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Abstract

Background: Self-incompatibility (SI) in the Solana-
ceae, Rosaceae and Scrophulariaceae is gameto-
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
cloned pollen S-determinant gene.

Results: To identify the pollen S-determinant gene,
we investigated the genomic structure of the S-locus

Introduction

Self-incompatbility (SI) s a system which prevents
inbreeding and promotes outcrossing, and thus retains
intraspecific genetic variation in angiosperms. S involves
the reaction of self/non-self discrimination between
pollen and pistil, which in many species is controlled by
a single genetic locus, the S-locus. The S-locus is known
to be a multigene complex, termed the S-haplotype,
which contains at least two polymorphic genes, called
the S-determinant genes. One 1s expressed in pollen and
the other in pistil. Self/non-self discrimination in SI 1s
expected to occur as a result of the interaction between
the S-determinants of pollen and pistil (McCubbin &
Kao 2000).

Classic genetic analyses revealed two major types of SI
systems, sporophytic and gametophytic (de Nettancourt
1977). The families of Brassicaceae possess sporophytic
SI, and the recognition and rejection of self-pollen
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region of the §,- and S,-haplotypes of Prunus mume
(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.

Conclusion: 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-determinants, SP11 (S-locus protein 11; also named
SCR) and SRK (S-receptor kinase), have been identified
in Brassicaceae, and the rejection of self-pollen has been
shown to occur as a result of an S-haplotype specific
ligand-receptor interaction between SP11 and SRK
(Takayama et al. 2001).

In contrast, the Solanaceae, Rosaceae and Scrophular-
1aceac families possess gametophytic SI, in which the
self-pollen tubes are arrested in the transmitting tract
of the style. In these families, the only known S-locus
product is a class of ribonucleases, termed S-RNase,
secreted by stylar tissue (McClure et al. 1989). Molecular
and transgenic analyses have shown that S-RNase is
responsible for pollen rejection by the pistil (Lee et al.
1994; Murfett er al. 1994), but that it has no role in the
pollen expression of SI, which must be mediated by an
unidentified pollen S-determinant gene. As the ribonu-
clease activity of S-R\Nase is essential for the rejection 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.

Reegardless of the identity of the pollen S-determinant
gene, it must have the following characteristics: (1) game-
tophytic expression in pollen, (1) genetic linkage to the
S-RNase gene, (i) 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 (Dowd et al. 2000; Golz
et al. 2000; Harbourd er al. 2000). In Nicotiana alata, a
polymorphic cDNA fragment (48/A), expressed prim-
arily in pollen and linked to the S-RNase gene, was
obtained by differential display (DD) (Li et al. 2000). In
Petunia inflata, DD and subtractive hybridization yielded
13 pollen ¢cDNA fragments that are polymorphic and
linked to the S-locus (Dowd et al. 2000; McCubbin et al.
2000a). It 15, 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-locus of solanaceous species, such as P inflata,
Lycopersicon peruvianum, N, alata and Petunia hybrida, 1s,
however, located in the subcentromeric region and
surrounded by abundant repettive sequences, which
have hampered chromosomal analyses (Coleman & Kao
1992; Matton et al. 1995; Bernacchi & Tanksley 1997,
ten Hoopen et al. 1998; Entani ef al. 1999). Further-
more, the exact physical size of the S-locus 1s unknown.
McCubbin et al. (2000b) constructed BAC contigs of
the S-locus region of P inflata 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 Prunus species in the Rosaceae family are
known to possess smaller genome sizes (¢.g. Prunus persica:
270 Mb) than the solanaceous species (e.g. I inflata:
1176 Mb) (Bennett & Leitch 1995). Furthermore,
the S-RNases in Prunus show higher intrasubfanulial
similarities than those of Solanaceae (Ushijima eral.
1998), suggesting that the S-locus of Pninus species
diverged more recently or evolved at a slower rate, and
thus retains a relatively conserved structure. Therefore,
the Prunus species are expected to be suitable for the
comparative genomic analysis of the S-locus. In fact,
Ushijima et al. (2001) compared the S-locus region of
the S, and S;-haplotypes in almond (Prnus dulds) by
Southern blot analysis, and found that outside of the
divergent genomic region around the S-RNase gene
(= 70 kb), the genomic sequence was highly conserved

n
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between the two S-haplotypes, suggesting that the
= 70 kb region contains the entire complement of
S-determinant genes.

Recently, Lai et al. (2002) investigated the S-locus
genomic sequence of the Antirthinum hispanicum
S,-haplotype, a member of the Scrophulariaceae, and
identified a candidate pollen S-determinant gene, named
AWSLE-S, (A. hispanicum S-locus F-box of S,-haplotype).
AQSLF-S, encodes a novel F-box protein that is speci-
fically expressed in anther and pollen grains of the
S,-haplotype. However, no gene allelic to ARSLF-S, has
been identified in other S-haplotypes, and a gene (des-
ignated AhWSLF-S,L) with 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 AISLF-S, encoded a real
pollen S-determinant.

In this study we analysed the genomic structure of the
S-locus region of a self~incompatble cultivar of Japanese
apricot, Prunus mume cv. Nanko, which carries the §,-
and S;-haplotypes (Yaegaki et al. 2001). Nucleotide
sequence analysis of cosmid clones spanning the S;-
and S,-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 S;- and S;-haplotypes
revealed that the region around the S-RNase gene exhib-
ited extreme sequence diversity, as expected for the S-locus
containing the entire complement of S-determinant
genes. In contrast, the gene organization outside this
divergent region was highly co-linear, and the sequence
similarities between the gene pairs were extremely high
between the two S-haplotypes. Among the identified
genes, only the S-RNase gene and an F-box gene named
SLF (S-locus F-box) were present in this divergent
S-locus region. SLF exhibited an allelic sequence diversity
among three analysed S-haplotypes, and specific expres-
sion in pollen, but not in the styles or leaves. These results
strongly suggest that SLF 15 the pollen S-determinant
gene of SL

Results

The chromosomal region around the S-RNase gene
contains multiple F-box genes in P mume

The S-genotype of a self-incompatble cultivar of Japanese
apricot, I? mume cv. Nanko, has been determined as
S,S; from analysis of S-RNuse genes and by pollination
tests (Yaegaki er al. 2001). Although the partial nucle-
otide sequence of S,-RNase has been reported, that of
the S,-RNase was not known. Therefore, we first cloned
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a partial cDNA fragment of the S,-RNase gene (DDBJ/
EMBL/GenBAaNK accession no. AB092644) by RT-PCR
using an oligo-dT primer and a specific primer designed
for S-RNase genes of the Prunus species (Tao et al. 2000).

To analyse the genomic structure of the S-locus
region, we constructed a cosmid library from Nanko
genomic DNA, and searched for clones including S,-
and S;-RNase genes by using their partial cDNAs as
probes. The complete nucleotide sequencing analysis of
the obtained cosmid clones revealed that their contigs
covered = 64.0 kb and = 62.5 kb of the S-locus regions
of the S,- and S;-haplotypes, respectively. Open reading
frame (ORF) prediction with GeneMark (Borodovsky
& Lukashin 2000) or GenScan (Burge & Karlin 1997)
programs and database homology scarches with the
BrastX program (Altschul et al. 1990) predicted the
presence of 13 and 14 genes in these sequenced regions
of the S,- and S.-haplotypes, respectively (Table 1). The
S-RNase genes (Gene8) were located in roughly the
middle of the sequenced regions. Apart from a gene
(Gene14) located at the end of the sequenced region of
the S,-haplotype, all the other genes were found in pairs
from both S-haplotypes. Because of the co-linear gene
organization (see below) and the sequence similarities,
these gene pairs were expected to be in allelic relation-
ships. The characteristics of the identified genes, along
with the homologous sequences found by database
searches, are summarized in Table 1.

Polymorphic pollen-expressed F-box gene

In addition to these predicted ORFs, an Enhancer/
Suppressor-mutator  (En/Spm)-type  transposon-like
sequence and a Tyl/copia-type retroclement were
detected in the S,-haplotype, and a non-LTR type
retroelement was detected in the S,-haplotype. These
transposable element-like sequences were also detected
in the S-locus region of other species (Cui et al. 1999;
Suzuki et al. 1999).

The most significant feature of this genomic region
was the presence of four different types of F-box genes.
Among 14 genes, Genel, Gene7, Gene9 and Gene 14 were
predicted to encode 43-49 kDDa proteins with conserved
N-terminal F-box domains (Craig & Tyers 1999). The
deduced amino acid sequences of these four F-box
proteins (designated SLF and SLFL1, 2, and 3;see below)
in the S,-haplotype were 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-locus region of
A. hispanicum (Lai er al. 2002), with SLF and SLFL1,
2, and 3 exhibiting 24.3%, 27.1%, 25.8% and 27.5%
amino acid identity, respectively. Due to these low
sequence similarities, we were unable to determine which
P mume F-box gene was the orthologue of AISLF-S..
Although the sequenced S-locus region (= 63 kb) of
S,-haplotype of the A. hispanicum S,-haplotype con-
tained only one F-box gene, our data suggested that
the S-locus region of P mume contained multiple F-box
genes.

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

ORF (amino acids/exons)

Gene S, S,

1 (SLFL2) 428/1 428/1
2 767/8 767/8
3 545/2 544/2
4 610/2 604/3
5 186/3 186/3
6 330/3 330/3
7 (SLF) 376/1% 377/1%
8 (S-RNase) 224/3 226/3
9 (SLFLT) 409/1 399/1
10 195/7 195/7
11 249/3 249/3
12 133/3 133/3
13 113/1 11371
14 (SLFL3) == 376/1

Identry* (%)

Homologue (accession no.)t

99.1 Ah F-box protein (AHI297974)
99.2 At Unknown (AAG50913)

99 4 At Pectinesterase (AAF26135)
97.9 At Pectinesterase (AAF26136)

100 At 605 ribosomal protein L18 (AAF26138)
99.7 At Protein phosphatase (AAF26139)
81.3 Ah F-box protein (AHI297974)

74.9 P §-RNase (AB047100)
92.5 Ah F-box protein (AHI297974)

100 Os MCT-1 protein-like (AP003535_2)
97.2 At Unknown (AY039962)

98.5 Pa Auxin-repressed (U93273)

100 At Unknown (AY085957)

Al F-box protein (AHI297974)

*Amino acid identities between S,- and S--haplotypes.
tDatabase homologues and their GexBAaNK accession numbers.
$5’-UTR cactaius one intron.

Ah, Antirrhinem hispanicun; At, Arabidopsis thaliana; Pm, Prunus mume; Os, Oryza sativa; Pa, Prunus armeniaca.
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S7-SLF

----- MTFSLRKKEILI S SIHIINRNVTKHA
S7-SLFL1  ~====ce-- MWEEMALRH[I1JP CYRKS SNS zi
S7-SLFL2  MMREMATLSKFSEDMMGNIIL|S CVLKS SlsngﬂKv 60
S7-SLFL3  -----------o-- MEV C S LYNNQPS 46
AhSLF-S2  ----MMDRRFPRQDVIS CVSKSWCS LRRQTHNGN 56
S7-SLF  H--==c-o--- LLCLHHP------ N- -HERQVDP PYVEOKFHWSIFSNE EECSK 97
S7-SLFL1 s-- C1 SDTNSDEKH- - - LAHSFLHLRNDY[JDAEHN - - LF§F PLSSG 104
S7-SLFL2 KH LTDPSIKDDHKAVRATLEINPDS ILLSSLNLGS DCGLEIENHV 120
S7-SLFL3 s-- FKRS LSRTEHNKEH- - - LVETHLIL DNEINADHNL PRSMG 101
AhSLF-S2 V------ - -VMKRYVRTPERD- - - - b_YNINSPELDELLPDL PYFKNI DYDYF 104
S7-SLF LS-=------- E WNHSVRKLRTPEMEAN 149
S7-SLFL1 R----==-- FI ED NPATKHIKLLHKEGL 152
S7-SLFL2 VP------- PPMRGYAT rpT NPALE HKHCI 170
S7-SLFL3 LKSRGQFIELPG@EL 1] NPAT KE|F HOHCL 157
AhSLF-S2  Y-----omeom- LPQR-VNLMG NPALREIKRLHPTPF 146
S7-SLF INVKFSH------mmmmmmmm e eeo o RMMRTNKNALA- 154
S7-SLFL1  PDWWGCA--------=-=----—-—~——-o-__ IASYQAEIDG- 185
S7-SLFL2 LLPPRVPRQFEENEDDDYYEEDDDDEIESNPK RAAQFVSGVFT- 229
S7-SLFL3  EDACSCT-------c--mmmmmmmmm e e e LLSIVSYGEEIFDD 191
AhSLF-S2  ANPEGHCT------======-==--=-~-~-- JCYKfVLIESVGPEDH- 182
ST-SLF =  crmcmseees SERTDS - - IPPWLKQTWO - HHKGTFRNGVAMHI TEK - - - - - 227
S7-SLFL1  ---LIPHPR TLS[CDSWRE SLETDSTQFFP-DYFOI[fFO{I EQPKQS 241
S7-SLFLZ2 ----QHHSKNEVYS R P———VDIQPHGSLN-‘PSYQ FKAFFYWIAM------ 275
S7-SLFL3  ERLVIHEHPQ ﬂLSINSWREI HYLETETTYFWGNETFSAY FNG EEKKEF 251
AhSLF-S2  ------ HINIYNYYSDIN DSTPIKYIQHFP- - CNELFEKY AN----- s 229
S7-SLF —ee=Gmmm=- pLFSMSFT ICNSWG---=-~=-===-~=~ LCIDVYKE 265
§7-SLFL1  VEYED---E KPMVIk gr SFYMYEEGSSYAYEMSYLMYCDLRII 298
S§7-SLFL2  ---WT---- > ESGPDAYEYTS-----------~-~~ IA 314
S7-SLFL3  VSFYDRLE KKQ ‘L‘ CFYEFPS-----=-======~ HEMSLT 298
AhSLF-S2  TDIFY------ AD Ll;& CLAQFSN-=-=ccoamwanu SFLSLMSL 270
S7-SLF FTFYDCEEEDMEKSHFWVIIOHKRWKQLS PF 1Y PSNCYSTMGISIDNE[JLMORR] 325
S7-SLFL1 FGFNRFSVCHDSYGVWVLODFDGAKGS -WTKHINFEBLMG - - IKRVIJEFWRS] 355
S7-SLFL2 THPvE KTLPLWVLDHDLKGAKGL LEKG-VEA KD 373
S7-SLFL3 HIRIFGFYRCEFEH- - FEV] FDG----- KVDQEVDI 351
AhSLF-s2  NECLAMVRExEwMEDHELFOI} QYGVRES- - VV---VCSHV 325
S7-SLF IKGGADLYLCNYESKQV 370
S7-SLFL1 I E- I 399
S§7-SLFL2 T- 428
S7-SLFL3 R- I 197
AhSLF-S2 IMEDG 376
Figure 1 Alignment of the predicted F-box proteins encoded around the S-locus region of Prunus mome (S--haplotype) and AhSLE-S

Gaps (hyphens) were mtroduced to oprmize the alignment. Amino acid residues which are the same for three of the ﬁu proteins

boxed. A bold bar indicates the F-box domain. GExBaxk accession numbers for S--SLF, S--SLFLI, S--SLFL2 and S

AB092622, AB092624, AB092626 and AB092627, respecuvely. Alignment was done by Crustat W (Jeanmougin et al. 1998).
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An S-RNase gene and an F-box gene (SLF) exhibits
high sequence diversity

Allelic sequence diversity is a critical feature of the genes
mvolved in SI recognition. The S-RNase gene, the pistil
S-determinant gene, exhibited an allelic sequence diver-
sity (74.9% amino acid identity) between the S,- and
S;-haplotypes. Among the other allelic genes identified in
the S-locus region, one F-box gene (Gene7, designated
as SLF) exhibited a high sequence diversity (81.3%
amino acid identity) between the two S-haplotypes
(Fig. 2). Another F-box gene (Gene9, designated as
SLFL1: SLF linked-1) exhibited low sequence diversity
(92.5% amino acid identity, see Discussion). The other
10 pairs of genes were highly conserved between the two
S-haplotypes (more than 97.2% amino acid identities).
These data suggested that SLF was the most probable
candidate for the pollen S-determinant gene.

Polymorphic pollen-expressed F-box gene

To confirm that SLF demonstrated S-haplotype
specific sequence diversity, we analysed SLF genes from
another hine of I mume, Shikanohata-1, the S-genotype
of which was determined as S-S, (see Experimental pro-
cedures). We designed an SLF specific sense primer from
the conserved 5'-flanking regions between S,-SLF and
S--SLF (SLF of S;- and S.-haplotypes). Supposing that
the other allelic SLF genes are also located downstream
of S-RNase genes, we amplified Shikanohata-1 genomic
DNA using the SLF specific sense primer and an
S-RNasc specific sense primer. Two types of genomic
fragments were obtained. One (= 3.7 kb) contained the
identical nucleotide sequence to S--SLF, consistent with
the fact that Shikanohata-1 carried the S.-haplotype. The
other fragment (= 4.0 kb) contained an homologous, but
not identical sequence to S;-SLF and S--SLF, and was
suggested to be the SLF allele of S,-haplotype (Fig. 2).
The deduced amino acid sequence of S,-SLF showed

S1 T|F[T KEIIJIDILVRLPAKSLVRFLCTCKSWSIDLIGSSSFVR NVTKHAHVYLL 60
s7 TIFS| KEIIMIDILVRLPAAKSLVRFLCTCKSWQDLIGSSSFV|ISI NVTKHAHVYLL 60
S9 AFIT KEIVIDILVRLPVIKSLVRFLCTCKSWSIDLIGSSSFV|S NVTKHAHVYLL, 60
S1 EICAIDIPNDPY|I EEE VQWS[LIFISIN EfT|F CSKI4SHP LIS TE] IYGSSNGLV(JI 120
s7 QVIDPDDPY[VEQKFHWSIIIFISINEITIF EIHCS KIUSIHP LIS TE IYGSSNGLVQI 120
59 ENY L DPY[VKQEFQWSIIIFIANEI|F HEHCSKI{TIHPLIRISTE IYGSSNGLVQV 120
S1 SDEILNFDSPIHIWNPSARKLKTPHI IN|IIKF S LOFGFHPGVINDYKAIVRMMRTNK| 180
sS7 SDEILNFDSPIHIWNPSVRKLRTP I KF LOFGFHPGUNDYKVIVRMMRTNK| 180
S9 SDEILNFDSPIL{IIWNPSV FRTP ININIKF LOFGFHPGVINDYKIAIVRMMRTNK] 180
S1 NALAVEVYSLRHHSWKMI IANTPPWLKCTWQ * GQIFFNGVAYHIIIIHKGHIIFSI FDSGS 240
S7 NALANVEVYSLRTIDSWKMIEBTIIPPWLKCTWQHHKGTIFFNGVAYHI|IIIQKGHAYFSIMSFDSGS| 240
S9 |NALAIIEVYSLGTIOSWKMI H IPPWLKCTWQ'H GTIFFNGVAYHV|IIQKGRIIFSIIIISFDSGS 240
L L]

81 EEFEEFIAPDAICSSLGLCI EQICLHSG SHE KIHLWVLQEK KQLIC 300
S7 EEFEEFHAPDAIICNSWGLCI EQICLLIFTFYDCHE HKSIDF|WVLQE KIRIWKQL|S| 300
59 EEFEEF|IIAPDAIISTP LCI EQICLLIFDQY|IPFGQE HKIIDILWVLQE KMWKQLIR 300
S1 I D RTI FSADNELLIOP DIF I IT LCNYESKQVIUETGI VM 1E 360
S7 I N- ST ISIDNELLrﬁF DIH I A LCNYESKQVL4ETGL TV IE 359
S9 I ED GIIGINVIDNELLMGR A LCNYESKQV|IIIETGI LMS IEH 360
S1 AITYIESLVLLNNY - - 376

s7 FSVITYIETLVLLNSLQY 377

S9 FSIITYIESLVLLN---- 3174

Figure 2 Amino acid sequence alignment of three allelic variants of SLE Gaps (hyphens) were introduced to optimize the alignment.
Amino acid residues conserved in all three allelic variants of SLF are boxed. GExBaxk accession numbers for S,-SLF and S,-SLF are
AB092621 and AB092645, respecuvely. Algnment was done by CrustaL W (Jeanmougin et al. 1998).
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77.8% and 80.2% identity with S,-SLF and S.-SLF,
respectively. These results suggested that the SLF gene
exhibited S-haplotype specific sequence diversity in at
least three of the S-haplotypes analysed.

The S-RNase and SLF genes are located within the
highly divergent genomic region of the S-locus

To further characterize the genomic structure of the
S-locus region, we compared the §;- and S,-haplotype
regions by Harr plot analysis (Harr ¢t al. 1982). As shown
in Fig. 3, this pattern matching analysis revealed some
striking structural features of this genomic region. First,
the regions downstream of Gene6 and upstream of Gene9
were gene-rich (Gene [-Gene6: 1 gene/= 2.8 kb; Gene9—
Genel3: 1 gene/= 2.7 kb), and their gene organizations
were highly co-lincar. Second, the region between
Gene6 and Gene9 (S,-haplotype: = 27 kb; S,-haplotype:
= 15 kb) contained only the S-RNase gene (Gene8) and
SLF gene (Gene7),and the gene organization was highly
divergent. In this region, the sequence similarities were
only observed in the S-RNase and SLF genes, and in
some rearranged and duplicated fragments that did not
encode proteins (see legend to Fig.3). Third, the

N -
—
=\

s o} \

-~
8l SLF

111
12t
13+

144

% S-RANase

remaining non-coding region between Gene6 and
Gene9 was filled with transposable elements (see above)
and the sequences that showed no similarities between
the two S-haplotypes.

Recombination events between the pistil and the
pollen S-determinant genes produced non-functional
S-haplotypes and compromised the SI system. Such
recombination events have, however, never been
observed, despite a long history of SI research, suggesting
the existence of some mechanisms which preclude
recombination at the S-locus. In Brassica, the genomic
structure of the S-locus region, which contains both
pistil and pollen S-determinant genes (SRK and SP1 1),
was shown to be highly divergent (Cui er al. 1999: Shiba
et al. 2003). In this region, the SRK and SP/1 genes
were surrounded by transposable elements, rearranged
sequences and other haplotype-unique genes. All these
sequences were expected to contribute to the hetero-
morphism in the S-locus, helping to suppress recombi-
nation and maintaining the S-determinant gene pair as
one genetic unit. In contrast, the sequence outside of this
region, i.e. the S-locus flanking region, contains many
conserved genes, with a highly co-linear genomic struc-
ture (Cui er al. 1999).

o0 INRED H momiEl

Figure 3 Pattern
homologies (Harr plot analysis) between two
S-locus regions of P mume S- and S--
haplotypes. The positions of Gene I-=Gene I4
are shown as filled boxes. The arrows indicate
the orientation of transcription. Transposable
elements are shown as hatched boxes: (a)
TNP2-like sequence of En/Spm-type
transposon  (deleted); (b) Ty1/copia-type
retroelement (deleted); (¢) non-LTR tvpe
retroelement  (deleted). The posidons of
duplicated  and/or  disrupted
(fragments) are shown as open boxes
*Matching dots by duplicated and disrupted
fragments (9" and 9”) of SLFL1 gene (Gened).
TMatching dots by cyclic phosphodiesterase-

matching analysis  of

genes

‘ \ like sequences disrupted by multple in-frame

stop codons (presumable pseudogene).

\ $Marching dots by rearranged non-coding

\ fragments. A Harr plot was carried out by

. GENETYX-Mac software (Software Develop-

\ ment co., Tokyo, Japan). Unit size to

compare: 20  bases; dot plot matching
number: 19 bases.
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By analogy to the genomic structure of the Brassica
S-locus region, we proposed that the highly divergent
region (Gene6—CGene9) represents the S-locus region of
I mume, which contains the entire set of S-haplotype-
specitic genes, and that the outside region represents the
S-locus flanking region which maimntains genomic
co-linearity as a result of recombination. These genomic
structural features strongly suggested that SLF encoded
the pollen S-determinant of SI.

The SLF gene is specifically expressed in pollen

To investugate SLF gene expression, we performed
reverse transcription (RT)-PCR analysis (Fig.4). In
addition to §,-SLF and S.-SLF, we also checked the

c, e
%’\.\\\

QO
O\\e

S{-SLF
S,-SLF
SLFL1
Geneb

Ubi

Figure 4 Expression analysis of SLF gene in pollen, styles and
leaves of P mume cv. Nanko (§5,8). RT-PCR was done using
primers designed for the specific amplification of §,-SLF, S--SLF,
SLFL1, Geneé and ubiquitin (Ubi: positive control) transcripts.
Specific amplifications were confirmed by subsequent DNA
sequencing analyses. No amplification was obtained in the
absence of reverse transcriptase, suggesung the transcript specific
amplification of each band.
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expression of SLFL1 and Gene6 that locate beside the S-
locus region. Both §,-SLF and S;-SLF were specifically
expressed in pollen, but not expressed in the styles or
leaves. SLFL1 also exhibited a pollen-specific expression
pattern (see Discussion). Gene6 was expressed in all tissues
used in this analysis. The pollen-specific expression of
SLF further supported the idea that this gene encodes
the pollen S-determinant of SL

Discussion
Genomic structure of the S-locus region of P. mume

In this study, we analysed the genomic structure of the
S-locus region of I mume, and suggested that the region
consisted of a highly divergent S-locus region and
its surrounding highly co-linear flanking regions.
Similar genomic organization was also reported in the
Chlamydomonas reinhardtii mating-type locus (Ferris &
Goodenough 1994). This locus exists as two apparent
alleles (mt™ and mr) that control mating in haploid
gametes and sporulation and meiosis in diploid mt™/mi
zygotes. Both alleles contain tightly linked mating-type
specific genes that are transmitted as a unit and fail to
recombine. A comparative analysis of the restricion maps
of the mt™ and mr alleles revealed that the mating-type
locus consists of three domains: the central rearranged
domain (R domain) and two flanking 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
mt” and mf. In contrast, the two flanking domains
clearly exhibit a co-linear structure. Although more
examples need to be examined, these structural features
might be a common trait of genomic regions containing
indissociable genes, e.g. incompatibility loci, mating-
type loci and sex chromosomes.

Multiple BLAST search identified as many as 694 F-box
genes in the Arabidopsis thaliana genome, making this
gene superfamily one of the largest currenty known 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
two to seven genes, making many F-box gene clusters
in A. thaliana genome (Gange et al. 2002). The small
S-locus region of P nume analysed in this study contained
four F-box genes. Duplicated fragments of the SLFFL1
gene were also found in the S,-haplotype.This observa-
ton suggests that duplication events have occurred many
times in the S-locus region, which have contributed to
create these varieties of F-box genes.

Genes to Cells (2003) 8, 203-213
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SLF is the prime candidate for the pollen
S-determinant of SI

In this study we found four independent F-box genes
in the S-locus region of P mume. They were expected to
encode polypepudes of a similar molecular size (376-428
amino acids) with a conserved F-box domain in their
N-terminal region. Among them, one F-box gene fulfilled
the conditions required for the pollen S-determinant
gene: (1) 1t 1s located within the highly divergent S-locus
region, (ii) it exhibits S-haplotype specific amino acid
sequence diversity, and (ii1) it is specifically expressed
in pollen but not in the styles or leaves. Although we
have not directly demonstrated that SLF functions as
the pollen S-determinant of SI through, for example,
a transformation experiment, circumstantial evidence
suggests that SLF is the prime candidate for the pollen
S-determinant.

Another F-box gene, SLFLI, showed a low but
negligible sequence diversity between the S,- and
S,-haplotypes (92.5% amino acid identity). Because the
SLFL1 gene 1s located at one border of the divergent
S-locus region, it is probable that the recombination
has been suppressed to a certain degree, and that conse-
quently, SLFLT has accumulated minor genetic variations.
In the Chlamydononas 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-locus glycoprotein) gene,
which is located at one border of the S-locus region of
Brassica, also exhibits a sequence diversity. Now that SLG
1s not the S-determinant, the significance of its sequence
diversity is unknown. Transformation experiments, how-
ever, have suggested that SLG indirectly enhances the SI
recognition process in some, but not all, S-haplotypes
(Takasaki er al. 2000; Silva er al. 2001). The expression
analysis suggested that SLFL1 is also expressed in pollen
(Fig. 4). The possible involvement of SLFLT in the SI
recognition process should be examined experimentally.

