levantarlo con etanol 100 %. I:esechar el sobrenadante.

9.-Resuspender en 8 ¡,tI de etanol absoluto valiéndose deJa micropipeta.

Microbombardeo:

El sistema de bombardeo utiliza la presión del helio Slministrado por una bombona (dotada de un

manómetro) para acelerar las micropartículas recubiertas de AP'1 e introducirlas directamente sobre las hojas

de Arabidopsis, transformándolas.

Los parámetros del procedimiento de transfección fuoon optimizados, y del modo en que se ilustra

en la Figura V.2, se refieren a:

215



-Disco de ruptura (presión de helio a soportar, expresada en psi).

-Distancia disco de ruptura-membrana portadora (A)=4,5 cm.

-Distancia membrana portadora-rejilla de parada (B)=6 nml

-Distancia membrana portadora-muestra a bombardear (C)= 12 cm.

-Presión de helio en la bombona de suministro.

Figura V.2: Represelltación esquemática del sistema de biolística, alltes y después de aplicar la presión de

Tubo de aceleración del Helio

helio.

Asimismo, hay que considenr los parámetros biológicos relacionados con la muestra que se desea

bombardear, elección de células diana,etcétera.

Para evitar contaminaciones Ctln las construcciones entre un episodio y otro de bombardeo, conviene

esterilizar la zona de trabajo (cabina Yl:ám<lra de bombardeo) con etanol y lavar con agua. Lo mismo se hizo

con el material fungible utilizado en cDa bombardeo, manteniendo las membranas de mptura, membranas

portadoras y rejillas de parada en etlnol absoluto, y manejándolos siempre con pinzas. TambIén se

esterilizaron y lavaron cuidadosamente .as piezas metálicas y de plástico que sirven de sop011e a aquellos

elementos. Una vez secado este materialsobre papel de filtro, se procede como sigue:

l.-Depositar los 8 ~l de microllrtículas recubiertas de la muestra de ADN con la que se quiere

transformar sobre una membrana portadlla ya seca.

2.-Mientras se espera a que el e:ilol se evapore, ajustar el regulador de la bombona de helio a una

presión de 1300 psi, unas 200 psi por enCIla de la soportada por el disco de ruptura.

3.-Ajustar la membrana portado;H:orrectamente orientada sobre el soporte metálico con la ayuda de

la pieza roja diseñada al efecto.
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4.-Colocar una rejilla de parada en la plataforma. A continuación, el soporte metálico con la

membrana portadora de modo que las micropartículas estén orientadas hacia la rejilla.

S.-Cerrar firmemente el montaje enroscando el cierre del soporte metálico.

6.-En este momento se esteriliza un disco de ruptura sumergiéndolo brevemente en etanol absoluto.

Se dispone rápidamente sobre el soporte correspondiente y se enrosca en el tubo de aceleración del gas en el

extremo superior de la' cámara de bombardeo.

7.-Acto seguido colocar la plataforma con la membrana en el nivel 5. La cámara posee 6 niveles, lo

cual permite adecuar la distancia entre los distintos elementos según conveniencia.

8.-Finalmente, disponer la platafomla con la muestra vegetal depositada en una placa de agar 0,8 %

en el nivel 2. Este soporte absorberá el impacto resultante del bombardeo y mantendrá condiciol}es de

humedad para el tejido durante la incubación posterior.

9.-En este momento cerrar la cámara de bombardeo y encender la bomba de vacío.

10.-Conectar la cámara de bombardeo y accionar el interruptor en la posición de vacío (posición

superior).

II.·La presión de vacío irá subiendo. En el momento en que llegue a 27-29 nml (0,06 atm) de Hg,

pasar el interruptor a la posición inferior, en la que se mantendrá la presión de vacío.

12.-Pulsar rápidamente el interruptor de disparo. La presión de Helio indicada en el manómetro del

sistema se irá acumulando sobre el disco de ruptura hasta alcanzar el máximo soportado, momento en que

estallará, despidiendo un ruido sordo y bajando bmscamente la presión de Helio desde el máximo alcanzado

de 1100 psi hasta O.