Possible involvement of the protein degradation
pathway in gametophytic SI

F-box proteins were originally identified in yeast and
human as components of a particular E3 ubiquitin ligase
complex, designated the Skplp-Cdc33p-F-box protein
complex (SCF complex) (Bai et al. 1996; Skowyra et al.
1997). E3 ubiquitin protein ligases act in conjunction
with E2 enzymes to ubiquitinate target proteins, which
are then degraded by the 26S proteasome (Hershko &
Ciechanover 1998). Recent studies in A. thaliana have
indicated that F-box proteins and SCF complexes play

Genes to Cells (2003) 8, 203-213

critical roles in various aspects of plant growth and
development such as male gametogenesis, floral organ
identity, auxin and jasmonate signalling, floral homeosis,
flowering ume and circadian clocks, leaf senescence. lat-
cral shoot branching and photomorphogenesis (Gange
et al. 2002).

If SLF acts as a pollen S-determinant by forming an
SCF complex, its most probable target would be the non-
self-S-R Nases, as proposed by Lai et al. (2002). The SLF
expressed in pollen (tube) would target the non-selt-S-
RNases for ubiquitination and subsequent degradation,
but would leave the self~S-RNase intact. The intact
S-RiNase would then function as a cytotoxin that
degrades self-pollen tube RNA.

One problem raised by this scenario is how the selec-
tuve lack of interactions between SLF and S-RNase
proteins from the same S-haplotypes is maintained.
Although the precise molecular mechanism is sull
unknown, an allele—specific lack of interaction was
observed in the self-incompatibility locus of fung
(Kdmper et al. 1995; Kahmann & Bolker 1996). In the
mating process of the phytopathogenic fungus Ustilago
maydis, fused cells maintain a stable dikaryon only if they
carry different alleles of the multiallelic b mating-type
locus. At least 18 different alleles are present at the b
locus, which contains two divergent genes (bE and b117)
that encode homeodomain proteins. bE and bW proteins,
only from different alleles, have been suggested to form
an active heterodimer, which triggers sexual develop-
ment. It will be interesting to investigate the protein—
protein interactions between SLFs and S-RNases and to
compare the mechanism of discrimination with other
self~incompatibility systems.

All F-box proteins identified in the A. rhaliana
genome contain an = 60 amino acid N-terminal F-box
motif, which is expected to interact with the rest of the
SCF complex by binding to the Skp subunit (Gange
et al. 2002). The C-terminal portions of F-box proteins
contain a variable protein interaction domain that is
expected to bind the target protein. The C-terminal
portion of SLF does not have a typical protein interaction
motif such as LRR (leucine-rich repeats) and WD-40
repeats, but exhibits a weak homology to A. thaliana
F-box proteins with the A type-11 motif, the function of
which is unknown (Gange et al. 2002). Supposing that
SLF functions as the pollen S-determinant through the
SCF-ubiquitination pathway, the C-terminal region
would be expected to contain the recognition site of the
target protein, presumably the S-RNase. A comparison
of amino acid sequences suggested that the C-terminal
region of SLF contains several highly variable short
regions surrounded by conserved sequences rich in
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charged amino acids and cysteines. Recently, the crystal
structures of two S-RNases, the S,-RNase from the
Rosaceae plant Pyrus pyrifolia and the S;,,-I- Nasc from
Solanaceae plant N alata, have been reported (Matsuura
ctal. 2001; Ida er al. 2001). These are the first crystal
structures to be solved for proteins that participate in
self/non-self recognition. Structural analyses of SLF

would provide a deeper understanding of self/non-self

recognition mechanisms at the molecular level.

Experimental procedures
Plant materials

Prunus mume cv. Nanko was obtained trom an Aotani plum-grove
in the Kyoto prefecture. The S-genotype of Nanko (8,5) was con-
tirmed as described by Yaegaki er al. (2001). I smone, Shikanohata-1,
was an expected chance seedling line collected from the Nara
prefecture. The S-genotype (8-S.) of this line was determined
by analysing the S-RNase genes according to Tao er al. (2000), In
brief, the genomic PCR of Shikanohata-1 using S-RNase specific
primers, Pru-C2 and Pru-C4R (Ushijima et al. 1998), gave two
kinds of S-RNase fragments. One had an identical sequence with
the S.-RNase of Nanko. The other had an unregistered sequence,
which we deposited as the S,-RNase of a novel S-haplotype, S,
(DDBJ/EMBL/GENBANK accession no. AB092646).

cDNA cloning

Total RNA was isolated using Isogen (Nippon Gene, Tokyo,
Japan) according to the manufacturer’s instructions.

The ¢DNAs encoding S-RNases and SLFs were cloned by
rapid amplification of ¢cDNA ends (RACE). For the 3-RACE,
Reverse transcription (RT) was done with SuperSeript 11 (Invit-
rogen, CA) using an adapter linked oligo-dT primer (5'-
ACTCGAATTCACGCGGCCGCATTTITTITTITTITTTTTT-3,
Phillips & Hutly 1994). PCR was performed with Ex Tag
polymerase (Takara, Shiga, Japan) using the adapter linked oligo-

dT primer and a gene specific primer. The gene specific primers,
Pru-C2,SLFIUTR. (53"-TGACGCACACGAACAGGAACAGTTA-
3), and SLFTUTR (3-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 SLFIRF5 (3-TCATTAGGGTCGATCG-
CACA-3) and SLF7RF5 (3'-TCATCAGGGTCTACCTGACG-
3") were used for RT of S,-SLF and S--SLF genes, respectively.
After RT, cDNA was purified by ethanol precipitation and poly-
adenvlated with terminal transferase (Roche Diagnostcs, Basel,
Switzerland). PCR was performed using the adapter linked
oligo-dT primer and gene specific primer

Genomic DNA purification

Leaves (1 g) were finely ground in liquid nitrogen, immediately
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suspended with nuclei isolation bufter (10 mm Tris-HCI (pH 9.5),
10 ms EDTA, 0.5 s sucrose, 10 mm spermidine, 4 mM spermine,
0.15% (v/v) PB-mercaptoethanol, 1% (w/v) polyvinylpirro-
lidone, 0.5% (v/v) Triton X-100) and centrifuged. After
centrifugation, the supernatant was removed and the pellet was
resuspended in 1 mlL of nuclei isolation buffer. Genomic DNA
was purified from the suspension as described by Murray &
Thompson (1980).

Construction of genomic library

SuperCosl (Stratagene, CA) was digested with EcoRR1, and
the obtained small fragment containing BamHI cloning site was
hgated to the large fragment of EcoR1 digested pENTRIA
(Invitrogen) with T4 DNA ligase. The remaining large fragment
of Ecoll digested SuperCosl was filled in with T4 DNA polymer-
ase and circularized with T4 DNA ligase. The pENTR1A intro-
duced BamHI clommg site from SuperCosl was digested with Af11
and Preull, and then filled in. The resulang 1 kb fragment contain-
ing the recombinase recognition site and the BamHI cloning site
was ligated to the large fragment of Eco47111 digested SuperCosl,
without a BamHI cloning site, and the obtained construct was
termed pSJcosl.

pSJcosl was digested with Xbal and dephosphorylated with
calf intestine alkaline phosphatase. After denaturing the alkaline
phosphatase, pSJcos] was digested with BamHI. 5 pg of genomic
DNA from P. mume cv. Nanko were partially digested with
Sau3Al and dephosphorylated. The digested and dephosphor-
ylated genomic DNA was ligated in 2 pg of prepared pSjcosl
and packaged with phage packaging extract (Gigapacklll gold,
Stratagene).

Screening of library

Escherichia coli was infected with the packaged phage particle and
spread on LB plates containing 50 pg/mL of ampicillin. After
incubation at 37 °C for 15 h, colonies were replicated on to nvlon
membranes (Hybond-N", Amersham Bioscience, Buckingham-
shire, UK) and the membrane was treated according to the
manufacturer’s instructions. Hybridization and detection were
performed with Alkphos Direct (Amersham Bioscience) using
S-RNase ¢cDNAs as probes. Prehybridization, hybridization and
primary washing were done at 60 °C. Colonies in the vicinity of
positive signals were picked up, spread on LB plates contaning
50 pg/mL of ampicillin, and used for hybridization screening.
After repeatung three rounds of hybridization and screening. a
positive clone was isolated and confirmed to contain the S-RNase
gene by PCR using the 5-RNuse specific primers, Pru-C2 and
Pru-C4R.

Shotgun sequencing

The plasmid was purified from the positive clone by Large Con-
struct Kit (Qiagen, CA). Shotgun sequencing was carried out as
previously described with some modifications (Shiba ef al. 2002).
Briefly, the plasmid was randomly digested using HydroShear
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(GeneMachines, CA) and blunted with T4 DNA polymerase. The
digested DNA fragments were separated by agarose gel electro-
phoresis, and DNA fragments ranging from 2 kb to 4 kb were
purified from the gel using Gene Clean 11 (Biol01, CA). The
Purified DNA fragments were ligated into EwRV digested and
dephosphorylated pBC SK(+) (Stratagene). The nucleoude
sequences were determined using PRISM377 and 3700 (Perkin-
Elmer ABI, CA). Sequencing assembly was done with the com-
puter software, Auto Assembler (Perkin-Elmer ABI) or MacPhrap
(CodonCode, MA). Homology searches were performed using
the BrastX program (Aleschul er al. 1990).

Direct cloning of SLF-S-RNase regions

The DNA fragments containing S-RNase and SLF genes were
amplified by PCR using the primers Pru-C2 and SLF-Pro (53'-
ATTCAATAACGTTCAGCCAGGATCT-3), from genomic
DNA from a line of P mume (Shikanohata-1). The obtained
fragments were subcloned into the vector pGEM-T Easy
(Promega, W1), and then sequenced.

Transcriptional analysis

Transcriptional analysis was done by RT-PCR. Total RINA was
extracted from young leaves, and from styles and pollen grains
collected on the day of anthesis. 0.5 pg of RINA was reverse
transcribed in 20 pL of reacnon solution using 10 pmol of
primers, SLF1SPR. (5-GTACGATGACAATGATCCAAAGGAA-
3'), SLF7SPR. (5-GGAGCAGATCTGTACTTGTGTAATT-3"),
SLFLI-R (5-AGCTTCTCAGTTGCAAGGTTGT-3"), Gene6-
R (5'-AATAGAGCACCAGCGTTATCGAA-3") and UBI-R
(5-CATAGGTCAACCCACACTTG-3) for S,-SLF, S.-SLF,
SLFL1, Gene6 and ubiquitin gene, respectively. After RT, 0.4 UL
of RT reaction solution was used for PCR with the specific primer
pairs: SLFISPF (5-AACCCATCGGCTAGAAAACTTAAGA-
3’) and SLFISPR for S,-SLF,SLF7SPF (5'-GGGCTTAATGAC-
TACAAGGTTGTAA-3") and SLF7SPR for S,-SLF, SLFL1-F
(5-ATTCTTGGCGGGAGATCAAG-3) and SLFLI-R for
SLFL1, Geneb-F (5-GGAGGTTTAATGTTAGGCTTTGGAA-
3 and Gene6-R for Gene6 and UBI-F (3-CTCCTCT-
GACACCATCGACAA-3") and UBI-R for the ubiquitin gene.
The primers for the ubiquitin gene were designed from Prunus
avium Ubi gene (AF298826). Amplified fragments were electro-
phoresed on an agarose gel and detected by ethidium bromide
staining.

Acknowledgements

We thank Kanako lwasaki, Hiroko Sato and Naoko Yoneyama
for their technical assistance. This work was supported in part
by Grants-in-Aid for Special Research on Priority Areas B (nos
11238025 and 11238101) from the Ministry of Education,
Culture, Sports, Science and Technology of Japan, and by a grant
from the Research for the Future Program (JSPS-RFTF
00L01605) from the Japan Society for the Promotion of Science.

Genes to Cells (2003) 8, 203-213

References

Altschul, S.E, Gish, W,, Miller, W., Myers, E.W, & Lipman, DJ.
(1990) Basic local alignment search tool. J. Afol. Biol. 21 5,
403-410.

Bai, C., Sen, P, Hofmann, K., et al. (1996) SKP1 connects cell
cycle regulators to the ubiquitin proteolysis machinery through
a novel motif, the F-box. Cell 86, 263274,

Bennett, M.D. & Leitch, 1], (1993) Nuclear DNA amounts in
angiosperms. Amn. Bot. 76, 113-176.

Bernacchi, D, & Tanksley, S.D. (1997) An mterspecific backeross
of Lycopersicon esculentum X L. hirsutum linkage analysis and a
QTL study of sexual compaubility factors and floral traits.
Genetics 147, 861-877.

Borodovsky, M. & Lukashin, A. (2000) Eukarvouc Gene-
Mark.hmm, <htep://opal biology.gatech.edu/GeneMark /
eukhmm.cgi>.

Burge, C. & Karlin, S. (1997) Prediction of complete gene struc-
tures in human genomic DNA. J. Mol. Biol. 268, 78-94.

Coleman, C.E. & Kao, T-H. (1992) The Hanking regions of two
Petunia inflata S-alleles are heterogencous and contain repetinve
sequences. Plant Mol. Biol. 18,725-737.

Craig, K.L. & Tyers, M. (1999) The F-box: a new mout for
ubiquitin dependent proteolysis in cell cycle regulation and
signal transduction. Prog. Biophys. Mol. Biol. 72,299-328.

Cui, Y., Brugiére, N,, Jackman, L., Bi, Y.-M. & Rothstein, SJ.
(1999) Structural and transcriptional comparative analysis of the
S locus regions in two self-incompatible Brassica napus line.
Plant Cell 11,2217-2231.

Dowd, PE., McCubbin, A.G., Wang, X., et al. (2000) Use of
Petunia inflata as a model for the study of solanaceous type
self-incompatibility. Ann. Bot. 85(Suppl. A), 87-93.

Entani, T., Iwano, M., Shiba, H., Takayama, S., Fukui, K. &
Isogai, A. (1999) Centromeric localization of an S-RNase gene
in Petunia hybridaVilm. Theor. Appl. Genet. 99, 391-397.

Ferris, PJ. & Goodenough, UW. (1994) The mating-type locus
of Chlamydomonas reinhardti contains highly rearranged DNA
sequences. Cell 76, 1135-1145.

Gange, .M., Downes, B.P, Shiu, S--H., Durski, A, & Vierstra, 1.1,
(2002) The F-box subunit of the SCF E3 complex is encoded
by a diverse-superfamily of genes in Arabidopsis. Proc. Natl. Acad.
Sei. USA 99, 11519-11524.

Golz, ].E, Clarke, A.E. & Newbigin, E. (2000) Mutational
approaches to the study of self-incompatbility: revisiing the
pollen-part mutants. Ann. Bot. 85(Suppl. A), 95-103.

Harbord, R.M., Napoli, C.A. & Robbins, T.P. (2000) Segreganon
distortion of T-DNA markers linked to the self-incompaubility
(8) locus in Petunia hybrida. Genetics 154, 1323-1333.

Harr, R., Hagblom, P. & Gustafsson, P. (1982) Two-dimensional
graphic analysis of DNA sequence homologies. Nucl. Acids Res
10, 365-374.

Huang, S., Lee, H.-S., Karunanandaa, B. & Kao, T.-H. (1994)
Ribonuclease activity of Petunia inflata S proteins is essential for
rejection of self-pollen. Plant Cell 6, 1021-1028.

Hershko, A. & Ciechanover, A. (1998) The ubiquitn system.
Annu. Rev. Biochem. 67,425—479.

© Blackwell Publishing Limited



ten Hoopen, R., Harbord, R.M., Maes, T., Nanninga, N. &
Robbins, T.P. (1998) The self-incompatibility (S) locus in
Petunia hybrida 1s located on chromosome 111 in a region,
syntenic for the Solanaceae, Plant ] 16,729-734.

Ida, K., Norioka, S., Yamamoto, M., et al (2001) The 1.55 A
resolution structure of Nicotiana alata S, ,,-RNase associated
with gametophytic self-incompatibilty. . Mol. Biol. 314, 103—
112

Jeanmougin, E, Thompson, J.1),, Gouy, M., Higgins, D.G. &
Gibson, TJ. (1998) Multiple sequence alignment with Clustal
X. Trends Biochem, Sa. 23, 403-405.

Kahmann, R. & Bolker, M. (1996) Selt/nonself’ recognition in
fungi: old mysteries and simple solutions. Cell 85, 145-148.
Kamper, J., Reichmann, M., Romeis, T., Bolker, M. &
Kahmann, R. (1995) Muldallelic recognition: nonself-dependent
dimerization of the bE and bW homeodomain proteins in

Ustilago maydis. Cell 81,73-85.

Lai, Z., Ma, W, Han, B., ef al. (2002) An F-box gene linked to
the self-incompatibility (S) locus of Antirrinum is expressed
specifically in pollen and tapetum. Plant Aol. Biol. 50, 29-42.

Lee, H.-S5., Huang, S. & Kao, T.-H. (1994) S proteins control
rejection of incompatible pollen in Petunia inflata. Nature 367,
560-563.

Li, J.-H., Nass, N., Kusaba, M., et al. (2000) A genetic map of the
Nicotiana alata S locus that includes three pollen-expressed
genes. Theor. Appl. Genet. 100, 956-964.

Matsuura, T, Sakai, H., Unno, M., et al. (2001) Crystal structure
at 1.5-A resolution of Pyrus pyrifolia pistil ribonuclease respon-
sible for gametophytic self-incompatibility. J. Biol. Chem. 276,
45261-45269.

Matton, D.P., Mau, S.-L., Okamoto, S., Clarke, ALE. &
Newbigin, E. (1995) The S-locus of Nicotiana alata: genomic
organization and sequence analysis of two S-RNase alleles.
Plant Mol. Biol. 28, 847-858.

McClure, B.A., Haring, V., Ebert, PR., et al. (1989) Style self-
incompatibility gene products of Nicotiana alata are ribonu-
cleases. Nature 342, 955-957.

McCubbin, A.G. & Kao, T.-H. (2000) Molecular recognition and
response in pollen and pistil interactions. Annu. Rev. Cell Dev.
Biol. 16, 333-364.

McCubbin, A.G., Wang, X. & Kao, T.-H. (2000a) Identification
of self-incompatibility (S-) locus linked pollen cDINA markers
in Petunia inflata. Genome 43,619-627.

McCubbin, A.G., Zuniga, C. & Kao, T.-H. (2000b) Construction
of a binary bacterial artificial chromosome library of Petunia
inflara and the 1solation of large genomic fragments linked to the
self-incompaubility (S-) locus. Genome 43, 820-826.

Murfertt, ]., Atherton, T.L., Mou, B., Gasser, C.S. & McClure, B.A.
(1994) S-RNase expressed in transgenic Nicotiana causes S-
allele-specific pollen rejection. Narure 367, 563-566.

© Blackwell Publishing Limited

Polymorphic pollen-expressed F-box gene

Murray, M.G. & Thompson, W.E (1980) Rapid isolation of
high molecular weight plant DNA. Nucl. Acds Res. 8, 4321-
4325,

de Netancourt, . (1977) hicompatibility in Angiosperms. Berlin/
Heidelberg/New York: Springer-Verlag.

Phillips, A.L. & Huuly, A.K. (1994) Cloning of two gibberellin-
regulated ¢cDNAs from  Amabidopsis thaliana by subtractive
hybridization: expression of the tonoplast water channel, y-TIP,
is increased by GA3. Cell 12, 1133-1142.

Shiba, H., Iwano, M., Entani, T, et al. (2002) The dominance
of alleles controlling self~incompatibility in Brassica pollen is
regulated at the RINA level. Plant Cell 14, 491-504.

Shiba, H., Kenmochi, M., Sugihara, M., ¢t al. (2003) Genomic
organization of the S-locus region of Brassica. Biosci. Biotechnol.
Biochem., in press.

Silva, N.E, Stone, S.L., Christie, L.N., ¢f al. (2001) Expression of
the S recepror kinase in self-compatible Brassica napus cv. Westar
leads to the allele-specific rejection of self-incompatible Brassica
napus pollen. Mol. Gen. Genet. 265, 552-559.

Skowyra, D., Craig, K.L., Tyers, M., Elledge, SJ. & Harper, J.W.
(1997) F-box proteins are receptors that recruit phosphorylated
substrates to the SCF ubiquitin-ligase complex. Cell 91,209-219.

Suzuki, G., Kai, N., Hirose, T, et al. (1999) Genomic organiza-
tion of the S locus: identification and characterization of genes
in SLG/SRK region of S, haplotype of Brassica campestris (syn.
rapa). Genetics 153, 391-400.

Takasaki, T, Hatakeyama, K., Suzuki, G., Watanabe, M., Isogai, A,
& Hinata, K. (2000) The S receptor kinase determines self-
incompatibility in Brassica stigma. Nature 403, 913-916.

Takayama, S., Shimosato, H., Shiba, H., et al. (2001) Direct ligand-
receptor interaction  controls  Brassica  self-incompatibility.
Narure 413, 534-538.

Tao, R., Habu, T, Yamane, H., Sugiura, A. & Iwamoto, K.
(2000) Molecular markers for self-compatibility in Japanese
apricot (Prunus mume). HortSci. 35, 1121-1123.

Ushijima, K., Sassa, H., Tamura, M., er al. (2001) Characterization
of the S-locus region of almond (Prunus dulcis): analysis of a
somaclonal mutant and a cosmid contg for an S haplotype.
CGenetics 158, 379-386.

Ushijima, K., Sassa, H., Tao, R., et al. (1998) Cloning and
characterization of cDNAs encoding S-RNases from almond
(Prunus dulas): primary structural features and sequence diversity
of the S-RNases in Rosaceae. Mol Gen. Genet. 260, 261-268,

Yaegaki, H., Shimada, T., Moriguchi, T., Hayama, H., Haji, T. &
Yamaguchi, M. (2001) Molecular characterization of S-R Nase
genes and S-genotypes in the Japanese apricot (Prunus mume
Sieb. et Zucc.). Sex. Plant Reprod. 13,251-257.

Received: 3 October 2002
Accepted: 30 November 2002

Genes to Cells (2003) 8, 203-213



APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROMOLOGY. June 1996, p. 1944-1950

0099-2240,96/504.00 + ()
Copyright © 1996, American Socicty for Microbiology

Vol. 62, No. 6

Molecular Polymorphism Distribution in Phenotypically Distinct

Populations of Wine Yeast Strains
DOLORS NADAL."* BRUNO COLOMER.> axp BENJAMIN PINA'*

Centre d'Investigacio i Desenvolupament, Conscjo Superior de Investigaciones Cientificas and Unitat de Biologia
Molecular del Cemtre de Referéncia en Bioteenologia de la Generalitat de € ‘atalunva, 08034 Barcelona,’
and Ramon Nadal Giré. 08733 El Pla del Penedés, Barcelona,” Spain

Received 29 January 1996°Accepted 21 March 1996

Electrophoretic karyotyping and mitochondrial DNA restriction analysis were used to analyze natural yeast
populations from fermenting musts in El Penedés, Spain. Both analyses revealed a considerable degree of
polymorphism, indicating heterogencous natural populations. By specifically designed genetic selection pro-
tocols, strains showing potentially interesting phenotypes, such as a high tolerance to ethanol and temperature
or the ability to grow and to ferment in wine-water-sugar mixtures, were isolated from these natural popula-
tions. Genetic analysis showed a strong correlation between the selected phenotypes and mitochondrial DNA
polymorphisms. Karyotype analysis revealed several genetically similar yeast lineages in the natural yeast
microflora, which we interpret as genetically isolated subpopulations 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 identify strains with

specific phenotypic properties.

El Penedés is the major sparkling-wine-producing region of
Spain. For more than a century. wine and sparkling wine have
been produced in this area from musts from three traditional
grape varieties, Macabeu, Xarel.lo. and Parellada. Although
the traditional practice is the use of natural mycoflora to start
must fermentation, commercial yeast strains have been used in
the last decade as starters to increase the velocity and repro-
ducibility of fermentations. In addition, production of spar-
kling wine by the traditional method requires the addition of
sugar and preconditioned yeast cells (the so-called pied de
cup) to young wine and requires the so-called second fermen-
tation to proceed for several months in the characteristic spar-
kling-wine bottles. During the second fermentation, yeasts
must ferment all the sugar available. increasing the alcohol
concentration and building a considerable CO, pressure in the
bottle. Very few yeast strains from the natural mycoflora are
able to ferment under such demanding conditions; therefore,
we started the analysis and characterization of the mycoflora
associated with the three traditional grape varieties from El
Penedes so that we could isolate naturally occurring yeast
strains with the appropriate genetic makeup to be used through
the processes from must to sparkling wine.

Although wine yeast strains have been used for centuries,
their unequivocal characterization has been possible only re-
cently, when genomic, karyotypic. and mitochondrial DNA
(mtDNA) analyses have permitted us to identify them and to
monitor their evolution in spontaneous fermentations (21, 27.
28). The yeast microfloras in different wine-producing regions
have been analyzed (26, 28). The data show changes in the
composition of the microflora between different vineyards and
from one ycar to another in the same vineyard (26. 28). In
addition. a sequential substitution of Saccharomyces cerevisiae
strains occurs in must fermentations as they progress to higher
levels of alcohol (19, 22).
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In this paper, we present a study of the natural yeast micro-
floras of fermenting musts from the three traditional grape
varieties from El Penedés, characterized by both mtDNA and
karyotype patterns. We then define a set of selectable and/or
screenable phenotypic characteristics indicative of their useful-
ness in sparkling-wine production. Third, we correlate the ge-
netic patterns of the isolated yeast strains with these selectable
characteristics. We conclude that the natural mycofloras are
made up of relatively small, genetically isolated yeast subpopu-
lations that can be distinguished by both their genetic markers
and their phenotypic characteristics. Several studies have
shown a geographic distribution of molecular polymorphisms
in different wine-producing areas (4, 11, 19, 26, 28): in this
work, we show that these polymorphisms detect not only dif-
ferences between the different “terroirs” but also the pheno-
typic variation among strains sharing the same distribution
area.

MATERIALS AND METHODS

Sampling of yeast strains. Grapes of the three traditional varicties of Maca-
beu, Xarello, and Parellada from the vineyards of the firm Nadal. located in El
Pla del Penedés, 50 km southwest of Barcelona, Spain. were separately pressed.
clarified. and allowed 1o ferment in 20.000-liter tanks in accordance with the
standard procedures of the firm. Samples from the surface, the center. and the
bottom of the three tanks were taken at different stages of fermentation. as
monitored by the change of the fermenting must density. From a starting density
of 1070 glier. samples were taken ar 1,023, 1,010, and 995 gliter. corresponding
to alcohol concentrations of 6.5. 8.5, and 10.5% (volvol). Yeast cells present in
the samples were centrifuged, resuspended in YPD (10 g of peptone per liter. 3
£ of yeast extract per liter, 2% glucose) and frozen at —=80°C after the addition
of glveerol to 507%. Streaks from the starting frozen samples on YPD plates were
incubated at 30°C, and several isolated colonies from each plate were picked.
restreaked. grown in YPD. and frozen as described above.

Metabolic tests. Unlization of different carbon sources was tested on YEP or
SD plates (SD is veast nitrogen base [GIBCO] plus ammonium sulfate. without
amino acids) with 2% of the appropriate carbon source (glucose. maltose. su-
crose, lactose, or galactose). Sporulation plates were prepared as described
previously (23). Utilization of nitrate and lysine as nitrogen sources was tested
with agar plates containing 0.6% glucose, 1.7 g of yeast nitrogen base (without
cither ammonium sulfate or amino acids) per liter, 5 g of sodium sulfate per liter.
and 0.5% either lysine or sodium nitrate. Strains that were sucrose positive.
maltose positive, lactose negative, nitrate negative, and lysine negative were
considered to be candidates for belonging to the genus Saccharomyces (3. 5. 13).

mtDNA analysis. Total DNA extraction and restriction pattern analysis of
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FIG. 1. Hinfl restriction patterns of different strains from El Penedés, Lambda DNA digested with Parl was used as the size marker: numbers indicate the sizes in
hase pairs of the different restriction fragments. The three gels show most miDNA patterns found at least three times in our different strain sets. Capital letters at the
top indicate the code assigned to cach mtDNA pattern. At the bottom. M'93, X'03, P'93, and M'94 indicate the original fermentations from which the strains were
isulated: the strain sets to which they belong are also indicated (see the text and Table 1), Note the appearance of strains with identical miDNA restriction profiles

in different original fermentations and in different strain sets,

mIDNA were performed by the method of Querol et al (21), except that Ivticase
from Oerskovia xanthoneolviica. prepared as deseribed previously (25). was used
1o digest the cell wall, Yeast DNA was digested with cither Hinfl, Rsal, or Tagl,
and digestions were analyvzed in TBE (100 mM Tris-borate, 5 mM EDTA [pH
SA4])-containing 1% agarose gels.

Karyotype analysis, Late-logarithmic-phase veast cultures were embedded in
low-melting-point agarose and sequentially digested with Iyticase and proteinase
K as described previously (10). Yeast chromosomes were separated by pulsed-
ticld gel clectrophoresis (PFGE) in a Hula-Gel (Hoeffer) at 180 V. with a pulse
ramp from 60 1o 120 s, for a total of 40 b in 0.5 TBE buffer m 12°C.

Experimental fermentations. Sclection schemes and small-scale fermuentations
(3 1o 500 ml) were carried out with ¢ither YEPS (10 ¢ of peptone per liter, 5 g
of yeast extract per liter, 27 sucrose) or stenle wine., Wine « wed from the
lirm Nadal was sterilized by filtration through a 0.42-pm-pore-size filter (Schlei-
cher & Schuell or Corning). Pasteurized o heat-treated wine gave nonrepro-
ducible results.

Pied de cup. Small-scale pieds de cup were best performed in 2.5-liter fasks
A L200-ml volume of o mixture made from 840 ml of wine, 320 ml of water. 67
¢ of sucrose, 1.3 ¢ of citric acid, and 360 mg of ENOVIT (AEB Spa. Brescia.
Iy ) was inoculated with washed cells from 150 ml of & YEPS-grown overnight
culture of the appropriate strain. Flasks were Keptat 17 10 20 C without agita-
ton, The initial sleohol concentration was 7.5% (vol vol), Fermentiation progress
was monitored by measurement of densiny loss. At an ethanol concentration of
WA (valvil), carefully measured wine-water-sugar mistures were added 1o
allons the aleohol concentration o rise 1ooa fnal level of T (val vol) as aoresult
of the metabolic awtivity of the cells, The final cell count wis from 4 = 107 1o 8

I ml

Ennlogic analysis. Fermentations were monitored by measuring the decreise
i the medium density (with o standard enologie densimeter), the amount of
resducing sugars remaining (with a standiard kit from GABL Moga, Spain [ 16]). or
the wlcohol content (wath kit 176 290 from Bochrninger Mannheim), using the
coversion tables gnd or instructions provided by the manutacturers inoall cases

RESULTS

Natural population of yeast cells in fermenting musts from
El Penedes. Spontancous fermentations of musts correspond-
g to the 1993 harvests of Macabeo (M93), Narello (X'93).
and Parclliada (P793) grapes and the 1994 harvest of Macabeu
grapes (M) were monitored, and samples were taken at
three different stages of the fermentation, as described in Ma-
terials and Methods, Yeast cells from these 12 samples were
centrifuged, washed. and frozen as described in Materials and
Aethods. Then 10 o 12 independent clones from cach of these
12 original yeast stocks ( 124 clones in total) were isolated on

YPD plates and separately frozen at —80°C. These 124 inde-
pendent clones, referred to as set A, were tested for utilization
of glucose, maltose, sucrose, lactose, and galactose as carbon
sources and for utilization of lysine and nitrate as nitrogen
sources. From the morphology of vegetative cells and of asci,
as well as from metabolic data, we assigned most of the clones
(116 of 124) 1o the genus Saccharomyces. Considering their
mtDNA restriction patterns (Fig. 1) and chromosomal profiles
(Fig. 2), as well as their metabolic behavior, we conclude that
most, if not all. of our Saccharomyces clones correspond to .
cerevisiae (see below) (11). Of the remaining eight clones,
many correspond to apiculated yeasts, presumably belonging
to the genus Kloeckera, except for one or two clones that
possibly belong to the genus Kliyveroniyees.

mtDNA from several Saccharomyces clones was analyzed by
the d4-base-cutting enzymes Hinfl, Rsal. and Tagl, giving dis-
tinct restriction patterns. Rsal gave somewhat less diversity
than cither Tagl or Hinfl (results not shown): therefore, we
routinely used Hinfl to group the isolated strains into classes
according to their mDNA restriction patterns and occasion-
ally confirmed the homogeneity of these classes by using the
other two enzymes. Figure 1 shows several different restriction
patterns found in our samples.

The analysis of the 116 Saccharomyees clones isolated from
spontancously fermenting musts revealed a large degree of
miDNA polymorphism. At least 24 different miDNA restric-
tion patterns were observed (Table 1t Fig. 1). Three miDNA
restriction patterns (termed A, B, and C2) account for more
than 70 of the whole set, although their relative proportions
vary among the different fermentations. The remaining 307 of
strains showed mtDNA restriction patterns that were unique
or rare (one 1o five cases).

Selection of yeast strains for sparkling-wine production.
Sparkling wine is produced in El Penedcs by the traditional
method first developed in La Champagne, France, in the 18th
century. This procedure places great demands on yeasts, even
for wine-producing yeast strains. [t requires yeast cells to start
fermentation in a medium that contains 10 to 11% (vol/ivol)
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{Table 1). Brackets and numbers on the right show the chromosome groups as defined in the text and in Fig. 3. Arrows point to bands that show some heterogeneity
among clones with the same miDNA pattern. (A) Strains from set A: capital letters at the bottom indicate the miDXA restriction pattern corresponding to each clone
Note that all lanes but lane 11 have mtDNA pattern A, (B) miDNA restriction pattern D (locculent) strains, (C) miDNA restriction pattern CF3 (highly fermentative)

strains. (D) mtDNA restriction pattern T4 (heat-resistant) strains

alcohol. which is inhibitory for most wine veast strains. As a
consequence of the high alcohol and low oxygen concentra-
tions, veast growth, which in musts occurs naturally during the
first stages of the fermentation up to high cell 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 the second fermentation of sparkling wine, toxicity

due to the rise in alcohol concentration is exacerbated by the
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
inoculated wine plus 20 g of glucose per liter with the frozen
yeast stocks and incubated these cultures at 30°C. taking ad-
vantage of the cumulative toxic effect of temperature and 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 1. Distribution of mtDNA patterns in the different
spontancous must fermentations
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TABLE 2. Distribution of the different miDNA patterns in all four
sets of independent clones

No. () of clones with mtDNA pattern

mIDNA : PR No. (“7) of clones with miDNA pattern
M'o3 X'o3 P93 Moo4 Total Set A Sa B Set C Sat D
A 11 (44.0) 5(208)  11(39.3) 17(43.6) 44 (37.9) A 44 (37.9) 15 5
! 3. 37. 37. 5(31.9) 1(5.9 (111
B_ 5(20.0) 1(4.2) 11 (39.3) 3(7.7) 20(17.2) B 20(17.2) 0 0 o 0{ )
(,_’ 3(12.0) 0 i 0 1(2.6) 4(34) C 4(34) 0 0 0
c2 0 I%[:\I'l.m 1(3.6) 5(12.8) 18 (15.5) C2 18 (15.5) 0 0 0
D 0 3(208) 0 0 5(4.3) D 5(4.3) 9(19.1) 0 0
E 0 0 3(10.7) 1(2.6) 4(34) E 4(34) 1(2.1) 0 0
H 0 0 0 3(7.7) 3(2.6) F 1(0.9) 2(4.3) 0 0
Other’  6(24.0) 1(4.2) 2(7.1) 9(23.1) 18 (15.5) H 3(2.6) 0 0 0
) T1 0 10(21.3) 0 0
Total 25(100.0)  24(100.0) 28 (100.0) 39(100.0) 116 (100.0) T2 0 3(6.4) 0 0
3
“mIDNA restriction patterns found only once or twice in all four samples. 1T; :: i :21; |g (94.1) g
CF3 0 0 0 5(55.6)
Other* 17 (14.7) 2(4.3) 0 3(33.3)
magnesium sulfate per liter, 0.5 mg of zinc chloride per liter) Total 116 (100.0) 47 (100.0) 17 (100.0) 9 (100.0)
was added to facilitate yeast growth. It must be pointed out i
that both the pied de cup and the sparkling-wine second fer- ~ Other genus 5 g g ¢

mentation are carried out in temperature-controlled environ-
ments, between 14 and 20°C; therefore, our test represents a
considerable temperature stress. A total of 48 independent
clones were isolated and characterized from this selection. This
eroup of clones will be referred to below as set B.

A second absolute requirement for industrial sparkling-wine
production is the ability to support the standard pied de cup
protocol. This traditional practice ensures that yeast cells be-
come gradually adapted to high levels of alcohol, so that they
can serve as starters for the second fermentation. Small-scale
pieds de cup were performed in 50-ml flasks containing a
wine-water-sugar mixture with 740 ml of wine per liter and 65
¢ of sucrose per liter, designed to start from 8% ethanol and to
reach 129% ethanol when all the sugar was consumed. Combi-
nations of the three original frozen yeast stocks from each of
the M'93, X'93, P'93, and M'94 fermentations were used to
inoculate four flasks (one flask for each original fermentation),
which were incubated at 20°C until most of the sugar was
consumed. Then these cultures were used to inoculate a sec-
ond set of flasks with a similar water-wine-sugar mixture but
designed in this case to start at Y% ethanol and to finish at 12%
cthanol. These flasks were again incubated at 20°C until all the
available sugar had been consumed. Samples from this second
round were kept frozen for further selection protocols (sce
below). A third round was performed, this time with wine plus
24 g of sugar as the medium per liter—the same conditions as
in the second fermentation. A total of 17 clones were isolated
and characterized from these last cultures (set C).

Finally, we developed a screening protocol to isolate yeast
struins with high fermentation capacities. Test tubes containing
wine-waler-sugar mixtures (740 ml of wine per liter. 65 g of
sucrose per liter) to raise the alcohol content from 8 to 127
(volvol) upon fermentation were separately inoculated with 90
independent clones from the second step of the pied de cup
selection and incubated at 17°C. The fermentation capacity
wits monitored by using inverted Durham tubes and checking
for the appearance of gas bubbles. The nine faster-fermenting
clones (set D) were reisolated. resereened, and stored as de-
seribed above,

Genetic and mtDNA analysis of phenotypically selected

yeast strains. Our next step was to analyze the different sets of

veast strains from the three different selection schemes (sets B,
C. and D) and to compare their compositions with the random
sample taken from the original yeast stocks (set A). On the

“ miDNA restriction patterns found less than three times in all four sets,
" Non-Saccharomyces clones.

basis of their morphological and metabolic characteristics, as
well as their mtDNA and karyotype patterns, we assigned all of
them to §. cerevisiae. We presume that the selection schemes
we imposed excluded clones from other species present in set
A (Table 2). The mtDNA restriction analysis of these strains
revealed 10 new restriction patterns that were not found in set
A (Tables | and 2: Fig. 1). Apart from that, the composition of
miDNA patterns varied widely among the different sets. For
example, miDNA patterns B and C2 were absent from yeast
strain sets B, C. and D, whereas they accounted for more than
one-quarter of the clones in set A when combined. Conversely,
mtDNA patterns T1 (219% of set B), T4 (94% of set C), and
CF3 (56% of set D) were absent in set A, indicating that their
combined proportion in the initial stocks was equal to or lower
than 19. The difference in composition between sets B, C, and
D is also remarkable. These three sets had very few mtDNA
patterns in common. and when a given mtDNA pattern was
found in more than one set (like pattern T4 in sets B and ©),
its proportion was very different in the two scts (Table 2).
mIDNA pattern A was present in all four sets, probably rep-
resenting a major lincage in El Penedes natural populations.
However, whereas it was found in a similar, high proportion in
sets A and B, it was almost residual in sets C and D (Table 2).

We conclude from our data that our selection schemes have
selected not only strains with determined phenotypic traits but
also strains with different mtDNA patterns. To assess whether
this correlation between the phenotype and mitDNA pattern is
observed for different phenotypes, we screened our four sets of
veast strains for two completely independent phenotypes that
we had not selected for: galactose utilization and flocculation.

The ability 1o grow on galactose was once used as a system-
atic key to distinguish between the species S. cerevisive and S.
bavanus (13). According to the latest systematic tendencies. the
species S. bavanus (S. wvarniom) should be reserved for a much
better defined set of yeasts, regardless of whether they use
galactose or melibiose (3, 15). Nevertheless, galactose utiliza-
tion is a very casy test that can be used to trace specific genetic
makeups. All tested strains of mtDNA restriction patterns A,
B. and T4 were able to grow in galactose, whereas only one of
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TABLE 3. Appearance of galactose utilization and floceulation
phenotypes in clones with different miDNA patterns

" No. of clones showing:
Nao, of ¢lones 2

IR tested Growth in
galactose Flucculation
A 16 16 0
B ] 6 0
D 8 | h
T4 8 t 0
CF3 5 0 1]

cight mtDNA restriction pattern D strains and none of the
mtDNA restriction pattern CF3 strains showed this phenotype
(Table 3). Thus, our data show a clear correlation between
mtDNA pattern and galactose utilization.

Flocculation is a very desirable property for many applica-
tions, because it facilitates the removal of cells from the me-
dium (24). In sparkling-wine production. it could facilitate the
process of removal of yeast cells and cell debris immediately
before commercial corking of the bottles. a very time-consum-
ing step called riddling or rémuage. In our strains, we observed
a very strong correlation between flocculation capacity and
mtDNA pattern D; all clones showing this mtDNA pattern
were flocculent, and all flocculent clones found up to now
showed this particular mitDNA pattern (Table 3).

Karyotypic analysis of wine strains from El Penedés. Karyo-
typic analysis has been widely used to characterize wine yeast
strains (2, 4, 8). We used different 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 different original musts when possible. It must be pointed
out that these four subgroups of clones show not only different
mtDNA patterns but also different phenotypic traits. miDNA
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 practical to assign specific chromosome
numbers to 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 six 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 which 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 to each chromo-
some in the same way, but we consider that it would be too
risky without appropriate gene-mapping experiments, which
we have not yet performed.

From the gels in Fig. 2 and the scheme in Fig. 3. several
conclusions can be drawn. First. all karyotypes are relatively
similar, with similar numbers of chromosomal bands running in
similar positions in the gel. Second. strains with different
mtDNA restriction patterns also show different karyotype pro-
files, as can be observed by comparing chromosome group 3
from lanes 10 (mtDNA pattern A) and 11 (mtDNA pattern B)
in Fig. 2A or chromosome groups 2, 3, and 6 from strains
showing mtDNA patterns D, CF3, and T4 in Fig. 2B to D.
These differences are schematically summarized in Fig. 3.
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FIG. 3. Schematic representation of different karyotypes from ditferemt
clomes showing mtDNA patterns A, B DL T4, and CF3 (indicated at the top).
Asterisks indicate bands that show some vartbility among clones with the same
mIDNA restriction pattern (data from many different gels). M corresponds to a
Laboratory haploid stran, W303a (from the Yeast Genetic Stock Center, Berke-
ley, Calif). Roman numerals on the right mark the positions of the different yeast
chromosomes of the laboratory strain: arabic numbers next to them indicate the
chromosome sizes in kilobases (from reference 10). For simplicity, we have
subdivided the Karyotypes into six different chromosome groups, indicated on the
lefr,

A third aspect, shown in Fig. 2. is a certain karyotype het-
erogeneity among strains with the same mtDNA pattern. This
heterogeneity is increased in the fastest band on chromosome
group 1. For example, in Fig. 2A. all lanes but lane 11 corre-
spond to strains showing mtDNA restriction pattern A; never-
theless, comparison of this band from different lanes reveals a
clear heterogeneity in both the position and intensity of this
band. The same can be said for strains showing mtDNA pat-
terns D. CF3, and, perhaps less clearly. T4 (Fig. 2B to D).
Apart from that, differences are observed in other groups of
bands. For example, in Fig. 2A. lanes 4 to 7 (X'93 strains) show
a different pattern of the relative intensities of the two bands
on chromosome group 2 compared with the rest of mtDNA
pattern A strains (either M'93 or P'93 strains). Densitometric
analysis of this region of the gel gives an upper-to-lower 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
differences only in the hypervariable band. 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 second-slowest band of chromosome group 6 (Fig.
2C. lower arrow). Similarly, mtDNA pattern T4 strains (Fig.
2C) show differences in chromosome groups 1, 2, and 3; strains
showing larger differences (like, for example, lanes 3 and 4 in
Fig. 2D) come from different original fermenting musts.

Taken together. the results of our karyotype analysis show
differences between strains with different mtDNA patterns, a
certain heterogeneity among strains showing the same mtDNA
pattern, and a hypervariable, low-mobility PFGE band. As a
general trait, strains from the same grape variety tend to be
more similar to each other than to strains with the same
mtDNA restriction pattern from other grape varieties, suggest-
ing that the karyotype pattern is a good indicator of the degree
of genetic proximity between strains.
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DISCUSSION

Our study of the yeast microflora in a particular vineyard in
El Penedés has some interesting peculiarities. Our samples
come from a relatively small vineyard of about 120 ha where
the three traditional grape varieties are grown and harvested.
It is also an ancient vineyard, as it appears in reports from the
16th century. Finally, the standard procedures followed rou-
tinely by the firm Nadal allowed us first to take samples of the
three separated fermentations corresponding to the three
grape varieties and, second. to test isolated clones for spar-
kling-wine production under conditions very similar to the
regular commercial procedures.

The analysis of the natural mycoflora of fermenting musts
from El Penedés shows a large variability in the molecular
polymorphisms, revealed by both miDNA pattern and karyo-
tvpe data. Some degree of diversity has also been reported in
similar studies from different French (4. 26, 28) and 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 mtDNA
pattern composition seen among grape varieties harvested in
the same year can arise from either differences in the initial
mycoflora present on the grapes, differences in the composi-
tion of nutrients of the resulting musts, or differences in cli-
matic conditions during the harvests. Macabeu is harvested
between the last week of August and the first 2 weeks of
September, Xarel.lo is harvested in 2 or 3 weeks in the middle
of September, and Parellada is harvested at the end of Sep-
tember and the beginning of October.

mtDNA restriction patterns have been widely used to iden-
tify wine yeast strains (11, 18-20, 28). However, the meaning of
the heterogeneity in mtDNA restriction pattern is not clear. It
has been reported recently that mtDNA structure can be used
as a systematic test to distinguish between very similar Saccha-
romyces species (6, 11), so that the overall structure of the
mitochondrial genome is probably rather homogeneous among
S. cerevisiae strains. The observed polymorphisms most prob-
ably arise from either point mutations or small deletions rather
than from larger rearrangements of the mitochondrial genome.
The mitochondrial genome of 8. cerevisiae has been reported
to recombine with high frequency, since markers separated by
only 1.5 kb behave as though they are genetically unlinked (9,
17). Thus, mtDNA lineages are independently maintained and
accumulate genetic variations during vegetative growth: in
sporulation/conjugation cycles, recombination between the two
parental miDNA genomes results in a further increase in
mtDNA heterogeneity. From this point of view, miDNA pat-
terns reflect the genetic pedigree of the clone, because zyvgotes
inherit significant proportions of the miDNA genome from
both parental strains.

Karyotype analysis shows a clear heterogeneity between the
different sets of strains, Although most of this heterogeneity
aceurs between clones with different miDNA patterns (Fig. 3).
some variation is observed among clones with the same
miDNA pattern, especially for clones isolated from different
fermentations (Fig. 2 and 3). In this regard, the observed
hypervariability of a low-mobility band, which can be used as
an indication of clonality. is particularly interesting. In labora-
tory strains, this band corresponds to chromosome XII, which
includes the repetitive rDNA genes (10). We consider it likely
that the hypervariability of this band in wine strains corre-
sponds to differential amplifications of rDNA genes, but we
have not tested this hypothesis.

Karyotype is obviously dependent on the pedigree of each
particular clone, because cach parent haploid cell supplies half
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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 some of this variation arose during our own experimental
fermentations or selection tests; that is, clones that we consider
independent because they have different karyotypes may be
vegetative progeny of a single cell in the original sample. There
is probably no good answer to this concern, for we do not know
the frequency of these changes in our populations. Presumably,
large changes in the number of rDNA gene repeats occur with
relatively high frequency, so that populations with the same
mtDNA 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
between mtDNA pattern A strains from the original samples
from Macabeu and Xarel.lo (Fig. 2), probably correspond to
totally independent clones with a common mtDNA lineage.

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

To our knowledge, our study is the first one that shows a
correlation between molecular polymorphisms and specific
phenotypic traits in wild 8. 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 mtDNA genetic polymorphism and this particu-
lar phenotype. This relationship is much harder to imagine for
flocculation and galactose utilization. For both cases, a great
deal of genetic information is available, invariably referring to
specific sets of nuclear genes (12, 24). Therefore, we favor the
idea that the different mtDNA patterns are indicative only of
distinct subpopulations of the natural yeast microflora, each
with its own karyotype and mtDNA lineages. These popula-
tions arc probably genetically isolated from each other: other-
wise, phenotypes like galactose utilization and flocculation
would have been more widespread among strains with different
miDNA patterns.

We interpret the appearance of strains with the same
mtDNA pattern and similar phenotypic characteristics but with
somewhat different karyotype profiles as an indication that our
sets originated not from a single original cell but from a pre-
existent population of different, related yeast clones. The pres-
ence of such a mosaic of phenotypically distinct natural yeast
populations, perhaps reflecting an adaptation to specific mi-
croenvironments, has very important implications for the ecol-
ogy and for the biotechnological usc of wild yeast strains. The
correlation between different relevant phenotypes and specific
mtDNA polymorphisms can facilitate the isolation and char-
acterization of wild yeast populations with the desired meta-
bolic and genetic traits.
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Yeast strains isolated from the wild may undergo karyotype changes during vegetative growth, a character-
istic that compromises their utility in genetic improvement projects for industrial purposes. Karyotype
instability is a dominant trait, segregating among meiotic derivatives 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.
Specifically, RAD52 disruption eliminated recombination at telomeric and subtelomeric sequences, had no
influence on ribosomal DNA rearrangement rates, and reduced to 30% the rate of changes in chromosomal
size. Thus, there are at least three mechanisms related to karyotype instability in wild yeast strains, two of them
not requiring R4D52-mediated homologous recombination. When utilized for a standard sparkling-wine
second fermentation, Arad52 strains 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 strains isolated from the wild and illustrate the feasibility and limitations of genetic

remediation 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. 10, 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 which many genetic tools are
applicable.

We previously analyzed karyotype instability in strain DC3
(4). This karyotypically unstable strain produced karyotypically
stable meiotic products with high frequency. From these re-
sults we inferred that karyotype instability might be governed
by relatively few genetic elements and that it might be possible
to stabilize the karyotype of unstable strains by disrupting one,
or more, of the genes involved.

Mitotic and meiotic karyotype variations in natural and in-
dustrial yeast strains have been related to chromosomal trans-
locations due to ectopic recombination between homologous
sequences interspersed in the yeast genome, such as Ty ele-
ments, delta elements, or Y’ elements (5. 18, 21). A direct
prediction of this model is that chromosomal rearrangements
require a functional RAD52 gene for homologous recombina-
tion (16). Our objectives in the present study were (i) to obtain
and characterize a Arad32 derivative of an unstable yeast strain
to determine the role of homologous recombination in Karyo-
type variability during vegetative growth and (ii) to determine
whether the fermentation abilities of the disrupted strain have
been altered.
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lecular de Barcelona, CSIC, Jordi Girona 18, 08034 Barcelona, Spain.
Phone: 34-93-4006157. Fax: 34-93-2045904. E-mail: bpcbme(@ cid.csic
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MATERIALS AND METHODS

Culture medium and conditions. All strains were grown in YEPS medium (3
£ of yeast extract/liter, 20 g of sucrosefliter, 10 g of peptone/iter; Pronadisa,
Madrid, Spain) and were incubated at 30°C with continuous shaking (250 rpm).
YPD plates contained 5 g of yeast extract/liter, 20 g of glucosefliter, 10 g of
peptone/liter, and 20 g of Bacto agar (Pronadisa)/liter.

Serial cultures. Strain DC3 was isolated and characterized among a collection
of wine yeast strains from El Penedes, located 50 km southwest of Barcelona,
Spain (4. 14, 13). Serial cultures were grown in 2 ml of YEPS at 30°C in 15-ml
culture tubes, After 24 h of culture in a roller, cultures reached near saturation
{optical density at 600 nm [OD,,y,] of =10) and were used to inoculate fresh
tubes to an OD,,,, of (.05, The growth and subculturing process was repeated
until these serial cultures completed 100 doublings (ca. 10 to 15 transfers). A
sample from the last culture was spread on a YPD plate and incubated a1 30°C
for 2 days, At least nine clones were picked from each plate, grown in YPD. and
stored at =80°C after the addition of 30% glycerol. The frozen stocks were used
for all further analyses.

Karyotype analysis. Yeast cells from late-exponential-phase cultures were
embedded in low-melting-point agarose (Pronadisa). The resulting plugs were
incubated first with Lyticase (Sigma, St. Louis, Mo.) and then with proteinase K
(Sigma) 1o digest both veast wall and veast proteins, as previously described (7).
Yeast chromosomes were separated by pulsed-field gel electrophoresis in a
Hula-Gel apparatus (Hoefer Instruments, San Francisco. Calif.) at 200 V by
using a pulse ramp from 60 to 150 s for 50 h in x0.5 TBE buffer (100 mM
Tris-hydrosymethvlaminomethane borate, 5 mM EDTA: pH 8.4) wt 12°C.

Calculation of rearrangement rates. The rate of chromosomal rearrangements
per generation R was calculated from the fraction of clones showing a karnvolype
pattern identical to the input strain after 100 doublings (P,) according to the
following formula (4 R = 1| — P

Statistical analyses. Significance tests between assays were performed as 242

contingency tables. Significance values were calculated by the x* function with 1
degree of freedom.

PCR protocols. DNA sequences for the kan” gene and narl (nourseothricin
N-acetvltransferase) genes. conferring resistance to Geneticin and nourseothri-
cin, respectively, were amplified by PCR from plasmids pFA6-kanMX4 (23) and
PAG2S (natMXY) (9). respectively, by using the following primers (RAD52
sequences are capitalized): RADS2A-up (5-GAAGTTGCAGCCTTAGCTGT
AACAAAGGTgeatageccactagtggatetg-3') and RADS2A-lo (5'-TAGGACCTG
AGTATATCTCCAAGAGAGTTGGGTTTGGAcageigangettegtacge-3').

A natl-disrupted endogenous rad32 locus from a transformed yeast strain was
reamplified with the following primers: rad52b-up (5"-TTACGCGACCGGTAT
CGA-3") and rad52b-lo (5-TATTTGTTTCGGCCAGGAAG-3').
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PCR conditions. PCR was performed with [ U of DyNuzvme Fxt DNA
polymerase (Finnzymes, Espoo. Finland). cither 0.1 ng of DNA (plasmids) or 10
ng of genomic DNA. and 10 pmol of each primer. After an initial denaturation
step at 5 min for 94°C, primers were annealed for 1 min at 48°C and extension
was allowed o proceed for either 1.5 min (disruption cassette) or 3 min (dis-
rupted genomic fragment from the heterozygote) at 72°C. After redenaturation
for 1 min at 94°C. the cyele was repeated 30 times.