13.-Poner inmediatamente el inten-uptor en la posición intermedia para permitir la liberación del

vacío. Es conveniente realizar los pasos II a 13 lo más velozmente posible a fin de reducir los daños que el

vacío pueda causar en el tejido vegetal.

14.-Finalmente, recuperar la muestra bombardeada, que debe mostrar unas manchas negras debidas al

tungsteno impactado. Se deja incubar 24 horas bajo luz continua a una temperatura de 22-24 oC para que

tenga lugar la expresión de la constmcción bombardeada.

15.-Descartar el disco de mptura, que debe estar destrozado, la membrana portadora y la rejilla.

16.-Antes de proceder a un nuevo bombardeo, esterilizar y limpiar de nuevo la zona.

17.-Es conveniente, una vez terminado el experimento:

-Cerrar la manecilla del helio.

-Aplicar el vacío el tiempo suficiente para permitir que se encienda el botón disparador, y

disparar cuantas veces sea necesario para liberar el gas retenido en el sistema. Confirmar que, efectivamente,
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la manecilla del manómetro cae a O.

-Liberar finalmente el vacio.

V.4.6.3. Observación de las muestras microbombardeadas.

Las muestras obtenidas tras el proceso de transformación transitoria mediante el sistema de biolistica

fueron examinadas en el Servei de Microscopia Confocal de los Serveis Cielltífico- Tecllics de la Ulliversitat

de Barcelona. Las observaciones se realizaron directamente utilizando un microscopio láser de escáner

con focal modelo Leica TCS 4D, o bien OIYlllpus IX70. La fluorescencia verde correspondiente a las proteinas

de fusión con la GFP fue detectada a través de un filtro BP515-525 tras excitación con luz azul a 488 nm de

longitud de onda, mientras que la autofluorescencia roja correspondiente a la clorofila se detectó usando un

filtro LP590, tras excitar mediante la emisión con luz verde a 568 nm. Ocasionalmente, se efectuó una

observación preliminar con la ayuda de la lupa binocular de fluorescencia Leica DC250, con el objeto de

detectar en la muestra regiones que estuviesen expresando la GFP.

El análisis de la superposición de los dos tipos de imágenes obtenidas, así como el tratamiento de las

mismas, fue efectuado mediante la aplicación Carel Photo-Paint, integrada en el paquete informático Core/­

Drmv 9.

V.4.7. Detección de la actividad GUS.

V.4.7.1. Análisis histoquimico de la actividad GUS.

Las plantas transgénicas portadoras de constmcciones resultantes de la fusión de la región 5'

flanqueante del gen a estudio con el gen uidA (GUS) de E. co/i permiten estudiar su patrón de expresión a lo

largo de los distintos estadios de desarrollo, tejidos y condiciones de crecimiento analizados gracias a la

actividad j3-glucuronidasa (GUS) codificada por dicho gen (apdo. VA.l.l.). Para ello, se incuba la muestra

problema en presencia del sustrato 5-bromo-4-cloro-indolilglucurónido (X-Gluc). La actividad GUS hidroliza

este sustrato liberando una aglicona que al ~imerizar adquiere una coloración azul fácilmente visualizable. La

dimerización a su vez vendrá estimulada por el oxígeno atmosférico y puede incrementarse mediante agentes

catalizadores [141].

Los análisis se llevaron a cabo con al menos 6 líneas de plantas transgénicas transfomladas con cada

una de las construc<;iones a analizar en la generación T2 . Se confirmó que las diferencias entre las distintas

lineas pertenecientes a una misma construcción eran únicamente de naturaleza cuantitativa, esto es ligeras

variaciones en la intensidad de tinción, y que cualitativamente el patrón de expresión espacio-temporal no

variaba de unas a otras. De este modo, se seleccionó una de las líneas para cada construcción como

representativa. Sobre estos individuos se llevaron a cabo los experimentos definitivos, siguiendo la

metodología que se detalla a continuación:

Materiales:
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