Yeast transformation. Strain DCS was transformed with the different PCR
products by the lithium acetate method (8. 19). with minor modifications. Yeast
transformants were selected in YPD plates containing 200 mg of Geneticin
(Sigmi) or 100 mg of clonNat (Huns-Knoll Institute fir Naturstoflf Forschung.
Jena, Germany ) liter. Double transformants were isolated on plates containing
both antibiotics,

DNA isolation. DNA was extracted as previously described (20) with some
modifications. A dense culture was washed in 30 mM EDTA (pH 7.3) and
treated with Lyticase (1 mg ml: Sigma) and RNase A (20 mg ml: Sigma) for 1 h
At 37°C After centrifugation (15000 < ¢, 1 min). the cell pellet was resuspended
n SO0 pl of lysis buffer (30 mM Tris HCL 10 mM EDTA, 2% sodium dodecy
sulfiutes pH 8.0). Upon addition of 150 pl of 3 M potassium acetate at pH 4.8, the
cells were placed on ice for 1 h and pelleted by centrifugation at 13,000 x g for
15 min. The supernatant was extracted with phenol three times. once with
phenol-chloroform-isoamyl alcohol (25:24:1). precipitated with two volumes of
cthanol at =20°C for 30 min, and air dricd,

Southern blot. Purificd DNA was resuspended in TE and digested with ap-
propriate enzymes. DNA fragments were separated in 0087 agurose-TBE-gel
clectrophoresis, denatured. and bloted onto Hybond-N+ filters (Amersham
Pharmacia, Uppsila, Sweden) according o the manufacturer’s instructions. The
RADS2 probe was obtained by amplification of DNA of the laboratory strain
W303a (from the Yeast Stock Center. American Type Culture Collection. Ma-
nassas, Vi) with the primers rad32b-up and rad32b-lo. The Y' probe was
obtained from plasmid pELA2HI0+7 4.8 (11). Both probes were labeled with
fluorescein-12-UTP (Roche. Mannheim. Germany) by the random primer pro-
tocol (Ready-10-Go: Amersham Pharmacia). Prehybridization was performed in
S0% formamide-0.25 M sodium phosphate buffer (pH 7.2)-77% sodium dodecyl
sulfate-1 mM EDTA=50 pg of salmon sperm DNA (Sigma)'ml at 42°C for 4 h.
Hybridization was performed at 42°C overnight in the prehybridization solution
plus the Tabeled DNA probe. The fuoreseein-lubeled probe was detected by an
alkaline phosphatase-linked antibody (Fluors-AP: Tropix, Bedford, Mass.). ac-
cording to the manufacturer’s instructions, by using CDP-Star (Bochringer.
Mannheim, Germany) in 0.1 M dicthanolamine (pH 10)-1 mM MeCl as a
chemiluminiscent substrate,  Chemiluminiscence was recorded by exposing
Kodak X-Omat AR (Kodak. Lid.. London. United Kingdom) films for 2 10 15
min, al room temperature.

Experimental fermentations. Yeast strains were propagated in heat-treated
grape juice (13 min at 110°C) and then adapted and grown in the base wine,
decording 1o standard procedures (picd de cup [1]) Yeast growth was followed
My turbidimetry (Hach ratio and s Turbidimeter; Hach Company, Loveland,
Culod. All trials were performed in heat-treated. 2000 vintage base wine, This
fase wine was i blend of young wines from Chardonnay. Macabeuw, and Perellada

srape cultivars: its compuosition was determined by standard enological determi-
Wt (), Sparkling wine second fermentations were performed with this base
wine i autockved standard 730-ml bottles modified o withstand up to 10 bar,
Hottles were filled with o minture of base wine. sucrose. and picd de cop con-
tamnne 1% ethanol, 6 ¢ of titrable acidity, 24 g of sucrose liter. and 10° viable
seast cells per ml Fermentation progress wis monitored with pressure ganges.

RESULTS

Generation of & Arad52 DCS derivative. We attempted 1o
disrupt both copices of RADS2 of DCS by using two noncomple-
mentary, non-mutually interfering antibiotic resistance mark-
ers, Aan’ and narl (9 (Fig. 1), We amplified cassettes en-
compassing the resistance: markers: with chimeric primers
encompassing the relevant sequences of the corresponding
plasmids, as well as base positions 185 to 213 (upper primers)
and 1044 to 1070 (lower primers) from the RADS52 open read-
ing frame (positions relative to the first ATG), whereas we
obtained single disruptions at relatively high frequency with
both selection strategies. Simultancous or scquential disrup-
tion of the two RADS2 alleles by transforming with these PCR
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FIG. 1. Disruption of both R4D52 alleles of DCS5. (A) Diagram of
the disruption. The resident RADS2 gene is indicated as a black box at
the top. BumHI sites as deduced from the sequence at the Saccharo-
myces Genome Database  (hup:/genome-wwwi.stanford.edu/cgi-bin
/SGD) are indicated by the letter B. Disruption cassettes conferring
resistance to clonNat (middle) or to Geneticin (bottom) are repre-
sented as white boxes: arrows indicate the sequences corresponding to
promoter (left) and terminator (right) sequences. Predicted sizes of a
BamHI digestion of the strain harboring the disrupted Arad52 allele
are indicated. (B) Southern blot of genomic DNA from a gencticine-
resistant heterozygote (left) and a double disruptant (right), digested
with Bam1 and probed with a RAD52 probe (Fig. 2A. top). The
original DCS strain gave only two bands of 2,047 and 1.562 bp (not
shown).

fragments failed. The second copy of the RADS52 gene in a
RAD32/ Arad52::kan” strain was disrupted by replacement by a
DNA fragment encompassing the natM X4 cassette (9) Hanked
by 195 bp upstream and 504 bp downstream sequences from
the RADS52 gene (Fig. 1B). All double disruptants were sensi-
tive to 0.015% methyl methanesulfonate, a typical phenotype
for Mrad52 mutants (25). The data demonstrated the existence
of two, and only two, copies of RADS52 in the parental strain, a
finding which is consistent with the DNA content of DCS being
close 1o 2C (4).

Karyotype stability of Arad52 strains. We compared karyo-
types of clones from DCS and from two (Al and Ad) Arad52
clones isolated after 100 doublings in rich medium (Fig. 2). As
previously described (4), a subset of highly variable chromo-
somal bands appeared in the upper part of the gel. These
bands were identified as variants of chromosome XI1I by hy-
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rad52::kan” Irad52/natl
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FIG. 2. Analysis of karyotype instability of DC3S and of its Arad52 derivatives. Cultures of DCS strain (left panel) and of two independent

DC3Arad32 derivatives (middle and right panels) were maintained during 100 doublings in reach medi
plate, and nine clones were randomly picked for karyotype analysis by pulsed-ficld gel electrophores

m. The resulting culture was spread on a
. The figure also includes the karyotypes of

the parental input strains for each culture (indicated by the letter P on the bottom). Arrows at the side of the gels indicate the region where
chromosome X1 hypervariable bands run. White arrowheads indicate other Karyotype variations relative to the parental input strains. Black
triangles at the bottom indicate clones whose karyotypes differed from that of the corresponding input strain. The lower part of the gels was digitally

enhanced to better reproduce small chromosomal bands.

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

Table 1 shows rearrangement rates for several indepen-
dently analyzed Arad52 derivatives (4) (chromosome XII ex-
cluded). Their combined rearrangement rates, 6.4 x 10 *
changes per clone per generation. is significantly lower than
that of the parental DCS strain (2.1 X 1073 P=2231077)

TABLE 1. Statistics of rearranged clones in Xrad32 strains

No. of clones RL'.I”.III'::L'IIIL'H[ rate

Group - (changes - clone '
Total Rearranged generation "
DCS 17 15 21 %1073
Arad32 clones
Al 25 8 39 %107
Ad 39 22 83x10?
BI1 9 4 59107
B2 9 5 8.1 % 10
Total 82 39 64 = 107
Monosporidic derivatives”
- . : - ] 4
Constant derivatives 273 22 8.4 x 10
Variable derivatives 181 132 1.3 x 10

¢ Carro and Pina (4)

or of the combined variable monosporidic derivatives of DC5
(1.3x 102 P=64x10 %) but higher than that for constant
meiotic derivatives from DC5 (8.4 x 1074, P = 9.1 x 107"
[Table 1] [4]). Independent Arad52 derivatives showed similar
rearrangement rates, ranging from 3.9 X 107* to 8.3 x 10°°
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 evident in the subtelomeric regions,
where most changes accumulate (3, 12). We evaluated varia-
tions in the subtelomeric ends in Arad32 strains through re-
striction fragment length polymorphism analysis (RFLP) of Y’
sequences (2). DC5 clones isolated after 100 doublings have
considerable polymorphism in their Y' sequences (Fig. 3. top).
comparable to that of the chromosomal bands for the same
clones (not shown. see Fig. 2 for comparison). In contrast, a
similar experiment with Arad32 strains showed an uniform Y’
RFLP pattern (Fig. 3. bottom), even in clones that were rear-
ranged on the basis of their karyotype (not shown). Analysis of
a total of 20 independent Arad52 clones isolated after 100
doublings showed no polymorphism in their Y' RFLP pattern.
which sets an upper limit value for variability of the Y’ pattern
of 5 % 107" changes per clone per generation. We conclude
that variation in the subtelomeric regions depends on R4D52
(presumably, through ectopic recombination) but that at least
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DC5

FIG. 3. Analysis of Y' sequence polymorphism in DCS and
DC3Arad32. Genomic DNA from six clones (originated as in Fig. 2)
from DC5 (1op) and from a DC5Arad52 strain (bottom) were digested
with Xhol, run in a TBE agarose gel, blotted, and hybridized with a Y’
probe. At the bottom of each tract there is the corresponding densi-
tometric profile, running from left to right: small arrowheads indicate
bands whose mobility changes among the different clones (only ob-
served in the DCS strain).

some of the chromosomal rearrangements observed originate
from an alternative mechanism.

Fermentation capacity of the Arad532 strains. Strain DCS
was isolated following selection for yeast strains for sparkling
wine production, which requires an extremely high fermenta-
tion capability (13, 14). Both the original DCS and the rad52
double disruptant performed the typical sparkling wine second
fermentation with very similar. if not identical, kinetics (Fig. 4).
Preliminary organoleptic analyses revealed no major differ-
ences between the two fermentation products (data not
shown). Viable cells were recovered after the completion of
the fermentation, i.e., when the pressure in the bottles reached
at least 7 bar, Phenotypic analysis of 23 surviving clones from
the bottles inoculated with the Arad32 strain indicated that all
25 of them maintained both resistance markers (narl and
kan"), indicating that Arad52 cells were responsible for the
observed fermentation in the bottles.

DISCUSSION

Genetic remediation of natural and industrial yeast strains is
complicated by their Luck of selectable genetic markers and by
their ancuploid nature. The use of dominant markers, c.g.,
antibiotic resistance, can overcome the first of these problems.,
We found that the nourseothricin resistance gene narl is com-
patible with the commonly used kan” gene, making this pair of
markers suitable for complete disruption of both alleles at a
gene in diploid strains. Targeting the second resistance marker
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FIG. 4. Small-scale fermentation trials for DC5 and DC5Arad32.
The graphic shows the increase in pressure in the bottle in a tvpical
sparkling wine second fermentation. Note the completion of the fer-
mentation (at ~7.5 bar) after only 10 days of fermentation for both
strains. Data are averages of two independent clones for DC5 (left)
and six independent DC3Arad52 clones. Standard deviations were
under 5% of the mean values in both cases.

to a nondisrupted allele required extended sequence homology
to both flanks of the nondisrupted allele. An easy way to obtain
this extended homology is to amplify a previously disrupted
allele from a heterozygotic 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 Saccharomyces relies
on recombination between nonallelic homologous sequences
dispersed across the veast genome, including Y', delta, and Ty
sequences, to generate the observed results (35, 13, 18, 21). This
model predicts that chromosomal rearrangements require a
functional RAD52 gene (15, 16). We found that karyotype
instability during vegetative growth is only partially dependent
on RAD32, since chromosomal rearrangement rates in Arad52
strains were significantly lower than that of its parental strain
DC5 but still at least five times higher than the rates associated
with stable strains. In contrast, recombination at subtelomeric
regions was dependent on RADS2, indicating that they proba-
bly oceur through homologous recombination between nonho-
mologous loci. Recombination at subtelomeric sequences may
play a role in the generation of chromosomal polymorphisms,
both in mitosis and in meiosis (2. 5, 12), but our results suggest
that this mechanism is not responsible for much of the karyo-
type variation observed. We hypothesize that at least two ad-
ditional chromosomal rearrangement mechanisms can result in
nonhomologous,  RAD32-independent  recombination  pro-
cesses. One of these mechanisms would account for at least a
third of the observed changes in chromosome sizes during
vegetative growth. The second one is involved in rDNA rear-
rangements, which occur genetically independent from rear-
rangements of the rest of the genome (4, 24),

The long-term objective of our research is to demonstrate
the feasibility of genetic remediation for reducing chromo-
somal instability of natural strains without compromising their
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industrial performance. For historical reasons, we were partic-
ularly interested in yeast strains that can perform the so-called
second fermentation of sparkling wine, which involves a refer-
mentation of a base wine in the typical sparkling wine bottles
(13, 14). This process requires a very efficient fermentation by
the yeast due to the stringent conditions under which it pro-
ceeds, including a low pH (2.9 to 3.1). an ethanol concentration
of >10%, low levels of nutrients, the presence of SO,, a mod-
erate temperature (13 to 20°C), and an increase in CO, pres-
sure up to 7.5 bar (1). That the Arad32 strains perform simi-
larly to the parental strain in fermentation trials suggests that
this approach is feasible for this type of veast strain and that
similar strategics of genetic remediation in other industrial
yeast-based fermentations need to be considered.
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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 via 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 activate Tnt1 mobility. Transcription appears to be the key step to controlling
Tnt1 amplification, as newly transposed Tntl 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 play a 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
evidence suggests the possible generation of genetic
plasticity in response to stress through the mobilization
of retrotransposons, the most widespread eukaryotic
mobile elements. Stress and external challenges, including
microbial attacks, are known to be major factors activating
retrotransposon expression in a wide range of organisms
such as yeast (Bradshaw and McEntee, 1989; Rofte etal.,
1986), drosophila (Strand and McDonald, 1985), mammals
(Liu etal., 1995) and plants (Grandbastien, 1998; Wessler,
1996). So far, the biological significance of the stress
modulation of retrotransposons remains  unclear.
However, it is in agreement with McClintock’s original
model that postulates that transposable elements are

© 2001 Blackwell Science Ltd

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
conditions (Kalendar etal, 2000). An alternative, but not
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 of retroviral replication corresponds to an
escape mechanism for the virus from damaged or stressed
host cells (Andrews etal.,, 1998).

Any debate on the putative biological impact of retro-
transposon activation implies that stress induces not only
expression but also subsequent transposition. However,
except for yeast, direct evidence of retrotransposition in

159
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response to stress is scarce and often controversial. This
situation partly results from the difficulty in establishing
experimental systems to demonstrate mobility in multi-
cellular organisms (Arnault and Dufournel, 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
for retrotransposon mobilization by stress in plants, where
experimental tests for retrotransposition are particularly
difficult due to the high copy number of most plant
retrotransposons. Examples of transposon insertions were
reported in progenies of virus-infected maize plants
(Dellaporta 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 etal., 1996;
Hirochika, 1993).

The Tnt1 element of tobacco (Nicotiana tabacum) is one
of the best characterized plant retrotransposons
{Grandbastien etal.,, 1989b). Tntl is not expressed in
healthy tobacco tissues, except in roots (Pouteau etal.,
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 etal., 1999; Moreau-
Mhiri et al., 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 et al., 1994). However, Tnt1is 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 Tnt1
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 activate 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 etal, 1994), indicating that Tntl 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 subsequent cell culture
(Grandbastien etal., 1997).

Tnt1 is mobile and was originally isolated after trans-
position into a target gene. However, in spite of a good
knowledge of the conditions and mechanisms activating
Tnt1 expression, no evidence was yet reported that Tnt1
transcriptional activation is correlated to subsequent Tnt1
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 Tntl1 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 etal., 1989b), we used a
high resolution retrotransposon-anchored PCR strategy
allowing the simultaneous detection of multiple insertion
sites of high copy number elements, described as the
Sequence-Specific Amplification Polymorphisms (SSAP)
technique (Ellis etal, 1998; Gribbon etal., 1999; Waugh
etal, 1997) or as Transposon Display (Casa etal, 2000;
Van den Broek etal.,, 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 sequences of the population
of newly transposed Tnt1 elements and to compare them
with the sequences of the population of elements known
to be transcribed in the same stress conditions
(Casacuberta etal., 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 etal., 1991), EcoRI
digestions were performed to avoid internal amplifications
from the 3’'LTR. A primer pair consisting of an EcoRl primer
(E00) and a Tntl1-specific primer (LTR13) was used for
SSAP amplifications. The Tnt1-specific primer, LTR13, was
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Figure 1. Schematic representation of the SSAP strategy used to analyze
Tntl insertion polymarphism

Top. Tntl general structure; bottom:. enlargement of the region
containing the SSAP-amplified sequence. Boxes represent Tnt1 sequence
and thick dotted lines represent flanking genomic DNA. The three
functional domains (U3-R-US) of the LTR are indicated. The Bl and Bl
regulatory motifs present in the U3 domain of Tnt1A elements are
indicated by stripad and shaded boxes, respectively. The sequences of
the EcoRl adaptators (lower case letters) and of the EOD primer (capital
nalics) are indicated, together with the remaining nucleotides resulting
from the EcoRl digestion (capital bolds). The positions and orientations
of the SSAP primers EQ0 and LTR13 are indicated by 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 EQ0/LTR13 primer combination
thus allows amplification of variable amounts of 5 flanking
genomic DNA, together with a 5'LTR portion that includes
the U3 region, previously shown to be highly variable in
Tnt1 populations (Casacuberta etal, 1995; Vernhettes
etal,, 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 PBD6 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
D8, tl and PBD6 lines and in different leaves of D8 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. Tntl
insertion polymorphism was examined in all the regener-
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 (y%qs = 6.37, P=027). The
presence of the t/ somatic instability, known to increase
the level of spontaneous mutations (Grandbastien etal,,
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
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Figure 2. SSAP profiles obtained with the EOQ/LTR13 primer combination
for the six tobacco genotypes analyzed in this study (a), and for
independent regenerants obtained after protoplast isolation (b)

g8 and g9p are regenerants obtained from the Gat genotype and x14
x17 and %30 are regenerants obtained from the D8xtl hybrid 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 (y%4 = 29.68, P < 0.001) is found between
plants regenerated via protoplast isolation or via explant
culture, indicating a 9-fold increase in the appearance of
new SSAP bands in response to the protoplast isolation
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Table 1. Tnt1insertion polymorphisms in regenerated tobacco plants

Genotype Plants regenerated from leaf protoplasts

Plants regenerated from leaf explants

Number of Plants with New bands

Transposed Number of  Plants with New bands Transposed
tested plants new bands per profile copies’ tested plants new bands per profile copies’
number % number mean number % number mean

Gat 21 9 42.9% 1-7 255 1112 20 0 0% 0 0 0/0
D8 33 7 21.2% 1-4 243 35 30 0 0% 0 0 00
tl 29 6 20.7°: 1-5 35 33 27 1 37% 3 3 1"
D8 -l 29 6 20.7% 1-5 2.67 99 16 1 6.2% 1 1 nt

Sam 27 8 29.6% 1-3 1.75 8/8 24 0 0% 0 0 0/0
PBD6 17 2 11.8% 1 1 1M 30 2 6.6% 1 1 2/2
Total 156 38 24.4% 245  35/38 147 4 2.7% 1.5 33

'confirmed transpositions/number of tested bands; nt =-non-tested

procedure. The number of new SSAP bands revealed on
EQO/LTR13 profiles varied from one to seven per plant
(Table 1), with a mean number of bands of 2.45 and 1.5 for
plants regenerated via protoplast isolation or 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
regenerated 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 after 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 strategy. Taken together,
our results demonstrate that the vast majority (93%), and
possibly all, of the new SSAP bands detected in regener-
ated plants correspond to newly inserted Tnt1 copies.

Sequence variability of the populations of transposed
Tnt1 elements

The tobacco Tnt1 family is composed of an heterogeneous
population of elements that can be grouped in subfamilies
characterized by different U3 regions (Vernhettes etal.,
1998). We have previously shown that only the Tnt1A

subfamily, characterized by the Bl and BIl regulatory
sequences involved in Tnt1 stress-activation (Casacuberta
and Grandbastien, 1993; Vernhettes etal.,, 1997), is
expressed in protoplasts (Casacuberta etal, 1995).
Furthermore, protoplast-specific transcripts are not a
unique sequence, but a population of different, albeit
very closely related, RNAs (Casacuberta etal., 1995). Since
the first half part of the 5’LTR is amplified by the EO0/LTR13
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.

All the newly transposed copies analyzed belong to the
Tnt1A1 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 major 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 BIl regulatory repeats (Casacuberta
etal., 1995). The P1 and P23 RNAs differ in the U3 region
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 or two single nucleotide
changes only, as well as by the sporadic deletion of a
complete Bll repeat, that may be considered as a single
mutational event generated during the reverse transcrip-
tion process (Casacuberta etal, 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)
sequences. 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 of the partial LTR sequences of newly transposed Tntl copies characterized in protoplast-derived plants

(a) and of
preexisting Tntl insertions (b,

Sequences have been aligned on the d161tr transposed copy. chosen as a reference because of its identity to the major P23 Tnt1 RNA species. Sequences
of the P23 and P1 Tnt1 RNA species as well as of the Tnt1-94 mobile copy are included (the P23 and P1 RNA sequences terminate at the end of the R
region), Dashes and blanks indicate sequance identity and deletions, respectively. Nucleotides that differ from the reference sequence are shown in capital
letters, Lower case letters and stars indicate that the 5" end of the LTR could not be determined. since no homology to previously characterized Tnt1 LTRs
could be detected upstream from the sequences shown by dashes. Blanks have been introduced in the reference sequence to allow for nucleotide
insertions. Black boxes indicate important features of the Tnt1A LTR (Bl and BIl boxes, TATA box. R region). The subfamily and group of each sequence,
as defined in Vernhettes et al. (1998) are indicated in brackets.

related to the Tnt1-94 element originally isolated after etal., 1989b) (Figure 3a, six lower lines). Interestingly,
insertion into the nitrate reductase encoding gene and transcripts of this type were never characterized in
characterized by an atypical third Bll repeat (Grandbastien 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 s82tr), to the same
subpopulation type.

These data indicate that there is a good correlation, at
the level of the regulatory U3 region, between the Tntl
transcripts generated by protoplast isolation and the Tnt1
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 Bll repeats. We have previously shown that
90 percent of transcribed elements contain 4 Bll repeats,
indicating that BIl sequences were essential for Tnt1
activation in protoplasts (Casacuberta etal, 1995).
Surprisingly, a significantly lower proportion of newly
transposed copies containing four Bll repeats (64%) has
been observed in this work tzz(m =8.48, P<0.001). In
addition, one of the newly transposed copies, t42tr,
contains only two BIl repeats, although transcripts con-
taining fewer than three Bll repeats have never been
characterized (Casacuberta etal., 1995).

In contrast to newly transposed Tnt1 copies, the regu-
latory regions of pre-existing Tnt1 insertions are much
more heterogeneous (Figure 3b). While most of them
(75%) belong to the Tnt1A1 group, only four of them
belong to the P23-type and one of them to the P1-type. All
the remaining pre-existing Tnt1A1 copies contain more
than four bp changes. Only six (33%) of them contain four
Bll repeats, and several others display larger-scale modi-
fications such as insertions or apparent 5’ truncations
(dp162a, g72c, s82¢ and gp94b). The remaining ancient
Tnt1 insertions belong either to the Tnt1B (17%) or to the
Tnt1C (8%) subfamilies.

Discussion

Microbial factors activate retrotransposon amplification

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 Tntl mobility
observed in control plants regenerated via explant culture.
Since transcription is a prerequisite for the transposition of
retroelements, this sharp increase in Tnt1 mobility results
necessarily from one or several protoplast-specific factors
able to strongly activate Tnt1 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
etal, 1991). The subsequent early steps of protoplast-
derived cell culture are expected to have very little impact

on Tnt1 transposition, since Tnt1 transcript levels decrease
strongly in the few hours following removal of the fungal
extracts (Grandbastien etal., 1997), and no Tnt1 transcript
could be detected by Northern analysis in tobacco cell
cultures (Hirochika, 1993). Furthermore, Tntl is not
expressed in tobacco calli (Pauls etal, 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 Tnt1 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 origin.
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 Tnt1 mobility. This background mobility could
result from the original wounding step, since previous
studies showed that, although no transcript could be
detected by Northern analysis in shredded tobacco leaf
tissues (Pouteau etal., 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 Tnt1
LTR (Mhiri etal, 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 Tnt1 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 Tntl insertions. The total number of Tnt1 inser-
tions in tobacco was indeed estimated to be more than 500
through SSAP analyzes using EcoRl primers containing
two additional selective nucleotides (unpublished data). It
is therefore likely that the total number of newly trans-
posed Tnt1 copies that we observed in each plant on E0O/
LTR13 profiles is also underestimated. The high level of
Tnt1 transposition observed in our in vitro experimental
strategy opens the perspective to assess efficiently the
genetic impact of stresses such 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.
Although the functional consequences of the new Tntl
insertions remain to be established, insertions of transpo-
sable elements are thought to be a major source of genetic
diversity, by generating direct gene mutation or genome
structural rearrangements (Kidwell and Lisch, 2000). Our
work represents the first direct demonstration that factors
of microbial origin, known to activate plant defense
responses, are also able to generate plant genomic
diversity through retrotransposition amplification. Our
results therefore strengthen the hypothesis that stress
modulation of transposable elements might play a 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
for Tnt1 amplification, and mobilization might also result
from incompatible or non-host plant-microbe interactions,
provided that tobacco defense responses are activated.
Since such ‘unsuccessful’ microbial challenges are quite
frequent in natural conditions, and since resistant or non-
host plants are much more likely to produce progenies
than heavily infected plants, the evolutionary impact of
retrotransposon activation by microbial challenges might
be quite significant.

Transcription is a key step controlling Tnt1 amplification
in response to pathogen factors

Previous studies have shown that the population of
tobacco Tnt1 transcripts displays a structure similar to
the populations of closely related but different viral
genomes referred to as ‘quasi-species’, and that the LTR
U3 region is important for expression in protoplasts
(Casacuberta etal., 1995). We show here a striking simi-
larity between the U3 sequences of Tnt1 elements tran-
scribed in protoplasts and the U3 sequences of Tnt1 copies
that have subsequently completed their retrotransposition
cycle and inserted into the tobacco genome. Interestingly,
the sharp contrast between the populations of newly
transposed copies and the more variable pre-existing
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insertions allows us 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 of fungal extracts on Tnt1 expression is transi-
ent, since their removal after the overnight treatment is
rapidly followed by a sharp decrease in Tnt1 transcript
levels (Grandbastien etal, 1997). This indicates that
induced transpositions have mostly occured during, or
shortly after, the application of the fungal 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 different master copies can be simultaneously
active within the same cell.

Since the population of transposed copies is expected to
reflect template RNAs that succeed in completing the
downstream steps of the retrotransposition process, the
tight correlation between transcribed and transposed
pools suggests that there is very little or no template
selection for Tntl reverse transcription. Transcription
appears therefore to be a key step controlling Tntl
retrotransposition, and no specific post-transcriptional
control, for instance at the reverse transcription or the
integration steps, seems to further 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 Bll repeats, compared with RNA templates. Deletion of
repeated sequences frequently occur during retroviral
replication and retrotransposition (Pathak and Temin,
1990; Xu and Boeke, 1987). We have previously suggested
that Bll deletions during reverse-transcription could be
involved in the control of active Tnt1 populations
(Casacuberta etal, 1995). The significant decrease in the
proportion of 4-Bll elements that we observe after com-
pletion of the reverse transcription cycle strengthens this
hypothesis. Interestingly, an unexpected 2-Bll transposed
copy appears as a possible single direct deletion derivative
of two adjacent Bll. However, since we also observed in
this work the frequent transposition of Tnt1-94-type
copies, poorly represented at the transcriptional level
{Casacuberta etal., 1995), we cannot exclude the possi-
bility that 3-Bll elements are in fact more efficiently reverse
transcribed than 4-Bll 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 information on their activity
is mostly available through transcript analyzes
(Grandbastien, 1998). To date, direct retrotransposition
has only been monitored by characterization of insertional
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mutants (Grandbastien et al., 1989b; Varagona et al., 1992;
White etal, 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
(Heidmann 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: (1) N. tabacum cv Xanthi: the
XHFD8 line ('D8'), a homozygous diploid line obtained from an
anther culture-derived haploid line (Bourgin and Missonier, 1973);
the tI-1086 line (1), carrying the somatically instable t/ mutation
(Deshayes, 1979). The t/ mutation, originally obtained on N.
tabacum cv Samsun (Dulieu, unpublished), was transfered to N.
tabacum cv Xanthi by successive backcrosses (Deshayes, 1976).
The F1 hybrid between the XHFD8 and t1-1086 lines was also used
('D8xtl'). (2) N. tabacum cv Gatersleben (‘Gat’). (3) N. tabacum cv
Samsun (‘Sany') 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 fully
expanded young leaves of the six genotypes were sampled to
obtain leaf explants and mesophyll protoplasts. Leaf tissues were
simultaneously sampled from similar plants for both procedures.

Protoplast-derived regenerants

Leaves were sterilized, wounded and placed in medium TO0
(Bourgin etal., 1979) containing cell wall hydrolases (Onozuka
R10, Yakult Biochemicals Co. Ltd, Tokyo., Japan, 0.1%;
Macerozyme R10, same origin, 0.02°%:; Driselase, Sigma, St
Quentin Fallavier, France, 0.05%) for a standard overnight (16 h)
enzymatic digestion. Protoplasts were rinsed from the digestion
medium, cultured in medium TO0 as described (Bourgin etal.,
1979) and subcultured in medium C as previously described
(Muller etal,, 1983). Derived colonies were plated onto solidified
medium R4MO medium (Bourgin etal., 1979), allowing callus
formation and callus-derived shoot regeneration. Regenerated
shoots were rooted on B medium (Bourgin etal, 1979). Each

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

Explant-derived regenerants

Leaves were sterilized, and wounded leaf pieces were placed onto
solidified medium R4MO medium (Bourgin etal., 1979), allowing
callus formation and callus-derived shoot regeneration at wound
sites. Regenerated shoots were rooted on B medium (Bourgin
etal., 1979). Calli produced at different positions of the same leaf
explant were separated at early stages. Each regenerated plant
was obtained from a different callus.

SSAP procedure

Plant DNA was extracted from leaf material of 5-6 leaves in vitro
plants, according to the Doyle and Doyle CTAB method (Doyle
and Doyle, 1990). After an RNAse treatment, RNA-free genomic
DNA was extracted with phenol:chloroform, salt-precipitated and
re-suspended in TE (10 mw Tris, 0.1 mm EDTA). Genomic DNA
(0.5 pg) was digested with 5 U EcoRI (Gibco BRL, Cergy-Pontoise,
France) in a 25-ul volume of RL buffer (10 mm Tris-acetate pH 7.5,
10 mm magnesium acetate, 50 mm potassium acetate, 5 mm DTT)
at 37 C overnight. The restricted DNA was diluted with one
volume of ligation mix comprising 50 pmoles of EcoRl adaptors
{Figure 1), 0.4 mm ATP, 1 U of EcoRl and 1 U of T4 DNA ligase
(Pharmacia, Orsay, France) in RL buffer. Ligation was performed
at 37°C for 3 h. Ligated DNA was finally diluted with 10 mm Tris-
HCI, 0.1 mm EDTA pH 7.5 to the final concentration of 2.5 ng uL™".
A 5-ul aliquot of the diluted ligation mix was amplified in a 25-pl
reaction containing 35ng of *P-labeled LTR13 primer (5-
CTTATACCTTGTCTGTGAAACC-3", +286 to +265 of Tnt1-94
{Grandbastien etal., 1989b), 50 ng of EcoRl primers (Figure 1),
0.24 mm of each dNTP, 1.5 mm MgCl, and 1.5 U of Tag DNA
polymerase (Perkin Elmer, Courtaboeuf, France) in its reaction
buffer. PCR was carried out using the following conditions: 5 min
at 94 C, 13 cycles of 30 sec at 94°C, 30 sec at 65°C (- 0.7°C per
cycle), 2 min at 72 C, 25 cycles of 30 sec at 94°C, 30 sec at 56°C
and 2 min at 72 C, followed by a final extension step at 72°C for
10 min

After PCR, samples were diluted with one volume of loading
dye (95% formamide, 0.05% xylene cyanol FF and 0.05% bromo-
phenol blue), heat denatured at 94 C for 5 min and directly cooled
on ice. For each sample, a 6-8 ul aliquot was loaded on a 6%
denaturing polyacrylamide gel (20 x 40 * 0.04 cm) and pre-run
at 35 W for 45 min. Samples were then run at 35 W for 4 h in
1xTBE. Gels were transferred to Whatman 3 mm paper and
vacuum dried at 65 C for 1 h. Dried gels were exposed to X-ray
films overnight or for 48 h, depending on the signal intensity.

Isolation and characterization of new SSAP bands

New SSAP bands that were clearly separated from non-poly-
morphic bands were selected, excised from the dried gels using a
razor blade and re-suspended in 100 pl of water. DNA was eluted
from the bands by boiling for 15 min, salt-precipitated and re-
suspended in 10 ul of sterile water. A 5-pul-sample was then used
as DNA template in PCR amplification using the SSAP conditions
and primers described above. Amplification products were sep-
arated on 2% agarcse gels. Bands with the expected molecular
weight were excised from the agarose gels and cloned in pGEMT
vector according to the manufacturer’'s recommendations
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(Promega, Charbonnieres, France). Sequencing was performed
using the Abi prism automated sequencer. The nucleotide
sequence data of these clones have been submitted to the
DDBJ EMBL/Genebank 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 request) were designed from the flanking genomic regions
of consensus clones. Direct PCRs were performed using these
primers and the LTR13 primer. In each case DNA from the
regenerant, from which the new SSAP band was characterized,
was tested against control DNA samples from other regenerants
and’or 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 of 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
of adjacent flanking 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
Tntl insertions.

All sequenced copies were named as follow: the first letter(s)
indicate(s) the genotype (g and gp = Gat; d and dp = D8; t = tl;
x = D8x1l; s = sam; pb = PBD6); the following numbers (ranging
from 1 to 23) identifie(s) the regenerant and the final number
identifies the SSAP band. 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 band.
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Expression profiling of genes involved in heavy

metal hyperaccumulation and tolerance In
[hlaspi caerulescens |

Judith E. van de Mortel!, Lisa A. Gilhuijs-P ’dersonz, Maarten Koornneef! and Mark G.M. Aarts!

From these data we selected some genes which may be involved in
zinc hyperaccumulation and/or tolerance. Z/P4, the most
differentially expressed gene between Thlaspi and Arabidopsis (at 2
UM Zn), is the Arabidopsis orthologue of ZV71, a zinc transporter
previously suggested to be involved in Zn hyperaccumulation.

Introduction

Thlaspi caerufescens (Fig. 1) is a natural Zn, Cd and Ni
hyperaccumulator species belonging to the Brassicacea2 family. It
is selffertilizing, and closely related to Arabidopsis, with about 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.

4 o Little is known about the molec r'ar

Table 1. A selection of differentially regulated genes with a putative role in heavy metal
hyperaccumulation or tolerance. red = upre;j ulated, ;' 2cn = downregulated, blue = no
significant difference in expression.

4 : . Te2 - Ar2 TclOO- A2 TclOO- Tec2
genetic mechanism behind heanr metal
r mulation an lerance. Wi re P4, a putative Zn transporter 23 12 0.53
hype accumulatio _3 d tole a ea SadenosytL-homocysteinase, putative 8.0 17 22
trying to unravel this mechanism by Cold acclimation protein homolog 40 18 46
studying 7. caerulescens’global and Hypothetical protein 6.0 14 23
o AAE A o pas Hypothetical protein a6 40 12
individual gene expression. The initial Putative glutathione Stransferase 34 8.2 27
attempt is to identify genes that play a Cytosolic malate dehydrogenase 38 85 2.3
p . =" Scarecrowdke 1 2.5 7.2 29
role in Zn hyperaccumulation or :olerance. Ferrulate-5-hydroxylase (FAH1) 77 71 093
Fig. 1 Thiaspi caenlescens bZIP transcription factor-ike protein 7.1 12 1.7
Cadmium transporting ATPase like protein 35 4.0 1.2
Prm 5 P Putative cadmium transporting ATPase 15 20 1.3
A 20F neineds Metallothionein 2b 3.5 B.0 23
H 1 Putative zinc transporter 5.7 3.0 0.52
Global gene expression gnal_yms was pedormed b_y hetgmlogous asignsnisibztaslin B o e e
cDNA micro-array hybridisation using Agilent Arabidopsis 1 NAM (no apical menstemblike protemn 34 4.4 1.3
i : i roun > v nes. Receptordike protein kinase i3 4.1 13
oligonucleotide arrays represent ngf arou AE 1_3 SOQ [;L;Tﬂt e genes o st - P 7
The array was Iabelled with cDNA from Arabidopsis thalana roots Nicotianamine synthase 32 6.8 21
grown hydroponically at 2 uM ZnS0, and 7. caerulescensroots Copper amine oxidase-ike protein 5.3 3.6 0.68
i tidy | . Putative protein 6.0 0.96 0.16
grown at 2 and 100 uM ZnSO, (Fig. 2). Individual gene expressions AP2 domain containing proten RAP 23 2.0 25 0.15
were confirmed for 7. caerulescens by Northern blot anzlysis. Putative xyloglucan endotransglycosylase 2.19 0.068 0.026

Arabidopsis thahana roots 2 uM ZnSO, (At2)

7 \

Northern blots of 7. caerulescensroots and leaves grown at different

Y 4 \ zinc concentrations were performed for a selected number of genes
Thiaspi caerulescens ” Thiaspi caerulescens to confirm their expression ':F'g' 4).
roots 2 yM ZnS0, (Tc2) =®  roots 100 uM ZnSO, (Tc10 romecmn  (RO__R2_ RIO RID L0 (2 L0 LI0O

transporing ATPase

e AR i A W -
Putatve ascorbate . oy :
e & & & B & & 3
i B e W W o s

Fig. 4 Northern blot analysis of four genes which may be involved in zinc

hyperaccumulation and/or tolerance. Ten micrograms of total RNA of 7. caenlescens
roots (R) and leaves (L) was used.

Fig. 2 Experimental set-up of the micro-arrays. Arrows indicate different nybridisations.
The arrow colour indicates whether a sample was labelled with Cy3 (greer ) or with
Cyb5 (red).

0 QISCHSSI0N

More than 300 genes are higher expressed in roots of 7.
caerufescens compared to Arabidopsis and 73 genes ars
differently expressed between 7. caerulescens roots exposed to
two ZnS0O, concentrations (Fig. 3).

Tc100- At2 Te2 - A2

A

Tel0Q-Te2

Fig. 3 Venndiagram of the number of genes up- or down-regulated in the different
comparisons. red = upregulated, ;" = down-regulated

Doy ilfc
MWOSHRS

Concilusions

*Arabidopsis oligo-arrays can be conveniently used for heterologous
hybridisation with labelled 7. caerulescens cDNAs.

*Qver 300 genes are higher expressed in 7. caerulescens roots
grown at normal and elevated Zn concentrations compared to
Arabidopsis roots at normal Zn concentrations.

*Relatively few genes are differentially expressed between 7.
caerulescens roots exposed to 2 and 100 uM ZnS0,.
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POLYKETIDE DERIVATIVES ACTIVE AGAINST
BOTRYTIS CINEREA IN GERBERA HYBRIDA
(ASTERACEAE)

Teemu H. Teeri', Satu Koskela?, Paivi Séderholm?, Tero Wennberg?, Karel D. Klika4, Vladimir V. Ovcharenko?,
Irene Kylanlahti®, Tiina Auerma?, Jari Yli-Kauhaluoma?, Kalevi Pihlaja4, and Pia M. Vuorela®

'Gerbera Laboratory, Department of Applied Biology, University of Helsinki, P.O. Box 27, FIN-00014 Helsinki, Finland;
?Institute of Biotechnology, University of Helsinki, Finland; Viikki Drug Discovery Technology Centre, Department of
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INTRODUCTION

Plants produce a remarkable dversity of secondary metabolles. Iwmlecuhl w:lgﬂ
natural products thal have roles. e g in i with the Ch

synthase (CHS). the key enzyme of the flavonoid branch of phenylp ids, Is a b

of a super family of plant polyketide sy that includs l:loie!;r!nhhdunzyms
catalyzing one, two or tives seq I g b lonykCoA and a
variety of CoA-thi starters, Pr y we | d from hybnda a cDNA

molecule encoding a new CHS-Ike enzyme. 2-pyrone synthase (2PS5) (3]. 2PS has novel
substrate specificity, but retains nearly 70% amino acid identty with CHS. The end product
of its reaction sequence is tacetclactone (1). a8 putative precursor of both gerberin (2) and
parasorboside (3) (Fig. 2)[1).

Gerbera plants ransgenic Tor an antisense construct of the 2PS encoding cDNA bck 2Ps

enzymatc acivity |2| and produce neither ge 12) nor p 13

These two gh hes are nol ,..b\.luemommbeplecusmsu'

slorage l'crms of bioactive molecules in gerbera plants. Here we report on three pathogen-
antfungal Oty (4}, trans-p ¥ 15) and

A-mcroxy-5-meth in (6)In o Bolrylis cinerea aftack in gerbera ascertained

by comparing d plants to o lines lacking 2P5.

RESULTS

S ibility of the 2PS f, to the mold Botrytis cinerea

To test whether ransgenic gerbera plants lacking 2PS activity are more su ceptible towards

B. cinersa than control plants, an infection study was performed Jnder controlled

conditons. The progress af u infection was followed fol nine days afler

dation. A clear plants and the conftrol plants in
Their ability to resist mddbiaﬂonwaswservedlﬂg n

Stages of Infection

Figure 1. Progression of infection by Bobryfis cinerea in Gerbera fybnide.

Control plants (white bars) showed no signs of infection fve days after infection (4 and had only minor
damage after nine days (C). By contrast, the ransformants lacking 2PS (gray bars) were alwvays
severely Infected by the mold by the fith day (B) and were totaly collapsed after nin. days (D)

Ci W de lndy ‘Mh’a 7 infact

A survey using various solvents showed that the | extract of tie control plants

d htwuuhddﬂqinﬂunns{mm in addtion 1 the

d sub es 2) and p rboside (3. &' least three new

substances uaeﬁhc‘hdby TLC amyﬁsmhlmscemesolwe—ndcwot plants
but not in the ransgenic plants (Fig. 2).

Sd Control “ranagenic

Figurs 2. TLC analysis of the sxiracts from infected gerbera plants.
hmwmmwmmmwmmmzp
several additional compounds appeared in the corcllas of infecied confrol plants during B. cinerca
infection (fractiors 4 and 5). The ik uwdnmﬁmmmmhm
extracts from the ransformants.

Isclation and identification of the antifungal compounds

To identify the bioactive compounds in the methanol from the control plant samples,
preparatve TLC fractionation was performed. A total of five fractions were collected from TLC
plates (Fig. 2). Inhibitlon was observed only for \'rmons 4 and 5, other fractons did not show

any signs of inhibition, including fraction 2 con'alning gerberin (2) and p rboside (3). The
bivactive fractions were further purified by =HPLC and the ihlmns of lm :o«wm
Identified by NMR and M5. Minimal 7 LONC for the 4)

and (6) against B. cinerea. H annosum and R solani were dew'rered{sth h

Table L Minimal inhiblion concentratin (iigidisc) of four compounds

aganst three pathogenic fungi &S Tl
Compound T cherea M annosum R solanl
-hydrony-S-meth ik oumarin (8} 8 10
gerbern aghycone (4) 500 250 500
riacetolactone (1) 250 500 500
sorbic acid 125 125 250
DISCUSSION
nd 1 antih 1 o 4s in Gerbera hybrida

In this study. h’eﬂnmlmmmkdnmwaphmardwalmbhe
induced following infecton by the moid Bobytis cinerea. The phyloalexins have their
glucosides present in the uninfected plant [1.6]. The glucosides are found in all aenal parts of
the gerbera plant, but the toxic aglycones were released only in the floral organs during B
cinerea infection.

Bi hesis of the antifungal a2
MMlemﬂMInmoamuwu ha k it Bk HykeBde synth

Mrlsrespornbleforuhﬂalmosol‘ beri (lland dde (3) blosynthest
[1.3.4). This enzyme. 2PS, cataly of ! {1) from acetyl-CoA through
an bound (Fig. 3 [1). Transgenic gerbera Ines where 2PS

acMywes".:. guisted using [2] were devoid of both 2PS
actvity and the occurmence of gerberin (2) and parasorboside (), Furthermore, these gerbera

ines were sensiive to fungal in the and, unlke exracts from
untransformed plants, mem&ddmlrﬂmwlmmm
Here we have that plants are able to respond 1o a fungal

pemwnwwmmatmmudﬂammmuﬂmu 5 and 6), which are not
produced in 2PS down-regulated ransgenic Ines. Two of the phyloalexins are the aghcones
of g fin (4) and p ide |51 and relate drectly 1o the presence of ZPS activity in
gerbera [1].
Coumﬂrsmdsﬂbuuﬁuddehrlnhphmuﬂpdnmmdmwmlmnbbe

biologically-active P y are mainly found In the ribe Mutisisse of
Asteraceae, where G Is also ically located. In addtion o being taxonomically
the sis of 5 s Is different from normal coumarin
biosynihesis that pmceeds via !‘e srﬁdmm pathway. Foedng studes with radoactively-
labeled precursors suggest that S-methyb rins are of polyketides [5. The
mnmuowulmnmshmmummwmmmwm
lony-CoA unti of a perdaketide. which then folds into the bicyclc product (Fig. 3).

Figure 1. AcetybCoh derved
n perbera.

= _Sprrent] - mt ]

of
both gerberin (2) and parasorboside
13). shares with
— - o+ "~ (6) s
oo B~ SR, reee e,
e . formed by similar enzymes in perbera.
A family of 2 ynth
Gertx mand m.mmm derfvatives (4 and 5,

i tslwa‘umdMWI
wnalmhmmnmlmmm Flﬂm
biosynthesis of both groups of blocked
anisense construct of g2ps 1. mspommug'mr s ‘2?8!:!! o
for both wiketde- and pentaketide-based metabolles. m.mmw—l
second, yet unidentified 2PS with & larger active-sits cavity. A small family of g2ps f-related
wmlnhmam[d}&mmwbmfmmmh
as yet y down-reg in he
mwmmmmmm i




Galega orientalls Infected with
vesicular arbuscular

- . mycorrhiza (6lomus
Galega orientalls Intraradices). AGB: arbuscules,
C: vesicle, D: external hyphae

We have Isolated four chitinases
from Galega orientalls, three class
I-chitinases and one class IU.
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Genetic Engineering of the Tropane Alkaloids
Hyoscyamine vs. Scopolamine in Transgenic Hairy Root

Cultures of Atropa baetica Willk.

Nabil el Jaber, Angel G.

Ravelo, Rafael Zdrate

Inst. Universitario de Bio-Orgdnica "A. Gonzdlez”, Universidad de La Laguna. Ave. Fco. Sdnchez 2, La Laguna, 38206. Tenerife. Spain.

Plants constitute a major source of natural products broadly used by
the pharmaceutical, agrochemical, fragrance and food industries.
Lately, biotechnological strategies have been applied in attempts to
increase product yield employing different plants and culture systems:
and more recently, Recombinant DNA Technology has been applied to
achieve this aim, attaining significant advances(!l,

Atropa baetica (Solanaceae) (Fig. 1) is a herbaceous perennial plant
endemic to southern Spain and northern Morocco, able to accumulate
important tropane alkaloids of pharmaceutical interest such as
hyoscyamine and scopolamine. The latter showing higher properties as
it is more active at lower doses and displays less number of side
effects, The conversion of hyoscyamine into scopolamine is catalyzed
by the enzyme H6H (hyoscyamine 6f-hydroxylase, EC. 1.14.11.11),
an enzyme showing two different functions: hydroxylation at position
6, forming the intermediate 6p-hydroxyhyoscyamine, and subsequent
epoxidation without the existence of a double bond, synthesising the
end product scopolamine.

-
% HeM HEH ﬁxo

The appllcu?mﬂ of Recombinant DNA Technology allows alteration
and control of metabolic pathways. Here, the overexpression of héh
coding gene in transgenic hairy roots of A. baetica has been performed
to redesign the alkaloid profile of this species.

RESULTS & DISCUSSION
Control and h6h hairy roots were established
following A. rhizogenes infection. Selection of
transgenic roots using km (10mg/L) added to the
liquid medium failed as cultures died in the presence
of this agent. Nevertheless, the presence of np?-
II gene was demonstrated from genomic DNA by
PCR as shown in Fig.2, indicating gene silencing of

this selection marker. Fig.1

LA A B B
[ !
- 8 EL
0.6Kb : o]
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As expected, control cell line presented a higher atropine (4.0
mg/gbW) than scopolamine (2.2mg/gbW) levels, mimicking the situation in
the planti?l, and showing also 6p-OH-hyoscyamine (2.3mg/gbW).
Nevertheless, the scopolamine amount was higher in control roots than
in plants, indicating a higher h6h activity in this culture system as
reported earlier®), Furthermore, similar to other reports atropine was
not released into the liquid medium(*!, unlike scopolamine and minor
amounts of the intermediate (Fig. 3a-b).

Fig.2 - Agarose gel of npf-IT PCR onalyses of
different hairy root samples (1 gus-control), (2-4 cell
line 7 héh grown in MS) (5-6 cell line 7 hdh grown in
1/2M8), (7 cell line 7 héh grown in B,)

basy Baein £ et T

o

- - -
Tiems faupe)

Fig. 3 - Alkaleid content in hairy roots (o) ond liquid medium (&) of control gus line
growing In 1/2M5

On the other hand, cell line 7, overexpressing hé6h gene, cultured
in MS, showed the highest growth (8g) and in hairy roots the highest
alkaloid accumulation, which appeared parallel to growth (Fig.4a).

More importantly, here the amount of scopolamine (3.Bmg/gDW) was
much higher than atropine (0.4mg/qDW) which was almost totally
converted, appearing also 6f}-hydroxyhyoscyamine. This indicates that
the overexpression of h6h resulted in a major scopolamine level.

- Moture A baetica plant
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Fig 4 - Alkaloid content in hairy roots (a) and liguid medium (b) of cell line 7 overexpressing
héh, growing in MS.

Moreover, despite the change in alkaloid profile, following RNA
extraction and RT-PCR analyses, it was observed that héh gene
expression was similar to contol gus (Fig.5), but this appears to be
due to damage of the CL7 RNA sample since the same cell line
grown in By or 1/2MS media gave a much higher gene expression

than gus control (30x) (Fig 5).
T T W
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Fig 8 - RT-PCR analyses of ASh miNA level in different tronsgenic Afrope boetico halry root
cell lines grown in different medic RMNA somples were diluted down (3 fold Increments) and
then RT-PCR was performed with oppropeiate Adh primers To evaluate the mRMNA levels.
When culturing cell line 7 in two other nutrient media (1/2MS &
B,), offering lower nitrogen and phosphate, it was observed a
decrease.  However, scopolamine was again the major
alkaloid despite accumulating at lower amounts (1.9-2.6mg/gDW)
than in MS medium, and was also present in the liquid medium
(Fig.6a-d). This indicates a higher A6k activity, as also determined
by mRNA levels (Fig.5). Again hyoscyamine was almost totally
converted into scopolamine, and was not released into the liquid
medium as reported for other transformed hairy roots(*],
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Fig & - Alkoloid content in hoiry roots (a.¢) and liquid medium (b, &) of cell line 7
overexpressing héh, growing in 1/2M5 and B, media
These data indicate that conversion of hyoscyamine into

scopolamine in this transgenic hairy root system was virtually total,
unlike other work overexpressing the same where large
amounts of hyoscyamine were not converted(®), Besides, the change
in nutrient media, trying to reduce primary metabolism and
stimulate secondary metabolism did not result in a larger alkaloid
accumulation, although again h6h conversion of these metabolites
was very effective,

CONCLUSIONS

* The overexpression of héh resulted in virtually a total conversion

of hyoscyamine into scopolamine in A. baefica transgenic hairy

roots.

* In the best nutrient medium, the accumulation of scopolamine

rumlfe!ed culture gm#h unlike ?hc scopolamlm released into the
The of ids into the medium was a

f:ni‘urs of this culture system.

* Higher héh mRNA lcwwumd related to a higher conversion.

* The control cul'rur't s a higher hyoscyamine accumulation in
parison to sc

R RM b chnol llowed alteri

Ikaloid profile in A. baetica transgenic

and tailoring the
iry roots,

"8

Similarly to gus line, atropine and the intermediate were not rel d
into the liquid medium, but considerable amounts of scopolamine
(1.6mg/flask) were detected in this fraction (Fig. 4b).
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ABSTRACT 5

A late il g mutant was isolated from T-DNA
tagging hines of japonica nice. In the line, T-DNA was
integrated into the K-box region of OsMADSS50, which
is the most homologous 1o Arabidopsis MADS box
gene, AGL20. Transgenic plants expressing the RNAI
consiruct of OsMACSS0 exhibited phenotypes of late
flowering and intermode slongaton, confirmeng that the
phenatypes observed in the knockoul plants are due lo
the mutation in OsMAGSS50. Over-expression of
OsMADSS0 caused extreme early lowening at the
callus siage, indicating thal the gene is a flowering
activaler, cxpression levels of OsMADST and AP1
group MADS-box genes (OsMADS 14, OsMADS15 and
UsMALS 18) wore ‘ncreased in the lransgenic plants
over-expressing OsMADSS0, while the expression
levens o' ine genes were decreased in the knock out
indadueais. These resulls sugpest that OsMADSS0 is a
masor floweanng aclivalor in nce, acling upstream of the
4F'1 famvly genes.

RESULTS & DISCUSSION

One Late Flowering Line, Co-segregated with T-DNA

For forward genetic approach. T2 plams
of 2931 lines were scyregated in the field,
and mutan lines that exluabited dliaration
of ihe Mowering time were scremad. Onc
Late Nowerung mutant line, which co-
scgregatod with T-DNA was selected for
fartha study Flowering time was
delayed sbout 4 maoith in the mutant
poveny

Fugare |

Genomic Structure of OsMADSS0,
and T-DNA Insertion Position

WL
i L ST S RN L

Figure X
Thie EAMNINE gene i Incated on chromosome 3 Genomie structure of
the gene was prodicied by companng the cONA and genomic DNA. As
observed from wtha MADS-box genes, o contams four conserved regions.
M. L K. and C The K regeon consists of four cxons, whereas the other
regions ae composed of nne cxon cach. The langth of the 1® intron 18 large
12T g T-IONA s sserted oo the 4% mwon

Phylogenic Tree

Figuie 1

ILAST seane ti0 wsultn wwmend it (A ATISA0 iy st Tsmmnbogous o

Al L, Braring V0 s sl seveene e whentaty The 107 20 genie 15 4
Wbt haaerng s tivabn i brighibopas Rice MALS-box proteuns were
mnlie sl ds s anige

IA A schematic dizgram of the (M1

1B RNA el blot malysis of e AL WY 2l 14

Expression Profile of O=MANS50

Figare 4

RNA ol blod sualysis was perfonned 1o dudy w ovpressron patiem of
ERALIDN . The gate wod cxpresiad i1 magt of g
wag mainly i
gene was also eapressed 3 vouny panscles

Transgenic Plants Over-Ezpressing OsMADSS0

Majority of the wansformians that cary the ubi prometer-LiA N0 showed
the phenotype of extrame early Nowering ot callus sages Some calli
regenorated and Nowered when they were young

(A} The first leafl does ot have a visible leal blade while tie sceond leave
exhibited 4 twisted leal Blade. The third leal was o g teal and 4 panicle
was obscrved in the leal sheath of the Nag feal

(B) Callus with nishiple pacatemema-like trosiarei 1n 1) ind digma-like
stnactufes.

1€ Callus with stamveni- 1) and ovule-like ios amcnsres

1D) Callus with pamicle-like ip) structurs

Transgenic Plants Suppressing the OsMADSS0

Expression Showed Late Flowering Phenotype

Fignre &

S MMM conssruct The GUS spacer
was s ted betwcen twa TR reg W RALIN A Tl consizmct was.
miertod between the e ahiquitim iabi s promuter and the nopaline
sytithiase i nos | Ierminsor

INEE RN\ wansenipls
i thve wansgerie plats evpressang the (ALY An cumstruct. Five
wild type plaits thell) nd five mudcpendant it aigome plants i0elil) were
evamined e tRNA bevel was observed 46 & conirol § bottan

(€3 RT-POR anabysey for e CRAE AN g €500 1IASS RN A iranseripts in

the wild type pla
ot thie MADYS o e
r—

1 e ranaensg plass (g MF, & Srwand pruner
KF, a forwand prssey Woreoon, B, 4
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Figure 7
Flowering time of 82 T1 wansgenic plants were measured m the ficld
Diays 10 heading usbicates the nmumber of days required Nowenng from
wansplanting. Wild type and other wansgemc control plants Nowered
T4-78 duys alter planung Most of the RNAS ransgenic plans flowered
late. Nine lines dicd net llower wnnl 140 duys Jfter plantng

The proportion of Elongated Internodes
;- #in the OsMADS50 RNAI Transgenic Stems

Tuw

Figure §
The wild type s wansyenic control plants carry five (18 1% and 47 4%
respectively) 10 sin i 32 4% and 47 4% respectively) elongacd
ntemodes. In contrast, most of the (LAADSIO RNAS plants carrs sin
123 5% 10 seven 182 T4) clongated intermodes In addution. 13 ™y of the
OuAMALISS0 BNA plants carry gt clongated imemodes

Effect of OsMADS50 Over-expression on Other
MADS-Box Genes

el aapAII0 KO pianty In the waisgene planis over-
Wil 2 1 wiwlhehe o ha expressng CALEDNINley,
At w—— - the levels of Oy MALSY,
g CRMADSA, CaMADX] S,
. ERAADSLY, and ChMADS]
A were ncreased, while the levels
of OsMADSAT and OsMADSSS
" were decreased n the
15 ChALADNST KO plants inght,
" the levels of ChMADSI.
ar ChALADXI, (hMADN S, and
fa FRALIDNIY ware decreased,
compared with the sogredated
53 wild 1ype and bemismgous KO
plants
In rice, phatoperiod pathway Jmd ;'
autonomous patliway are bl
involved in Mowering lume |
regulation. The CAMLADSSH gene ‘ '
18 dppeared 1o be involved i the t.

autononious pathway. 11 acis as
an ealy activator, regul sy the

expression of (AALINN] 4 nd [l Al
CRALADNT S, The OsMADS S0 el '3 ey
gene exprevsion may be v o
regulated by the plutoperiod ‘ &
pathway
— T
Figure 10
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Identification and characterization of genes that control petal
development in rose and Arabidopsis plants

Szécsi I, Scalliet G, Channeliere S, Riviere S, Vergne P, Hugueney P, Cock M., Dumas C and Bendahmane M.

Reproduction et Développement des Plantes, UMR CNRS-INRA-ENSL, Ecole Normale Supérieure de Lyon, 46 allée d'Italie, 69364 Lyon Cedex 07, France.
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| Although the role of florel homeotic genes in the determination of petal identity s | i g7 | | R i el - ¥
| relatively well understood, very little is known about downstream  events during petal - e [ HE
development. Our research projects are aimed ot improving our understanding of the [ Lk L= Bt
molecular basis of petel develop . We ute o bination of 2 model plants: the 5 = Wl
rose plant thet we Incorporated Into our research program az on Keal ornamental and : [ et [ b | !
applied model species and Arabidopsis thaliena, as genetic tool, = K= = | I‘
We have performed a small-scale. targeted genomics program aimed of transcriptom | [ el o] | Pl f
survey of rose petels at different developmental stages (flower buds to senescent). | ol Loy Lo M
* Single-pass sequences were obtalned from 1794 rose petal cDNA clones. Cluster analy- ', o | | )
.. #is identified 242 groups of seq and 635 singl ind g that the ik H ["'::“- | ""*‘:"“"F—' | ;
+ represents a total of 877 genes. Putative functions could be ﬂllw Te 1151 of the - =L .. — . B, 1
., trenscripts. Expression analysis Indicated that transeripts of severel - :- i F T 3
i of the genes identified sccumulated specifically at different N i - r [ "’:::" | :F
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]I'lwlnl'l“nt duvaloprantsl itages (wnopaned buds, spened budi, mature flowers and
1 sanescant Thewers), 1o previde an sverview of The genes expressed Throughout petal
| deselopement. A total of 1794 rose petal EST saquunces have beas subeutted fe the
¢ G 5T and Ganbork dotebasei (accaiiion mmbers BIFTTIS 10 lurml;
L The EST sequences were compared 1o The la Terrind pres
© Gunback muleotide sequence dotobese and ¥ [N — - o - - i g A i B i g M i
ware clanntad sccording to thair pradicted (¢ ol asl ‘e - ! - - - - i PRI S e m——
|l [ et bt ! i Fi 1g. 4 Two rose ESTs that sl\onedpglul specific
i Two rose ESTs i expn:ssm:\ pan'r:rn ulere chosm)frn:@)thc'rou petal !
its EST o, gs from Ar psis were iden- |
¥ ‘ i-g ¢ tified and their expression was determined in four §
b Orthologs from Arcbidopsis !5' dif ferent developmental stoges of Arabidopsis wild
13 5 el ‘!1 type flowers: buds, young flowers, old flowers and
i T lE! senescent flowers. The 2 genes showed expression
b ARIIP =~ i+1 pattern similar to their rose homologs: their expres-
F i11 sionwas high at early stages of flower development,
AtHYE !El and dropped as the flower entered senescence. The
- ¥ i; exact role of these genes during petal development is
.'! :_‘._“_, = e P P = 11 under study.
i+ Ei g. RT-PCR analysis of the expression pat-; 4% "i‘ o o A
i! terns of s:lu:ted rose-petal genes. GAPDH and EFlu' A {
| gene expression patterns were analyzed as controls. For | 5‘"_’“" 3
.| some genes, a DNA gel blot was carried out and the’
1 amplified products were detected with a gene-specific,
i radiolabelled probe '
i The fellewing putative functions haove bees aseigrad 1o the genas arahysed GEPS:
{ gerenylgeramyd prraphatphats fynthase, [PPS: isepentenyl diphosphate amerase,
14 OMTT: O-methyl tronsforase I, LTF: kpad transfer protein, P8 PO secrated protes, .
1 BLE: raceptor-ine kinase, APY, APETALAY, bm BELP tresscrighion facter, MY
prian factor, GAPOM: e gurase, EFls: |
foctor o L keal. !-tw-l :Pr—vulda.-?-ldpmk sl omans.
ey
— e i = Nt =
e B Conclusmn and pe.r'specflves L
i} = Sy The data presented here provides a first global overvidiv !
ote m::j GAPDH m el of the set of genes in the rose genome that are o
* . - TH .. expressed in petals (Channeliére et al., 2002) . Recently, '
oo P _'“ pwt] *1 less than 200 rose gene sequences were available in the -
" P — |- public databases.
i RLE -02 EFlx ] soe .| The ¢cDNA library and EST database represent a valuable
Y AP3 ﬂ... ! publically accessible resource for future research aimed

at improving economically important rose characteristics
such as scent, flower form and longevity.
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P. syringae pv tabaci or A. tumefaciens in red beet .
(Beta vulgaris) leaves is preceded by an oxidative burst

briek éner', Patricia Rueds-8 Helena Porta® & Mario Rocha Sose’
1. Mlmumuwu Apda Posml 24 Yeutepec, um h-lu,mm Fa:+THIMIIM.
UNAM, Av. 100t W, Morwioa, Mdzica
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Introduction

Beltacyanins (red-violet pig ) are chr found in plant lamilies of the order Caryophyllsles. A well-
known example of betacyanin occurrence is the red beet (Bets vulgans), whers the main betacyanin. betann, is
found in high concentration in the store rool. These pigments are synthesized from tyrosine (Fig. 1) and betanidin 5-
GT and the tyrosinase are the only enzymes of the betanin synthe sis pathway that have been identfied'. The role of

betacyanins in the pig of g tissues is uncertain and studies to understand the mechanism of
betacyanin ind as a defl resp in plants are required.

When a plant detects an abiotic or a biotic stress, reactive oxygen species (ROS) are produced and act as early |
maessengers molecules in signaling cascades. In plant-pathogen interactions, ROS can limit the spread of pathogen i
infection and/or can induce genes regul g ion of dary and genes encoding ROS |
detoxifying enzymes?? Secondary bal such as terp ds and phenol P . whose L
properties have been evaluated in vitro, may also participate as antioxidant molecules invelved in the regulation of e
ROS I “5. In this . the antioxidant activity of betacyanins has been assayed in vifro using systoms g e
of animal origin® . Neventheless, the ioxid ctivity of b ¥ has not been proved in vivo, |

Wounding or infiltration with P.syringae. pv fabaci or A. tumefaciens induced

betacyanin synthesis in red beet leaves. P, syringae infiltration induced a HR Figure 1. Proposed pathmay for the synthesi of bencyamns m

whereas A. tumefaciens infiltration not induced this p and the pig [ plants 38 o G

accumulated in the epidermis (Figs. 2 and 3). Infiltration with A tumefaciens induce A cDNA encoding GT trom B. vulgaris {BvGT) was isolaled and the homology analysis

release of ROS (Fig. 4). moreover, a system generating H,0, [Glucose iglucose showed 63 8% identity (71.8 % similanty) of BvGT e with the b 5GT

oxidase] induced betacyamin synthesis (Fig. 5) from D. bellichiformis and 57.3 and 56.5% identity (67.1 and 67.4 % similarity) wath
fMlavonod GTs from N. lab. and L. d respectively (Fig. 6). A RT-PCR

ue analysis showed that accumulation of B¥GT mRNA occurred in response to similar
=173 stimuli that those inducing betacyanin synthesis (Figs. 7A to TD) An antisense of
- 138 BvGT gene leads to a reduction in GT mRANA accumulation (Figs. 7E and 7F) and to a
5-'. zs decrease m betanin content induced by & W with A, faciens (Fig. 8)
= 1mm suggestingthat B BvGTis dinb yamn sy
= s © Bumios Wt 14eTL s L diran P30 0) e FaABOEY 1 | 1R s £ £
£ W s g WOQLve # 1 Peuaicoed FTLORAEL HIAVRATI | 1181 IVVRRA! O a3 §
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Figure 3, Time couse of betacyamn accumulation .| f————— Jratinaa
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Vs o ur of wach .
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Figure 2. The deweiopment of lesion and the x

betacyanin accumulalion in red beel leawes after

48 h of treawnent. A, the red best leal wathou Figore b ““w'Nmu“wwlmu.hmlpna‘ﬁmm'lll!lnui
Ireaiment only Shows IgMentation in vascular T e b s Epeispecsaovaly il o et
tissue B, A leat PS a red-waolet sequences s TAISAND for @ vugews TIET oD batromma. UIIHA for N mbecem. aed 3138 e L
pigmentation in the sdge of wourded sites. C, the - e

P. syringasanfitrated leal shows red.wokel NI ] 28 58 188 A V-inTitratian [nl gs0, Vet AT
coloration surrounding the HR site. D, an 4 Glucose-oxidase (UmiL - ) W 1 P4 AR P} R 17A M

fumelace, ed leal 1 charactenzed for a LT

turgid aspect and a red-wolel L ——

uniformiy distnbuted in the infiltrated zone E. he 'y

MgSO,anfiltrated leal does not estibd wvisible
betacyamin accumulation Microscopic view of
transwerse sections of heathy (Fj, and MgS04.
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epiTermIS. whereas n Agro-
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SSR analysis of grapevine varietes autochthonous in the
Carpathian Basin

E.KISS'3, A.BALOGH!,K A VERES!, Z.GALLI} T KONCZ!, M. KOCSIS?, L HESZKY!? P KOZMA?

1. Szent Istvdn University, Godsllé, H-2103, Hungary
2. Research Institute for Viticulture and Enclogy, Pécs, H-7634, Hungary
3. Research Group for Molecular Breeding of the Hungarian Academy of Sciences, Godalla

List of grapevine cultivars of gene bank of 1h? Research Introduction: history
Institute of Viticulture and Enology, Pécs.

| Alaniternd 1 Gergely r
Y " 1 & T 68 Mésesfehé At the end of the 19, century the cultvar sortiment, grewing ftrategy, ogrotechrques

Apedleher i Croker, rr!:rl heie) 66 AL :: il end breeding purposes were ch..fgzc.r-n gropevine production wn the Carpathion Basin, including
1 Agasfark 35 Goher. prros (red) sl the territory of present Hungory, o5 o consequence of the huge ond fotal Phylloxera
4 Baor. keék (bluc) Vo Goher valiors 67. Papsapka epidemic. Cultwvars grown for centuries il that time in the Carpathion Basin were excluded
3 Dapor, soirke (grey) 17 Gorombassdld 68. Pettyes szdid fram the production becouse of thewr Phyllorens sensitonty. The structure of cultivers hawe

38, Malips 69 Pecw dinka been ci ed new Phylloxera resistant roatstocks were applied, the number of cultivars were
6 Bakater. prrog(red) B s 5. Possl srakon decreased. Thanks 1o Mdrton MNémeth's actmty the ancient cultnars of the Carpathan Besin
7 Balsrem 3 "‘_"""’L"‘? st iy i hawe nat di eared, he collected ond systematired these cultnors, founding the gene bank
N Balafim 40 Itdndeveld I Pusos furrmant ef Research Institute for Viticulture ond Enalagy, Pécs
9 Babm 41, Hovuwnseli 72 Paros granit
10 Bindti fiding 41 Leadld (Aransuhefendry 71 Prros iehos The gropewne cultiver collection of Hungary 15, consisting of cbaut one hundred cultivors
11, Beregi 41 Jandondny T4 Polvhas indigengus in the Carpathan Basin
12 Beivarsabid 44 Juhfark 75, Pazsonyi Fehér Cur objective is o et up a new system opplicable for charactenration of these cultivars,
11 Bilan 5. Kadarka 76. Putcsin which cen be
14 Bowdami dinka 46, Kekldpiros = 77 Rakssdld *basic breeding material,
18 Bdscgsear 47 Reéknyela ™ Rokalirku * genehic source,
16 Budal an, Kirilylednska 79 Rohado - still registered cultivers
B RossassBld
%1 Sarfehér Baosed on internaticnal results we are looking for molecular microsatellite primers on 96

eultivars
Microsatellite onalyses (even distribution throughout the nuclear genome, high palymarphism,
frequent occurrence, co-dominant inheritance, reproducitility (Lefort and Roubelohs-

19, Kirals 2800
%1 Kelonur
51 Kovkem

17, Cudkarss 818
I8 Cuborssdld

149 Cyikos muskotdly % Kok R Sarperos Argelakis, Greek Vitis Datebase, Thomas et ol 1993 Cpram et ol , 1994, Sefc et ol , 19980,
M Cadhasedld & NIRRT 23 Somsedid 1999, D+ Gaspero et ol, 2000, Meredith, 2001)

21 Cramorika i 84 Sragos bajnir Coordination of analyses and results GENRES CT96 Mo 81 EU project (Dettweiler ond This.
22 Creiger 34 Kados 85 Secred 2000) based on multilocal exeminations

13 Demjén :: :‘:‘.':‘:ME 8% Secremi .

14 Do T 57, Tihanys Plent matersal Fresh young leaves of cultivers

1% Erder 3 Kividinka B Teuks DA irolotion DNA was isolated with Dieasy Plant Mum Kit (Qiages)

W Eserjé o E“:‘" B 59, Tokuzbls DNA analysis: Micrasatellite primers: sculOw, WVADS, VVMD2I, WWMDIS, VrZoghd, VrZog79
27, Fekete balafani ; . %0 Tulipiros (Detrweiler ond This, 2000, Greek Vitis Datcbase

M Fodrowleretd :"I' L“:::"“ 91 Tukserdls

29 Furming 4 g 71 Tuskespupu DMA amplification: Microsatellite recctions were performed in 6 volume of 104l in o Bio-Rad

30, Fuger €2, Lisxtes fechir 9, Uromi dinks \Cycler thermal cycler

1 Fugesedld 63 Listies pwos 9 Vékonyhéji Micrasatellite frogments were separcted on 4 % Metaphor agarose (TAE buffer) o on 5 %

B

12 Fumons S Magada 95 Veras dinka (red)

9. Zobd dinha (green)

polyecrylomide gel and used ALF Express (Pharmacia)

In case the existing allele size differences are between 137-197 bp (VrZogh4) separation on
Metaphor gel provided sufficient resolution of the fragments, so that some of the cultivars
could be differentiated from each other

Microsatellite fingerprint of cultivars 1-32 (lower row), 33-63 (upper row) from the
96 cultivars with VWMD2!1 primer on 5 % polyacrylamide gel

w =3
ook o0 e Bt b ch--
o 3

RSt i qlﬁnﬂz"ﬁi T o

. g P W ke e e .lwm._-nmulw.‘,uﬂ, - i 4 fn...‘;,... ..,;a A “,
uhﬂﬂqﬂﬂ*ﬂ!ﬂ‘bﬁﬂ‘“ﬂﬂn"' & F

h % 8 ,_.. .,'.a MF‘ o
ITE v

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

; zz:m :; iloi»-:'m z;azf.\:&;: :; 22.:‘.2;1]: :: :E:m 7:; l?;{ ,23; :f ::?:129057 Mir.rus_afc[life uno1ys_¢s are being carried out - on the one hand with
4 206.212 16 206.212 30 212 45, 206211 57 206-212 7L 196-203 87.198-204 the primer combinations recommended by the GENRES CT96 No B1
5 206-212 17.212-217 3t 212 46 196-205 58, 208-212 73196 88, 198-204 EU project based on multilocal examinations, proving that altogether
6 206.212 18 206-211 32 209-21147.196-205 59.205-208 74.195-208 9. 200 6 primer pairs can differentiate the European cultivars at the
7. 206-212 19.214-220 31 206-21248 194-205 &60.195-211 75.200-206 92 198-201 molecular level on the basis of number and size of alleles. On the
: :?:-m :1] z;;z:s 343;9:;;\;04 ;: :::::: :; !29;20‘5 ?:?- Z;OT‘M :i fq:zm other hand other microsatellite primer sequences available from
10212215 24308218 3T, 304.210 51 204 4% 198,304 70, 198200 4 SOE0R datcbases (eg. Greek Database) or from publications are also being
1.212-217 25 206-217 38.205-214  52.194.207 67.199.209 79.196-20096. 197-204 tested.

12.214-220 26,206 39. 206 53.198-207  68.192-198 80 192-198 97.204-210 Microsatellite primers including the sculOw, VVMD5, VWMD21, VVMD
13.206.209 27 206 40 195-20 54. 206 69.192-198  81.192-198 36, VrZagb4, VrZag79 produced amplification products of various

number (1-6) in the cultivars autochthonous in the Carpathian Basin,
This research was supperted by Fys (28-a/ 2001, Fysh [nF-131, FEFPISO 1000 OTEA T3 Q40007
Tisdomiryos [okola doos OTEA M Y6410
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Los parques son la clave

Por Francisco Rubiales

Los expertos coinciden en admitir que en el
panorama espaiiol, los parques cientificos y tec-
nolégicos estan llamados a desempediar un papel
muy especial en el desarrollo de la innovacién, la
ciencia y la tecnologia. El papel a desempenar
por los parques en Espaiia ser4 mas destacado
que el asumido por las redes de parques en otros
paises desarrollados como Estados Unidos, Gran
Bretaiia, Alemania, o Francia, entre otros. Las
razones son muchas, pero destacan tres:

La debilidad general del tejido empresarial en
Espaiia impide que las empresas privadas desem-
penen ese papel determinante que han ejercido
en otros paises desarrollados como piezas claves
del desarrollo de la innovacién y la tecnologia.

La escasa capacidad de interactuar que tienen
las universidades y las empresas espaiiolas, asi
como la preocupante desconexién entre la inves-
tigacion y la empresa.

La falta de cohesién y la dispersién caracteristi-
ca del Sistema Espanol de Ciencia y Tecnologia.

Ante esas dificultades, a las que se suman otras
como la arraigada costumbre espaiola de impor-
tar tecnologias fordneas, y la falta de incentivos
a la investigacion y a sus aplicaciones, los par-
ques cientificos y tecnolégicos se alzan como los

espacios donde es mas posible desarrollar politi-
cas intensivas destinadas a superar nuestros atra-
sOs y carencias.

Las administraciones plblicas competentes, res-
ponsables de disefiar y ejecutar politicas que
neutralicen el retraso espafiol y las carencias de
nuestra sociedad en materia tecnolégica, tienen
en los parques un espacio idéneo sobre el que
intervenir para estimular el desarrollo de la inno-
vacioén y la tecnologia. En los parques es mas
facil conseguir que interactien las empresas y
las universidades. También es mas facil propiciar
el didlogo entre cientificos, investigadores y
empresarios. Los parques son el espacio natural
donde estan surgiendo nuevas empresas y nue-
vas tendencias, mas sensibles a la innovacién,
mas convencidas de la necesidad de acercarse a
la investigacion, y mas cercanas, en general, a
los parametros vigentes en los paises de nuestro
entorno.

Lo que queremos concluir es que la politica espa-
nola de innovacién y tecnologia debe apoyar uno
de sus pilares en la red de parques y que nues-
tros grandes retos tecnolégicos deben afrontarse
en los parques, que deberan posteriormente
actuar como focos difusores para que los avances
se extiendan al tejido empresarial y a los centros
de formacién e investigacién.
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ante el transcurso de
Asamblea, la Asocia-
n dio la bienvenida a
res nuevos miembros
ciados: el Parque Tec-
5gico de Telde, la Ciu-
dad Politécnica de la
novacion, y Mostoles
Tecnologico.
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LA ASOCIACION ALCANZA LOS 49 MIEMBROS,
PERTENECIENTES A 15 COMUNIDADES AUTONOMAS

El pasado dia 31 de enero, la Aso-
ciacion de Parques Cientificos y Tec-
nolégicos de Espana (APTE) celebro su
primera Asamblea General del ano en
Las Palmas de Gran Canaria.

En esta Asamblea, la APTE quiso definir claramente
qué se entiende por Parque Cientifico y Tecnolégico,
ya que, debido al boom que se esta produciendo en
estos momentos en la creacion de Pargues, se deben
fijar las caracteristicas que diferencian a un Parque
Cientifico y Tecnoldgico de otro emplazamiento
empresarial,

Para ello, la Asociacién ha elaborado la siguiente defi-
nicion:

“Se trata de un proyecto, generalmente asociado a un
espacio fisico, que:

1°) Mantiene relaciones formales y operativas con las
universidades, centros de investigacion y otras institu-
ciones de educacidn superior.

2°) Esta disenado para alentar la formacién y el creci-
miento de empresas basadas en el conocimiento y de
otras organizaciones de alto valor anadido pertene-
cientes al sector terciario, normalmente residentes en
el propio Parque.

3°) Posee un organismo estable de gestion que impul-
sa la transferencia de tecnologia y fomenta la innova-
ci6n entre las empresas y organizaciones usurarias del
Parque.
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Ademas, de esta forma, la Asocia-
cién quiere animar el paso de miem-
bros Asociados a miembros Socios. Para
ello, entre los requisitos que el Parque

aspirante a socio debe cumplir estan:

> Poseer un suelo apto para su ocupacion y al menos
un edificio que dote al Parque de servicios comunes.
> Disponibilidad de infraestructuras de apoyo a la
innovacion.

> Tener relaciones con la universidad, institutos de
investigacion, etc..

> Contar con un organismo estable de gestion que
impulsa la transferencia de tecnologia.

> 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 Asociacion dio la bienvenida a tres nuevos miem-
bros asociados: el Parque Tecnolégico de Telde, la
Ciudad Politécnica de la Innovacion, y Mostoles Tec-
nolégico.

El Parque Tecnolégico de Telde se construira sobre
una superficie de 200.000 m? en el Lomo Silva (Telde).
En él se ubicaran empresas de tecnologias avanzadas,
empresas de investigacion y desarrollo, empresas de
servicios y tratamiento de la informacién, institutos
tecnolégicos, facultades y centros universitarios de
telecomunicaciones y tecnologias. Ademds, el Parque
contard con una amplia gama de servicios como hos-
teleria, restauracion, servicios comerciales e instalacio-
nes deportivas.



La Asociacion de Parques Cientificos y Tecno-
I6gicos de Espaiia (APTE) fue creada en 1988 por
los gerentes de los seis primeros Parques Cientificos
y Tecnolégicos que se estaban desarrollando en esos
momentos en Espaiia. Sus miembros se dividen en socios
y asociados. Los socios son los parques cientificos y tecnolégi-
cos ya constituidos y los asociados pueden ser organizaciones
cuyos objetivos estén de acuerdo con los fines de la Asociacién, aun-

que su desarrollo se encuentre en vias de proyecto o planificacién, ade-
mas de aquellas entidades y personas fisicas o juridicas, publicas o priva-

HACIA UN NUEVO MODELO DE PARQUE

das, que acrediten un especial interés en la promocién y desarrollo de Par-
ques Cientificos y Tecnolégicos, y en la transferencia de tecnologia entre
el mundo del conocimiento y la empresa. En estos momentos, se asis-
te a un proceso vertiginoso de creacién de parques cientificos y
tecnolégicos vinculados, en gran parte, a las universidades y a
la iniciativa privada, y en los que el Gobierno Central y las
Comunidades Auténomas apoyan con distintos progra-
mas su desarrollo. En este sentido, también es una
nueva tendencia la creacién de parques vincula-
dos a los ayuntamientos.

i st ENAE Al R |

La APTE ha
querido definir
claramente que es un

Parque Cientifico y

Segun sus promotores, la Ciu-

dad Politécnica de la Innovacion

es un proyecto rentable social y
académicamente. La CPl se desarro-

llara sobre un espacio fisico de alre-
dedor de 140.000 mZ, con mas de
100.000 m? construidos dentro
del Campus de la Universidad
Politécnica de Valencia. Tendra
un espacio propio para la
incubacion de empresas de
base tecnolodgica y para la insta-
lacién de departamentos de |+D
de empresas

Por ultimo, Mostoles Tecnologico se

situara en el drea metropolitana de Madrid, a unos 16
kilbmetros de la capital. Esta promovido mediante

" Consorcio Urbanistico" para su desarrollo y puesta
en marcha y constituido por el Instituto Madrileno de
Desarrollo (IMADE), que aportara la experiencia en el
desarrollo de otros parques tecnolégicos; el Ayunta-
miento de Mostoles, que aportara el conocimiento
directo del tejido productivo; y la Universidad Rey Juan
Carlos, que proporciona el compromiso con la innova-
cién y el desarrollo econémico. La inversion aproxima-
da sera de 50 millones de euros y el objetivo es de
facilitar las implantaciones empresariales, centros tec-

Tecnologico para
diferenciarlo de otro
emplazamiento

empresarial

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

Con estos 3 nuevos miembros, la APTE reune ya 49
socios pertenecientes a 15 comunidades auténomas
diferentes.
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EL PROYECTO
INFOBUSINESS CRERA

36 NUEURS EMPRESAS DE
LA SOCIEDAD DE LA
INFORMACION

DURANTE 2002

business

El proyecto Infobusiness, nacido en 2001 y
desarrollado entre la APTE y la Asociacién Nacio-
nal de CEEIS Espaiioles (ANCES), concluyé en 2002
con un balance méas que positivo. Asi, durante ese
ano, Infobusiness permitié la creacién de 36 nue-
vas empresas de la Sociedad de la Informacién.
Ademads, dentro del programa se ha creado una
pagina web o portal para facilitar la informacion
en red entre los integrantes del proyecto.

En esta pagina web www.redinfobusiness.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-
cion.

Dentro de las actividades realizadas durante 2002
en el marco del proyecto destaca también la

I Jornada de la Sociedad de la Informacién, que
se celebro bajo el titulo “Creacién y Desarrollo de
Empresas de la Sociedad de la Informacién desde
los Parques Cientificos y Tecnolégicos y los Cen-
tros Europeos de Empresas e Innovacién CEEI". El
evento tuvo lugar el pasado 11 de diciembre en
el Salon de Palacio del Ministerio de Ciencia y
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Tecnologia y conté con la presencia de ponentes
como Fernando Aguirre (Director de Marketing y
Ventas de OWASIS), Jacinto Canales (Director de
Division, Dpto. Telec. TECSIDEL), José Rando
Romero (Socio Fundador del Centro de Teleservi-
cios de Galicia), Mario Reyes de los Mozos (Admi-
nistrador general de SystemCap) y Jestus Campos
(NetMCPtechnology 5.A.).

Para el 2003, el objetivo de los promotores de
Infobusiness es promover y apoyar la creacién
de 30 nuevos proyectos empresariales de la
Sociedad de la Informacién y difundir la cultura

www.redinfobusiness.com

emprendedora y empresarial entre cientificos,
tecndlogos y otros profesionales, y animarlos a
la generacién de oportunidades de negocio en
la Sociedad de la Informacién. Para lograrlo, el
pasado dia 20 de febrero tuvo ya lugar en el
PTA el primer desayuno tecnolégico de Infobu-
siness del ano. En esta reunién, a la que acudié
una representacion de grandes empresas del
parque y de empresas que se encuentran en
fase de incubacién, se presenté la pagina web
del proyecto, presentaciéon que se llevara a
cabo en cada una de las sedes de los socios de
Infobusiness.
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"LOS GOBIERNOS DE LA UE SE HAN
COMPROMETIDO A CONVERTIR EUROPA
EN LA ECONOMIA BASADA EN EL
CONOCIMIENTO MAS COMPETITIVA 'Y
DINAMICA DEL MUNDO EN LA
PROXIMA DECADA"

gy
g

._ﬂ

La iniciativa e-EUROPE pone a los de la inversion en 1+D entre el sector
gobiernos a trabajar en el desarro- publico y privado. Esf

llo de la Sociedad de la Informacion.

Mas administraciéon electronica, mas

sanidad electrénica, mas educacion

electronica para estimular el uso de

las TIC. ;Como esta haciendo sus

deberes en este sentido el Gobierno

espanol" Lai e-Eur

Mirado desde una perspectiva europe
eral, te 0s que admitir que,
/Or © MENOr C s E
mbros sufren las mi

En Espana estamos todavia lejos de ¢Y qué propone usted para invertir as incluye
la media europea y no digamos de esa tendencia? Por sup ; ; inversores que inviertan en in
la de EEUU respecto a la distribucion algo que vaya a ocurrir por arte de e innovacion; la promocion d

No olvidemos que el verdadero nombre de este pacto es el de Pacto de Estabilidad y Creci-
miento. Este pacto es una importante salvaguarda pero no es un rigido collar de fuerza. La Comisién ha propuesto
una flexibilidad limitada bajo ciertas circunstancias. En mi opinién, ésta deberia cubrir también inversiones en




Philippe Busquin

responsable de la innovacion. Es una responsab:lldad co!ecuva y comun de todas las autoridades publicas, de los empresarios, de i
tuciones financieras y de capitalistas de riesgo, tanto como de los "productores” de conocimiento cientifico y de procesos tecnolégico

mds cercanos entre investigacion, el
mundo de la industria y la empresa; la
promocion de una

personal de un sector a otro. También

mayor movilidad de

D y desmante-

lar barreras burocraticas, que son obsta-

nov

0s pro-

S v l0S procesos y ace
ar el proceso de patentar median

rar y ress-
tructur
te la creacion de una Patente Europea
En la evidente desconexion que
existe en Europa entre el sistema
cientifico-tecnologico y el sistema
productivo, jqué parte de culpa
corresponde a la Universidad y qué
parte a las empresas? No compar
U 3 os entre

3. Sin embargo,

que
romocionarlos. Ambas

es tienen que asumur el reto y adap-

tar sus respechive
actitudes
mundo ¢

)5 comportamientos y
a los requerimientos de t
ambiante. Las personas que

n la universidad deben dejar

mundo de la industria y

publicar sus articulos en prestigiosas
revistas cientificas e impresionar a sus
colegas. La industria, por otra, parte,
debe reconocer que la ciencia y la inves-
1 las universi-
lades rara vez produciran beneficios
Deben reconocer de manera decisiva
que las universidades son los proveedo
res esenciales de practicas para las
generaciones mas jovenes y, en particu-

lar, de las destrezas necesarias para la
economia basada en el conocimiento
Sin recursos humanaos bien entrenados y
ampliamente cualificados la industria y
llegaran a Juna parte
papel de las universic
cido. Esta es una de las razones
Comision Europea publicé
un comunicado de suma importancia

a "El Pape

la empresa no

es debe ser

5 Que

uropa del C

:Qué papel le corresponde jugar a la
Universidad en el desarrollo tecno-
logico de un pais? Puedo referirme a

lo que dije

n respuesta a la pregunta

previa y me gustaria subrayar tres

a os principales. Primero: 1as univer-
sidades juegan un r:;pp;’
on el entrenamiento

vital en rela
de una parte

sustancial de la generacion mas joven,
preparandola para la vida y para sus res-
pectivas actividades profesionales. La
ecuacion es sir
entrenada no hay progreso tecnolagice
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sin gente bien

Segundo: aunque muchos académicos

58 qu de la dura car

a de trabajo

resultante de ensenar a un numero cre-
ciente de estudiantes, dejando cada vez
menos tiempo para las actividades de
investigacion, es verdad que las universi-
dades siguen siendo lugares para la
investigacion de alto nivel y para la pro-
duccion de nuevo conocimiento, para la
creacion de una base solida para la
futura sociedad fundada en el conoci-
mig

). Tercero: las universidades son

factores esenciales para el desarrollo
regional. Conocemos muchos ejemplos,
en un gran numero de Estados Miem-
bros, y en otros paises, donde la crea-

cion, refuerzo o nueva orientacion de
las universidades han tenido un impacto
decisivo en el desarrollo de las ciudades

as en terminos de inno-

y reqiones e
vacion industrial, creacion de nuevas
Bmpresas empleo, etc. Le
hablo del fructifero modelo de “raci-

, donde las universidades y com-
ias innovadoras en alta tecnologia se

, creacion de

investigacion y conocimiento. Sin embargo, me gustaria resaltar que la responsabilidad publica con respecto a la
financiacion de 1+D deberia estar orientada hacia la creacion de las adecuadas condiciones estructurales y de

incentivos y la definiciéon de orlentacmnes, de modo que las inversiones prwadas puedan sucederle inmediata-
“ mente después. -
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desarrollan en simbiosis, alimentandose
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-
clales de nuestras sociedades — no sélo
como infraestructuras académicas y
humanas esenciales sino también como
impulsores basicos de la competitividad
economica

Y la ciencia, ;a quién corresponde
divulgarla?, ;a los periodistas o a los
cientificos? Es una pregunta importan-
te e interesante. Estoy profundamente
convencido de que sin una inversion
sustancial en una mejor comunicacion
cientifica, la ciencia tendra un futuro
muy dificil en nuestras sociedades. La
ciencia es hoy en dia una parte tan
importante de nuestra vida diaria que
debemos asegurarnos de gue nuestros
ciudadanos tengan una vision positiva
de la misma, de las actividades cientifi-
cas y de los desarrollos tecnoldgicos
Lamentablemente, hay que decir que,
en este momento, la ciencia no tiene
una imagen publica especialmente posi-
tiva: la clonacion humana, la investiga-
cion con células madre, 6rganos 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 cientificos y las tendencias
tecnoldgicas.

¢Cual es entonces el papel de los
medios? El papel de los medios de
comunicacion como “traductores” y
multiplicadores de informacién es mas

que sin una inversion
sustancial en una
mejor
comunicacion

cientifica, la ciencia
tendra un futuro muy
dificil en
nuestras sociedades”

importante que nunca. Nos enfrenta-
mos a un doble reto: los cientificos
deben familiarizarse con los medios de
comunicacion, como utilizarlos con los
mejores propositos. Esto ya esta ocu-
rriendo en toda Europa en la medida en
que la practica en comunicacion se esta
convirtiendo en parte del curriculo uni-
versitario de los cientificos. Y, ademas,
se estd convirtiendo progresivamente en
una necesidad, puesto que los cientifi-
cos tienen que justificar sus presupues-
tos, buscar patrocinadores, convencer a
la industria y ganarse el apoyo publico,
mas alla del de sus colegas.

Por el contrario, los periodistas “genera-
les”, que cada vez cubren mas y mas
cronicas cientificas, tienen que aprender
sobre ciencia. Esta es progresivamente
mas compleja y complicada, cada vez

mas especializada e interdisciplinaria.
Por tanto, los periodistas tendran que
invertir un tiempo y energia sustanciales
en “captar” y entender la informacién
cientifica de interés periodistico, escri-
birla y presentarla de una manera que
sea comprensible pero, a su vez, carrec-
ta cientificamente.

Lamentablemente, la posicion de los
escritores e informadores de ciencia en
los medios de comunicacion generales
no siempre es favorable. Un numero
considerable de medios de comunica-
cion ha reducido su seccién sobre cien-
cia, basicamente por razones comercia-
les. A menudo, temas cientificos 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, cientificos, periodistas y edi-
tores, para asegurar que la cantidad y la
calidad de la informacién sobre ciencia
estén donde deberian estar, de modo
que reflejen con exactitud el papel que
la ciencia, la investigacion, el desarrollo
tecnologico y la innovacion juegan en
nuestras sociedades. No sera ésta una
tarea facil pero debemos abordarla
urgentemente.

¢Por qué informan tan poco los
periodicos de ciencia y tanto de poli-
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 percepcidn de la
ciencia y la investigacion es que son
ternas fascinantes y, a menudo, emocio-
nantes que se podrian presentar de tal

Permitame decirle, en primer lugar,

que Espana estd mostrando uno de los indices de crecimiento mas rapidos en inversion para el desarrollo de Europa.
La media 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 Unién Europea, y coloca a Espaia cerca del primer puesto en
esta categoria. Igualmente, Espaiia se encuentra en segunda posicion entre los 15 Estados miembros en cuanto a cre-




No hay duda: los

parques cientificos y tecnolégicos han jugado y jugaran un papel crucial. Todos sabemos que practicamente en todos
los Estados Miembros de la U.E y mas alla hay ejemplos excelentes de cémo este modelo puede funcionar para
beneficio de todos. No debemos olvidar, sin embargo, que los parques cientificos y tecnolégicos no se deben ver
como la cura a todas nuestras dificultades y retos.

Es mas, no solo los parques cientificos y tecnolégicos desarrollan interesantes conceptos y aproximaciones orienta-
das al futuro. Sé, por mis multiples visitas a grandes y pequenas compaiiias, que se pueden desarrollar y llevar a
cabo con éxito conceptos similares a éstos dentro de compaiiias individuales. Tales compaiias son a menudo capaces
de mejorar sustancialmente su comportamiento tecnolégico y empresarial. Debo decir también que incluso en
muchas universidades —en particular aquellas con facultades de ingenieria y tecnologia de peso— ha cambiado dras-
ticamente la forma de ver y hacer las cosas. La industria y el mundo empresarial no son ya considerados como los
“enemigos naturales” de la investigacién académica. Ciertamente, muchos parques cientificos y tecnolégicos no son
mas que una aglomeracion de institutos universitarios y compaiiias concebidas por personal universitario. Pero en
conjunto, el sistema de parques es muy positivo.

manera que los lectores de los periédicos
desearan leer esta seccion, quizas no
antes, pero ciertamente justo después de
leer los deportes u otra seccion de entre-
tenimiento cualquiera. La razén de este
relativo lugar secundario de las seccio-
nes cientificas en los periédicos, las revis-
tas y los programas de television es algo
que solo los editores de estos medios de
comunicacion podran explicar

En lo que se refiere a la sequnda parte
de su pregunta, estoy bastante sequro
de que los ciudadanos estan verdadera-
mente interesados en la ciencia y en
temas cientificos y que nuestro reto es y
sera empaquetar y presentar la ciencia,
la investigacion y la tecnologia de tal
forma que el ciudadano acceda a la
esencia de la informacion. La ciencia en
television presenta un reto particular.
Discrepo de quienes afirman que "no
hay ciencia en television”. De hecho, en
muc aises (Reino Unido, Alemania,
Francia) la ciencia esta ampliamente
presente tanto en la television publica
como en la privada, alcanzando a veces
notables indices de audiencia. Pero esto
no puede aplicarse al resto de Europa
En un buen nimero de Estados Miem-
bros no hay lugar para la ciencia en la
pantalla. Ademas, cada ano en Europa
se producen un numero considerable de
horas de nuevos programas cientificos
que desgraciadamente no se exportan
debidamente. Este fenémeno no es
exclusivo de los programas cientificos,
sino que también afecta a la mayoria de
los productos audiovisuales de Europa

Y cudles son sus retos, en este sen-
tido? ;Donde esta la solucion? En

“Soy un firme cre-
yente del potencial
cientifico de Europa

y sigo convencido

de que Europa es
capaz de competir
con todas las demas

regiones del
mundo”

primer lugar, se hace necesario encon-
trar buenas histori as abundan en
Europa con carismaticos cientificos y
descubridores, muchos de los cuales son
maestros comunicadores. Luego, hay
que escribir, desarrollar y, a continua-
cion, producir estas peliculas. La UE esta
proporcionando un apoyo sustancial
para escribir y desarrollar programas de
ciencia a través de su programa Media
Plus y su Plan de Accion Ciencia y
Sociedad. Al final, hay que difundir
estos documentales. Aqui de nuevo la
situacion en Europa varia considerable-
mente y encontramos que muchas emi-
soras han comprendido el interés de
proporcionar a la ciencia la cobertura
que merece, obteniendo asi excelentes
audiencias en el proceso

Por tltimo, los documentales deben
tener una audiencia. Las recetas para el
éxito son dificiles, pero es posible hacer
peliculas sobre ciencia que sean a la vez
cientificamente precisas y eminente-
mente disfrutables. Y a medida que la
ciencia cobra importancia en Europa, asi
lo hace también en television. Estoy
convencido de que veré mayores esfuer-
zos entre profesionales, especialmente
entre productores de peliculas cientificas
para difundirlos por toda Europa, com-
partir proyectos, experiencia en image-
nes y mejores practicas.

£Qué nivel diria Ud. que tiene Euro-
pa en ciencia, por un lado, y en cul-
tura cientifica, por otro? Soy un firme
creyente del potencial cientifico de
Europa y sigo convencido de que Euro-
pa es capaz de competir con todas las
demas regiones del mundo, siempre

cimiento anual de su presupuesto publico para 1+D (Investigacion y Desarrollo), con un aumento medio del 11'30 %
anual desde 1995. Esto ultimo es extraordinario. Puedo decir también con confianza que Espana lo esta haciendo
extremadamente bien en nuestros diversos programas de investigacion. Estoy igualmente encantado con el firme
compromiso de Espana de trabajar hacia nuestra meta comun del 3% del P.1.B dedicado a I+D, especialmente a traveés
del Plan Nacional de Investigacion, Desarrollo e Innovacion Tecnolégica para el periodo 2004-2007.
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que superemos los obstaculos de nues-
tro propio pasado, como la fragmenta-
cion de los esfuerzos en investigacion,
una insuficiente movilidad de investiga-
dores entre paises y sectores, niveles
insuficientes de cooperacion entre equi-
pos y entre la universidad y la industria,
niveles insuficientes de inversion en
investigacion y desarrollo tecnolégico,
etc

De hecho, si observamos la cifra, la UE
es con diferencia el lider mundial en
numero de publicaciones cientificas, con
mas de 300.000 publicaciones en 2001,
muy por delante de los EEUU y Japon
Sin embargo, las proporciones se invier-
ten si miramos el numero de patentes
registradas por los investigadores de la
UE. Incluso en Europa, hoy en dia se
registran bastantes mas patentes por
parte de entidades japonesas y nortea-
mericanas que por entidades europeas
Este es el clasico dilema al gque se
enfrenta Europa: lo hacemos bien en
investigacion pero la innovacion y la
comercializacidon no siempre le siguen
como deberian. No obstante, se ha
identificado claramente estos problemas
y se esta poniendo remedio.

La cuestion que concierne a la “cultura
cientifica” de Europa es muy dificil y

admite diferentes interpretaciones. Per-
mitame decir dos cosas. Primero: la cul-

ELGO)
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AT Y
‘Ministrolae’ Cienc

is Pldle

El sistema de incentivos fiscales
puesto en marcha en Espana parece,
efectivamente, estar funcionando
muy bien. Incentivos similares en
favor de la investigacion estan tam-
bién siendo utilizados, con efectos
positivos, por un nimero de Estados
Miembros (Paises Bajos, Reino Unido,
Bélgica, etc.). Estos incentivos supo-
nen un primer paso fundamental,
pero sé -y el Ministro Piqué tam-
bién lo sabe- que estos incentivos fis-
cales no son suficientes. Hay que
desarrollar otros elementos y anadir-
los a otros proyectos y medidas exis-
tentes, y sé que el Ministro Piqué
comparte esta apreciacion. Esta es
una de las razones por las que el
Gobierno espaiiol estd muy compro-
metido con nuestras in

tura cientifica de Europa se encuentra
ciertamente en su infancia. Europa es
un actor relativamente nuevo en la
escena cientifica y tengo que admitir
que el papel que juega en este dominio
es poco conocido -incluso en aquellos
circulos que deberian estar directamen-
te interesados porque les concierne
directamente. Sequndo: si miramos la
“cultura cientifica” de Europa como
suma de culturas cientificas nacionales,
la situacién tampoco impresiona. La
ciencia y la cultura estan mas o menos
separadas estrictamente -en la mente
de la gente tanto como en los medios
de comunicacion, en |a politica y otros
campos. Y, sin embargo, deberiamos
percatarnos de que la ciencia tiene su
historia, su filosofia y, por muchas razo-
nes, esta en las raices mismas de la
manera en que nuestro continente se
ha desarrollado y se desarrollara en el
futuro. Este futuro desarrollo requiere
inevitablemente la dimension europea,
requiere avanzar mas hacia visiones y
perspectivas comunes para la investiga-
cién en Europa. Y es en ello en lo que
estoy trabajando

¢Qué lectura tiene que la mayor
potencia cientifica del mundo,
EEUU, sea también la mayor poten-
cia tecnologica? implica simplemente
que un alto nivel de investigacion es
esencial para la innovacion, para el creci-

objetivos, los cuales estan disenados
para dar vision y perspectiva a inicia-
tivas nacionales y —al mismo tiempo-—
proporcionar apoyo politico si se
necesita y cuando se necesite. En

miento economico, para el empleo, pero
también para solventar problemas socia-
les, para la apertura de perspectivas y
para el bienestar de los individuos. En
comparacion con Europa, EEUU ha
gozado de la gran ventaja de haber sido
una nacion y un mercado desde los mis-
mos inicios del desarrollo de la ciencia y
la industria moderna. Tendrermnos éxito al
construir esta dimensidn europea, como
hemos creado con éxito el mercado
unico, la moneda europea y la amplia-
cion 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 economia basada en
el conocimiento mas competitiva y dina-
mica del mundo en la préxima década”
Alcanzar este objetivo requiere una
estrategia global encaminada a preparar
la transicidn hacia una economia basada
en el conocimiento. El concepto 1+D
esta en el centro de esta estrategia. El
progreso no es tan rapido como desea-
riamos, pero es firme, y no me cabe la
menor duda de que nuestro rendimien-
to cientifico, que ya es impresionante, y
nuestro potencial econémico, nos lleva-
ran en el futuro a la cumbre del ranking
mundial de regiones y naciones que
compiten pacificamente por una posi-
cion destacada

todas estas areas, la U.E puede ayu-
dar, en particular ofreciendo oportu-
nidades para politicas nacionales de
referencia, los mejores analisis de
practica y mejoras en la eficiencia.




(o
—

a deduccion fiscal por
actividades de [+D e
inovacion tecnolégica
ha calado en la sensi-
lidad de las empresas
espanolas.

base de la deduccion
r actividades de inno-
vacion tecnolégica se
linorara en el 65% de
i subvenciones recibi-
das para fomento de

dichas actividades e
utables como ingreso
:| periodo impositivo.
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INCENTIVUOS FISCALES
A LA INVESTIGACION V¢

DESARROLLO E
TNNOUACION
TECNOLOGICR

Juan Manuel Gonzalez Camunez
Ernst&Young Abogados

El presente informe tiene por objeto exponer la regu-
lacidn fiscal de la deduccién en la cuota integra del
Impuesto sobre Sociedades (en adelante, IS) a que tie-
nen derecho las entidades que realicen actividades de
investigacion y desarrollo (en adelante, 1+D) y de inno-
vacion tecnoldgica.

En este sentido, el legislador espanol se ha preocupa-
do por incentivar a través de beneficios fiscales a
aquellas empresas que inviertan en investigacion y
desarrollo e innovacion tecnolégica. La regulacion de
este incentivo fiscal se ha materializado en el articulo
33 de la Ley del Impuesto sobre Sociedades, en el
Capitulo dedicado a "incentivos por la realizacién de
determinadas actividades” en los términos que se
expondran en adelante.

Esta deduccion se presumia ambiciosa en términos
cuantitativos, admitiendo una deduccion fiscal que
podria alcanzar hasta el 60% de los gastos en que se
hubiese incurrido por la realizacion de estas activida-
des, sin embargo, la experiencia profesional nos pone
de manifiesto en multitud de ocasiones que, en la
practica, dificilmente resulta de aplicacion, debido en
gran medida a la dificultad y casuistica de su requla-
cion.

En definitiva, hemos observado que la deduccion fiscal
por actividades de I+D e innovacion tecnolégica no ha
calado en la sensibilidad de las empresas espanolas
fundamentalmente:

a) Por el desconocimiento de los propios responsables

técnicos de las companias sobre la calificacién de la
actividad que vienen desarrollando.

b) La complejidad y restriccion de los gastos que podrian
incluirse en la base de deduccion hace que en ocasiones
no resulte operativa la aplicacién de la deduccion.

c) La dificultad de determinar si un proyecto empresa-
rial determinado tiene la consideracion de 1+D o de
innovacion tecnologica.

Cuanto antecede ha sido reconocido por el propio
ministro de Ciencia y Tecnologia, Josep Piqué, en un
reciente articulo publicado en Expansién, en el que
senalaba su intencidn de que las empresas espanolas
aprovechen el marco tributario actual beneficidandose
de los incentivos fiscales existentes en la realizacion de
actividades de |+D e innovacion tecnologica.

El Sr. ministro manifestaba que el aprovechamiento del
marco de deducciones fiscales para las inversiones en
1+D e innovacién tecnolégica por parte de las empre-
sas ha sido insuficiente y gque 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 espanolas inviertan en actividades de investi-

gacion y desarrollo se hace necesario un plan global de
actuacion que, ademds de incentivos fiscales, establez-

can un sistema operativo de subvenciones e incluso de

deducciones en cuotas de la sequridad social.



1. Normativa aplicable

La deduccion por actividades de 1+D e innovacién tec-
nolégica se encuentra regulada en el articulo 33 de la
Ley 43/1995, de 27 de diciembre, del Impuesto sobre
Sociedades en su nueva redaccion dada por la Ley
24/2001, de 27 de diciembre, de Medidas Fiscales,
Administrativas y del Orden Social, que ha modificado
la redaccion dada por la Ley 55/1999, de 29 de
diciembre

2. Actividades de 1+D e innovacion tecnologica
2.1. Actividades de 1+D

La Ley del IS establece los siguientes conceptos de
1+D

> La investigacion es la indagacion original y planifica-
da que persigue descubrir nuevos conocimientos y
una superior comprension en el dmbito cientifico o
tecnologico.

> El desarrollo es la aplicacién de los resultados de la
investigacion o de cualquier otro tipo de conocimien-
to cientifico para la fabricacién de nuevos materiales
o productos, para el diseno de nuevos procesos O sis-
temas de produccion, asi como para la mejora tecno-
logica sustancial de materiales, productos, procesos o
sistemas preexistentes.

> La 1+D comprende también el disefio y elaboracion
del muestrario para el lanzamiento de nuevos produc-
tos y la concepcion de software avanzado, siempre
que suponga un progreso cientifico o tecnolégico sig-
nificativo mediante el desarrollo de nuevos teoremas y
algoritmos o mediante la creacion de sistemas opera-
tivos y lenguajes nuevos

> Innovacion tecnoldgica es la actividad cuyo resulta-
do sea un avance tecnolégico en la obtencién de nue-
vos productos o procesos de produccion o mejoras
sustanciales de los ya existentes.

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

Por tanto, cabe realizar dos precisiones basicas a
objeto de entender el alcance de las actividades de
1+D que dan derecho a deduccion en el IS:

> El desarrollo puede originarse tanto de los resulta-
dos obtenidos de la investigacion como de los conoci-
mientos cientificos externos a este proceso

> El desarrollo abarca no sélo la obtencion de nuevos
materiales, productos o procesos, sino que cubre tam-
bién las mejoras tecnolégicas que se efectien sobre
materiales, productos, procesos o sistemas preexisten-
tes, siempre y cuando dicha mejora tenga caracter
sustancial

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

2.2. Actividades de
innovacion tecnologica

El nuevo concepto de innovaciéon tecnolégica, con-
forme se ha expuesto anteriormente, tiene un
caracter residual y parece estar pensado para aquella
actividad que no va precedida de investigacion o
que, en si misma, no supone una novedad cientifica

La Ley del IS define los productos o procesos nuevos
como aquellos cuyas caracteristicas o aplicaciones,
desde el punto de vista tecnologico difieran sustan-
cialmente de las existentes anteriormente

Por su parte, aungue no existe una defimicién unani-
memente aceptada podria definirse el producto
mejorado sustancialmente como aquel producto
existente cuyas prestaciones han sido incrementadas
o perfeccionadas significativamente.

En la practica podrian existir supuestos que hicieran
dudar si una actividad tiene la consideracion fiscal de
I+D o de innovacion tecnoldgica, debiéndose deter-
minar al efecto si el proceso o producto supone una
indagacion original o planificada que persigue con-
sequir nuevos conocimientos cientificos o por el con-
trario mejorar, mediante una nueva aplicacion, un
proceso ya existente

Las dudas que se plantean en la practica han llevado
a la Direccion General de Tributos a pronunciarse
sobre esta cuestidon en varias ocasiones, en las que
ha intentado matizar o reforzar los distintos concep-
tos que intervienen en la posible aplicacién de la
deduccion que estamos analizando

En este sentido, la Direccion 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 aplicacion de la deduccion por 1+D
a la actividad que viene realizando. La consultante
sefala que ha desarrollado un sistema de ilumina-
cion que permite crear expositores luminosos de un
espesor minimo, dotandoles de una mayor estética.
En su respuesta, la Direccién General de Tributos

Se excluyen del ambito de
deduccién las actividades q
no implican una cierta orgal
zacion e indagacién planifici
da, como los esfuerzos ruti-
narios para mejorar la calid
de productos o procesos, e
igualmente se excluyen las
actividades que carecen de
caracteristica de novedad t
nolégica sustancial o signif
cativa, como la mera adaptal
cién de productos a las necel
sidades de los clientes, ca
bios de temporada y las
puras modificaciones estéti-
\cas de productos ya existen:

s
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Innovacion tecnologica
es la actividad cuyo
resultado sea un avance
tecnologico en la obten
cion de nuevos produc-
tos o procesos de pro-
duccion o mejoras sus-
tanciales de los ya
existentes.



Ademas de los gastos
directos, también debe-
rian poder ser incluidos
los gastos indirectos en

tanto que contribuyen

a posibilitar la realiza-
cion de un proyecto de

1+D, siempre que se
pruebe su efectiva vin-
culacion al mismo.

00

Deben considerarse
como actividades que
no dan derecho a
deduccion aquéllas que
no suponen la busque-
da de nuevos conoci-
mientos tecnologicos ni
la aplicacion de los
resultados de una acti-
vidad de investigacion.

considera que la actividad realizada por la consultante
no podria beneficiarse de la deduccion por 1+D, pero
en cambio podria beneficiarse de la deduccién en con-
cepto de Innovacion tecnolégica en los siguientes tér-
minos

"El sujeto pasivo ha efectuado un desarrollo propio
que le ha permitido la obtencion de un producto nove-
doso en cuanto a su espesor, estética, faclidad de
cambio y luminosidad, circunstancias todas que permi-
ten concluir que el resultado final de sus actividades
genera un producto cuyas caracteristicas o aplicacio-
nes difieren sustancialmente de las existentes con
anterioridad en los productos propios de la consultan-
te. Ello posibilitaria considerar la actividad desarrollada
por la misma como de innovacion tecnologica”

En consecuencia, la DGT 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 podria apli-
carse la deduccion por actividades de innovacion tec-
nolégica. Por el contrario, si se tratara de un producto
0 proceso nuevo para el mercado estariamos ante una
actividad de 1+D. En cualquier caso, el sujeto pasivo
puede plantear consultas a la Administracién tributa-
ra, cuya contestacion tendra caracter vinculante, sobre
la interpretacion y aplicacion de la deduccion por acti-
vidades de I+D e Innovacién Tecnolégica.

3. Actividades que no tienen la consideracion de
1+D e innovacion tecnologica

De otro lado, conviene precisar que la Ley del Impuesto
sobre Sociedades en su articulo 33 no solo regula aque-
llas actividades que podrian beneficiarse de la deduc-
cion, sino que establece ademas aquellas actividades
que no tienen la consideracion de 1+D o de innovacion
tecnologica, y por tanto, no dan derecho a deduccion

En la letra a) de dicho precepto se determina la exclu-
sion de aquellas actividades que no comporten la exis-
tencia de una novedad cientifica o tecnolégica signifi-
cativa, precisando en la letra b) la logica exclusion de
las actividades de produccién industrial y provisién de
servicios o de distribucion de bienes y servicios, ya que
las mismas no van encaminadas a la 1+D.

En consecuencia, se excluyen del ambito de deducciéon
las actividades que no implican una cierta organizacion
e indagacion planificada, como los esfuerzos rutinarios
para mejorar la calidad de productos o procesos, e
igualmente se excluyen las actividades que carecen de
la caracteristica de novedad tecnoldgica sustancial o
significativa, como la mera adaptacion 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 deduccion aguellas que no
suponen la busqueda de nuevos conocimientos tecno-
I6gicos ni la aplicacion de los resultados de una activi-
dad de investigacién, sino gue se trata de actividades
encaminadas a la produccion o fabricacion.

4, Base de la deduccion

En la determinacion de la base de deduccion se hace
necesario distinguir las actividades de 1+D y las activi-
dades de Innovacion tecnologica.

4.1. Deduccion por I+D

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



el fomento de las actividades de 1+D imputables como
Ingreso en el ejercicio.

La Ley del IS es muy genérica en la acotacién de los
gastos que generan el derecho a la deduccion, ya que
se limita a establecer la necesidad de que los gastos de
1+D, incluidas las amortizaciones de los bienes afectos,
tengan una relacion directa con dichas actividades y se
apliquen efectivamente a la realizacion de las mismas,
constando especificamente individualizados por pro-
yectos.

A falta de mayor precisién normativa, hay que acudir
tanto a la doctrina administrativa como al criterio
manifestado por el Instituto de Contabilidad y Audito-
ria de Cuentas (Resolucion de 21 de enero de 1992
sobre valoracién de los costes de produccién 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.

Ademas de los gastos directos, también deberian
poder ser incluidos los gastos indirectos en tanto que
contribuyen a posibilitar la realizacion de un proyecto
de 1+D, siempre que se pruebe su efectiva vinculacion
al mismo. No obstante, dado que es una materia que
puede suscitar controversias, habra que estar en Ultima
instancia al parecer de la Administracién Tributaria
acerca de la inclusién de los costes indirectos dentro
de la base de deduccién por +D.

Asimismo, es preciso puntualizar que para determinar
la base de la deduccién se tomard en consideracion el
importe de los gastos efectuados en el periodo imposi-
tivo por este concepto, independientemente de la acti-
vacion contable o no de los mismos como inmovilizado
inmatenal.

4.2. Deduccion por investigacion tecnologica

La base de la deduccion esta constituida por el importe
de los gastos del periodo en actividades de innovacion
tecnolégica por los siguientes conceptos:

> Proyectos encargados a Universidades, Organismos
Publicos de Investigacion, Centros de Innovacion y Tec-
nologia expresamente regulados.

> Diseno industrial e ingenieria de procesos de produc-
cién, que incluirdn la concepcién y la elaboracién de
planos, dibujos y soportes destinados a definir los ele-
mentos descriptivos, especificaciones técnicas y carac-
teristicas de funcionamiento necesarios para la fabrica-
cion, prueba, instalacién y utilizacidn de un producto.

> Adquisicion de tecnologia avanzada en forma de
patentes, licencias, Know-how y disenos. 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.

> Obtencion del certificado de cumplimiento de las
normas de aseguramiento de la calidad de la serie ISO
9000, GMP o similares, sin incluir los gastos correspon-
dientes a la implantacion de dichas normas.

La base de la deduccién por actividades de innova-
cion tecnoldgica se minorard 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, basicamente la Ley
del IS sefala que tanto los gastos por las actividades
de I+D como los gastos de innovacién tecnolégica tie-
nen que estar individualizados por proyectos.

Por ello, es oportuno y necesario que la Compania
tenga la debida documentacion para cada proyecto en
la que se reflejen especificamente 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 Espana, con independencia de que la activi-
dad de |+D se efectie 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 deduccion

Los porcentajes de deduccion aplicables son los
siguientes:

5.1. Deduccion por 1+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 afios anteriores, se
aplicara el 30% sobre la media y el 50% sobre el exce-
so (en el primer ano de aplicacién 50%).

> Existe una deduccion adicional del 10% de los gas-
tos de personal correspondientes a investigadores cua-
lificados adscritos en exclusiva a actividades de 1+D, y
de los gastos correspondientes a proyectos, debida-
mente registrados, con Universidades, Organismos
Publicos de Investigacion y demas Centros de Innova-
cion y Tecnologia 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+D.

5.2. Deduccién por
investigacion tecnologica

> El 15% para los proyectos encargados a Universida-
des, Organismos Publicos de Investigacién, Centros de
Innovacién y Tecnologia expresamente regulados.

> El 10% para los restantes conceptos.

En la practica, podrian
existir supuestos que
hicieran dudar si una
actividad tiene la consi-
deracién fiscal de I1+D o
de innovacién tecnolégi
ca, debiéndose determi-
nar al efecto si el proces
o producto supone una
indagacion original o pl
nificada que persigue
conseguir nuevos conoc
mientos cientificos o po
el contrario mejorar,
mediante una nueva ap
cacion un proceso ya
existente.
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La base de la deduccior
esta constituida por el

importe de los gastos ¢
14D, y en su caso, por
inversiones en element
de inmovilizado materi
e inmaterial excluidos |
inmuebles y terrenos.
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Y A SU VEZ A ESTOS CON EL SISTEMA
SERA CLAVE EN TODOS LOS TERRITORIOS

Josep Miquel Piqué
Presidente de |la Red de Parques
Cientificos y Tecnolégicos de Cataluna

(XPCAT) /




Josep Miquel Piqué, presidente de la recién creada Red de Parques Cientificos y Tecnolégicos de Cataluna, esta con-
vencido de que la creacién de redes que articulen y coordinen a los distintos parques de una Comunidad y, a su vez,
éstos con el sistema Ciencia-Tecnologia-Empresa sera imprescindible en los préximos afos. Ese es, basicamente, el
objetivo de la Xarxa catalana, que agrupa a 11 espacios de excelencia, muchos de ellos hitos o modelos en la historia
de los Parques Cientificos y Tecnoldgicos Espaiioles.

Por Manuela Hernandez

¢Por qué han decidido unirse en una
RED los parques catalanes? La Red
(Xarxa, en catalan) de Parques Cientifi-
cos y Tecnologicos de Catalunya
(XPCAT) nace con la voluntad de cola-
borar, mediante la potenciacion y difu-
sion de los Parques, a la renovacion y
diversificacion de la actividad producti-
va, al progreso tecnolégico y al desarro-
llo econémico y social de Cataluna,
actuando como motor en el proceso de
transferencia y difusién del conocimien-
to y la tecnologia

¢Cree que la idea de los parques
catalanes, y teniendo en cuenta que
ya existe una RED vasca, sera copia-
da, en el buen sentido, claro, por
otras CC.AA.? ;Seria deseable que
asi fuera? Los dos modelos nacen de
un sistema diferente, uno de ellos mas
rico en fuentes del conocimiento, como
es el catalan (Universidades y Centros
de Investigacion), y el otro basado en
un sistemna tecnologico mas maduro
(Centros Tecnoldgicos). Ambos persi-
guen el acercamiento entre el conoci-
miento y la innovacién tecnologica
(hecho éste de gran importancia en las
politicas europeas, puesto de manifiesto

en el denominado espacio europeo de
investigacion e innovacion)

Cada territorio tiene que desarrollar su
sistema de innovacion, lo que los anglo-
sajones denominan "regional innovation
system”. En éste constatamos que una
pieza clave del sistema son los Parques
Cientificos y Tecnolégicos. La creacion de
una red que coordine y articule los par-
ques y a su vez éstos con el sistema, sera
clave en todos los territorios. Eso si, cada
CC.AA,, 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 ternitorio a nivel internacional.

;Cuales seran los objetivos y activi-
dades inmediatas de la RED? La Red
coordina los grandes espacios de pro-
duccion y transferencia cientifica y tec-
noldgica de Cataluna, y tiene por objeti-
vo el crear sinergias y dinamicas comu-
nes, compartir recursos e informacion, y
establecer formulas de colaboracion en
diversos ambitos. La XPCAT tiene la
voluntad de convertirse en un agente
clave del Sistema Ciencia-Tecnologia-
Empresa en Cataluna.

Y ese cometido, ;como 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 Tecnoldgicos como un ins-
trumento de desarrollo empresarial, de
la innovacion y de la transferencia de
tecnologia y de conocimiento, impul-
sando el acercamiento Universidad-
Empresa. Una linea clave sera la transfe-
rencia de empresas de base tecnologica
y el correspondiente modelo de incuba-
cion (donde cabe destacar el papel de
las incubadoras, las fuentes de financia-
cién y el disefio de itinerarios de empre-
sas de base tecnologica resultantes de
los procesos de incubacion). Ademas, la
XPCAT planteara la creacion de una
Metodologia de Creacion de Parques
Cientificos y Tecnologicos (Modelo
Catalan de Parques) a partir de la expe-
riencia de sus miembros, y que constitu-
ya un manual de referencia para la
constitucion de nuevos Pargues.

;Qué capacidad de decision o parti-
cipacion tendra la RED en el diseno
de la politica cientifico-tecnolégica
de Cataluna? La XPCAT se present6 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 Fernandez Teixidd, asi como del
Consejero de Universidades, Investiga-
cion y Sociedad de la Informacion, 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 Investigacion e Innovacion que se
promuevan en Cataluna. A tal efecto se
mantiene un didlogo muy fluido con las
diversas consejerias.

En Cataluna, y en otras muchas
Comunidades, ya hay un buen
numero de parques cientificos y tec-
nologicos, ;pueden seguir creciendo
ilimitadamente? ;donde esta el
freno? ;quién o qué lo pone? Pode-
mos identificar dos origenes en la cons-
titucion de los Parques, los de proce-
dencia universitaria, y los promovidos
por una administracion publica (local o
autonémica)

El limite de parques cientificos esta rela-
cionado con la potencia cientifica de las
universidades. En este sentido, veremos
como toda Universidad que quiera ser
eficiente en su dialogo con el entorno
desarrollard Parques Cientificos. Estos
también podran ser el resultado de la
suma de varias universidades que pro-
muevan alianzas estratégicas

Los parques tecnoldgicos tendran que
responder a un diferente estadio en la

“Un Parque Cientifico
y Tecnoldgico, como
estructura de
intermediacion dentro
del Sistema Ciencia-
Tecnologia-Empresa,
tiene el papel clave
de crear el medio
donde la innovacion
procedente del
conocimiento fluya de
ER O ENIES
eficiente”

cadena de valor del conocimiento. Por
una parte, el numero de parques tecno-
légicos vendré delimitado directamente
por el numero de universidades y/o Par-
ques Cientificos con los que se conec-
ten. Por otra parte, la focalizacion tema-
tica de los parques, asi como la deman-
da de las empresas que pidan medios
innovadores, dimensionara naturalmen-
te el numero de Parques.

¢ Como definiria la situacion actual
de la 1+D+i en su Comunidad? ;Exis-
ten planes coordinados de actuacion
en el sistema Ciencia-Tecnologia-
Empresa? Cataluna dispone en este
momento del Plan de Investigacion y del
Plan de Innovacion, promowvidos por el
Departamento de Universidades y por el
Departamento de Industria. El nuevo
reto es la creacion de un Plan que una
Ciencia-Tecnologia-Empresa. Me consta
que en la mente de la Generalitat se
plantea trabajar en esta linea.

La 1+D sigue dependiendo fundamen-
talmente en Espana del sector publico

{Como piensa usted que se podria
invertir esa tendencia? Los fondos
publicos tienen que contrnibuir a trans-
formar dinadmicas y a corregir ineficien-
cias del mercado cuando éste no resuel-
ve de forma eficiente la relacion Investi-
gacion, Desarrollo e Innovacion. Cabe
identificar qué funcién tienen estos fon-
dos y qué retornos se pretenden obte-
ner, Cuando hablamos de investigacion
bésica, por tanto con retornos a medio-

]ll\ll\l\\‘llllllll
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largo plazo, sélo una contribucion deci-
dida del sector publico 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-Tecnologia-Empresa, el sec-
tor publico debe apostar por estructuras
de intermediacion que aseguren un
mejor funcionamiento de las interrela-
ciones entre agentes. Estas, en fase de
estabilizacién, tendrian que encontrar
escenarios de sostenibilidad. En la medi-
da en que las empresas inviertan en una
I+D colaborativa publico-privada, se
podra cambiar la tendencia.

No obstante, ;le parecen suficientes
los recursos publicos que se desti-
nan a fomentar la 1+D tanto a nivel
autondémico como estatal? Los recur-
sos publicos destinados a fomentar la
1+D en Espana distan de los destinados
en los paises mas avanzados. Aun asi, la
correlacion de los indicadores de pro-
ductividad cientifica de las universidades
espanolas con la transformacion de
éstos en patentes constatan el stokaje
de conocimiento universitaro que no ve
luz en la explotacion empresarial. Los
recursos publicos que vayan destinados
a fortalecer la investigacion, desarrollar
estructuras de intermediacién, y a su
vez a beneficiar a las empresas del uso
de dicho conocimiento, estaran contri-
buyendo al encaje del sistema

Otro de los problemas tradicionales
de la innovacién en Espana es la
falta de conexion entre universidad



wiembrosde NP CAT

[Girona]

>
[Girona]
>
[Matard]
>
[Cerdanyola]
>
[Cerdanyola]
> Pieh .
[Barcelona
[Barcelona]
) [Barcelona]

eenologlede
[Barcelona]
- Pard Mi
[Castelldefels]
- SPATCH

Harcelon:
diterrant

reor it
icNoic

igicdelCanmp;

i~ [Reus]

y empresa. ;Como se afrontara
desde la Red este problema y qué
soluciones piensa arbitrar para
mejorar la interconexion ciencia-rea-
lidad empresarial? La Universidad tra-
dicionalmente ha transferido conoci-
miento a su entorno. En etapas de
industrializaciéon ha sido clave en la
transferencia de persanas altamente

capacitac Durante los afios 90, en el

marco de la Ley de Reforma Universita-
ria se consolida la Transferencia de Tec-
nologia. Desde hace pocos anos, cons-
tatamos el crecimiento de nuevas
empresas de base tecnoldgica de origen

universitano

Los Parques Cientificos y Tecnologicos
actuan como estructuras de intermedia-
cién entre universidad y empresa, y con-
tribuyen de forma decidida a su interco-
nexion, mediante la conexion con los

grupos de investigacion universitarios, la
subcontratacion del 1+D, la integracion
de los departamentos de 1+D de empre-
sas y con el soporte a la creacion de
nuevas empresas de base tecnolégica. La
Red, en este sentido, aparte de la pro-
mocion del desarrollo del Sistema Cien-
cia-Tecnologia-Empresa, pretende activar
la conexion entre los propios Parques
Cientificos y los Tecnolégicos, y asi con-
tribuir al aprovechamiento por parte de
las empresas del conocimiento acumula-
do en la umiversidad

¢Ha tomado conciencia la empresa
espanola de la incidencia de la inno-
vacion sobre su competitividad y la
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estabilidad en el nuevo entorno
socioeconomico? Las empresas gue
estan gestionando su innovacion de
forma sistermatica estan comprobando
que la competitividad en el futuro
depende de la orientacion a la innova-
ci6n que tengan hoy. En este sentido,
cada vez son mas las empresas que
identifican a las universidades como una
de las fuentes de la innovacién para la
competitividad permanente. La partici-
pacidon de empresas en los distintos Par-
ques Cientificos y Tecnologicos es una
muestra de la importancia de la innova-
cian empresarial y del papel determi-
nante de estas estructuras de iH'[E,'I'I’T'IE’-

diacion para acoger a las empresa mas
innovadoras

{Qué papel atribuye, en general, a
los parques tecnolégicos en la inno-
vacion del tejido productivo? Un Par-
que Cientifico y Tecnolégico, como
estructura de intermediacién dentro del
Sistema Ciencia-Tecnologia-Empresa,
tiene el papel clave de crear el medio
donde la innovacidon procedente del
conocimiento fluya de la forma mas efi-
ciente. En este sentido, los Parques han
de proveerse de los mejores entornos
tecnologicos, que contribuyan a que las
empresas instaladas cuenten con activos
de competitividad provenientes no sélo
de ellas, sino del medio en el que habi-
tan

¢En la evidente falta de conexién
entre la universidad y las empresas,
qué parte de culpa corresponde a
cada una? La evidente falta de cone-
xi6n entre la universidad y las empresas,
existente hace unos anos, esta siendo
eliminada gracias a las distintas iniciati-
vas de los tres agentes del Sistema: Uni-
versidad, Administracion y Empresa. De
todas formas, necesitamos potenciar
algunas de estas iniciativas para mejorar
en el entorno europeo. La universidad
ha de ser mas eficiente en la transmi-
sion del resultado de la investigacion
hacia las empresas. En este sentido, los
Parques Cientificos y Tecnoldgicos,
como estructuras de intermediacion,
pueden contribuir de forma decidida a
la conexion de Universidad y empresa
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Nuevos servicios de valor anadido en

PARCBIT

La empresa ParcBIT Desenvolupa-
ment, S.A., gestora del Parque Tec-
nolégico de Baleares, amplia su
oferta de servicios a empresarios,
emprendedores y a la sociedad en
conjunto a través de la creacion del
Area de Innovacion en el Parque.

La creacion del Area de Innovacion es el
resultado de las sinergias surgidas entre
la implantacién en la Region de Baleares
del Plan INNOBAL XXl (primer Plan de
Innovacion de las Islas Baleares, desarro-
llado por la Conselleria de Innovacio |
Energia del Govern de les llles Balears a
traves del programa RITTS (Regional
Innovation and Technology Transfer Stra-
tegy), promovido por la Union Europea y
el Plan Estratégico de ParcBIT, encamina-
do a posicionar al Parque como eje prin-
cipal de dinamizacion de la innovacién
en las Islas Baleares y a superar el proble-
ma de la insularidad en las Islas, a traves
de la innovacion y la tecnologia.

En este marco, el Area de Innovacion ini-
cia su actividad dando soporte a dos
acciones del Plan Innobal XXI: la creacién
de una red de antenas tecnolégicas (pun-
tos de informacion y asesoramiento) de
apoyo a empresarios y emprendedores
con sedes en las principales ciudades
industriales de Mallorca, Menorca e Ibiza;
y el establecmiento de una incubadora

u-'—

de empresas de base tecnologica

Para poder implantar dichas acciones y
asequrar el éxito del Plan Estratégico del
Pargue se han establecido las siguientes
bases:

> Ampliacion del equipo de profesiona-
les de ParcBIT mediante la contratacion
de personal con amplia experiencia en
Innovacion y Tecnologia

> Establecimiento del espacio fisico para
el Area de Innovacion

> Creacién de las infraestructuras y ubi-
cacion del espacio fisico de la incuba-
dora (800 m2)

> Primeras fases del analisis de la situa-
cién actual en Innovacion y Tecnelogia
del tejido empresarial balear, a través de
la realizacion de diagnésticos en un
total de 160 empresas y Centros Tecno-
l6gicos de Baleares

> Definicién de los servicios ofrecidos
por el Area de Innovacion

Los servicios gue ofrece el Parque desde
el Area de Innovacion incluyen:

> Servicios de apoyo a empresas, ofre-
ciendo asesoramiento sobre los recursos




(empresas de servicios, ayudas y sub-
venciones, financiacion, contactos,
otc ) existentes para cubrir cualquier
necesidad de innovacion que detec-
ten, incluyendo un servicio de diag-
nostico de Innovacion. En este servi-
C1o se II1C|I.;\,I+-' asesoramiento tecmco
de gestion, financiero o juridico
segun las necesidades de la empresa
Esta prevista tamoen la creacion de

Centro de Documentacion sobre
Innovacion y una bolsa de trabajo de
['-'-\:‘u-wr-.u'.mcu.i'.-‘..ca-.".n-', orientada
a cubrir las demandas de personal
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| Complejo Multifun-
cional Avanzado de
julacion e Innovacion |
2cnologica (CMAT) es
mucho mas que un
ntro de entrenamien- |
o donde los profesio-
1ales sanitarios se ins-
lirdn de manera prac-
a en los casos y situa-
ciones que luego
icontraran diariamen- |
» en el desempeno de |
sus funciones.

€L CAMPUS DE LA SALUD D€

GRANADA

CONTARA CON UN CENTRO DE FORMACION DE PROFESIONALES
SANITARIOS CON UN ALTO NIVEL TECNOLOGICO

El Complejo Multifuncional Avanza-
do de Simulacién e Innovacion Tec-
nolégica (CMAT), que promueve la
Empresa Publica de Emergencias
Sanitarias del 061 y que entrara en
funcionamiento a finales de este
ano, contara con procedimientos
innovadores como sistemas virtua-
les, robots que simulan pacientes
reales e incluso empleara actores
como enfermos, lo que le convierte
en uno de los pocos del mundo con
estas prestaciones.

El CMAT es mucho mads que un centro
de formacion, es un centro de entrena-
miento donde los profesionales sanita-
ros se instruiran de manera practica en
los casos y situacicnes que luego se
encontraran diariamente en el desempe-
no de sus funciones. El edificio albergara
todos los procedimientos y técnicas de
ensenanza con las ultimas tecnologias,
lo que permitira recrear simulaciones en
zonas urbanas, para accidentes de trafi-
co u otras emergencias, en domicilios, o
en el area de urgencias hospitalarias, asi
como el proceso asistencial completo
desde la primera atencién. "Hay en el
mundo centros donde se realizan las

practicas que en el CMAT se pueden
realizar, es cierto, pero no hay ninguno
donde se hagan todas, como aqui”,
segun explico el propio consejero de
Salud de la Junta de Andalucia, Francis-
co Vallejo, durante la presentacion del

proyecto

Toda clase de intervenciones quirurgi-
cas, el diagnéstico y atencion de pacien-
tes en accidentes de trafico o en cual-
quier clase de emergencias, la recepcion
de heridos en urgencias o la atencion de
enfermos en consultas son algunas de
las practicas que proporcionara el
CMAT. Para ello, se emplearan simula-
dores robotizados y sistemas de ultima
generacion que permitiran ensayar
numerosas técnicas y procedimientos de
diagnostico y terapéuticos, desde los
mas complejos a los mas simples, en
condiciones semejantes a las reales

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

Presentacion de la maqueta del edificio del CMTA

nicacion con el enfermo y sus familiares
El CMAT estara situado junto al futuro
hospital del Campus de Ciencias de la
Salud, por lo que se convertira en un
centro neuralgico para la preparacion
de los profesionales sanitarios. El com-

plejo estara conectado mediante las
nuevas tecnologias de la informacion a
los centros de la red del sistema sanita-
rio publico andaluz, lo que les podra
convertir en aulas virtuales que podran
transmitir en directo o diferido experien-
cias de especial interés o recibir las que
se realicen desde el Campus de |a Salud
Con un presupuesto de algo mas de
nueve millones de euros, el CMAT pre-
tende convertirse en el primer centro a
nivel internacional que aglutine todas
las metodologias existentes para la for-
macion de profesionales en emergen-
cias sanitarias, y a la vez en el centro
coordinador del servicio provincial del
061. Se tratara de un edificio inteligente
con tecnologia digital que facilite la ges-
tion de sus recursos para dar respuesta
a las actividades que en él se desarro-
llen, equipado con tecnologia punta
para emision on-line de cursos y simula-
ciones, y que usara energias limpias
para su funcionamiento




EL PRESIDENTE DE LA JUNTA DE ANDALUCIA ASEGURA QUE EL
CAMPUS DE LA SALUD AVANZA "A VELOCIDAD DE CRUCERO"

nesidente de la Junta de Andalu-
3 anuel Chaves, visité el pasado

feb rolasobrasde fos dis- .

- sector ho'spltalario que se haya

de euros (unos 25.000 millones de
pesetas).

En su primera visita institucional al

Campus de la Salud, Manuel Chaves

sefialé que el Parque es un proyecto
|r|'eversible que avanza “a veloci- -

hecho nunca en Andalucia.
Aoompaﬁado por (2 presidente dela

Fundacion Campus de la Salud, David
Aguilar, y el gerente de esta institu-
cion, Jesis Quero, el presidente del
Gobierno andaluz recorri6 el Centro
Europeo de Empresas e Innovacion,
un edificio que entrara en funciona-

- miento dentro de un mes, y compro-

tuto de Parasitologia y de la Planta

" Piloto de Investigacién Farmacéutica,
que estaran concluidas antes de que
- finalice este afio.

Visita del pres:denre dE' fa Junra de Anda!uc:a Manuef Chaves af Campus dE' la Sa!ud
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DE GENOMICA Y
PROTEOMICA

Recientemente se ha constituido de
forma oficial la Red Valenciana de
Genomica y Proteémica de la Comuni-
dad Valenciana, cuyo objetivo es impul-
sar el desarrollo de la biotecnologia en
la region. La nueva Red esta 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 gené-
mica y protedmica tienen un elevado

RED VALENCIANA

potencial cientifico técnico y son apo-
yados ampliamente por las institucio-
nes publicas. Buena prueba de ello es
el apoyo recibido a esta Red por parte
del Ministerio de Ciencia y Tecnologia,
que concedid un anticipo reembolsa-
ble en el afio 2001 con caracter tria-
nual, a través de las ayudas para activi-
dades realizadas por entidades de
derecho publico y entidades sin fines
de lucro en parques cientificos y tec-
nologicos, para el desarrollo del pro-
yecto Tecnologias Gendmicas y Proted-
micas en Agroalimentacién, proyecto
que se desarrolla parcialmente en las
instalaciones del Parque Cientifico Bur-
jassot-Paterna.

| UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA
 UNIVERSITAT DE VALENCIA ESTUDI GENERAL

CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES

3 CIENTIFICAS

INSTITUTO VALENCIANO DE
4l INVESTIGACIONES AGRARIAS



€L PARQUE TECNOLOGICO

WALQA

YA TIENE DOS EDIFICIOS
A PLENO RENDIMIENTO

También en el Parque Tecnolégico
Walqa acaba de comenzar su anda-
dura el Area de Transferencia de Tec-
nologia del Parque, materializada
principalmente en cinco Laborato-
rios de Investigacién Avanzada de la
Universidad de Zaragoza: laborato-
rio de UMTS,laboratorio de Banda
Ancha, laboratorio de Aplicaciones
Informaticas Avanzadas, laboratorio
de Radiofrecuencia y laboratorio
Juridico/Empresarial. Todos ellos se
encuentran equipados con tecnolo-

El parque Tecnoldgico Walga 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-
logia, los servicios comunes para el Par-
que (cafeteria/restaurante, salas de reu-
niones, salas de formacion salon de
actos, etc) y cinco empresas. El edificio
Dos, dedicado exclusivamente a las
empresas, esta al maximo de ocupacion
y cuenta con seis empresas.

gia puntera en las distintas dreas y
cuentan con actividades de 1+D del
Centro Politécnico Superior de la
Universidad de Zaragoza, la facultad
de Derecho, y la facultad de Ciencias
Econémicas y Empresariales de la
Universidad de Zaragoza. Su objeti-
vo es constituirse en un importante
centro de 1+D de la Universidad de
Zaragoza y la prestacion de servicios
de investigacién y desarrollo tanto a
las empresas del Parque Tecnolégico
como a otras de fuera.

El tercer edificio de Walqa tiene previs-
ta su entrega en enero de 2004 y ya
estd 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-
ra listo en enero de 2005 y también
dispone ya de determinadas reservas,
aungue no en la totalidad de su super-
ficie.
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HISPAMOLDES ABRE EN EL

PARQUE TECNOLOGICO

DE GALICIA

UNO DE LOS MAYORES
CENTROS DE ESPANA
EN LA FABRICACION DE
MOLDES PARA
AUTOMOCION

El Grupo Hispamoldes acaba de inaugurar
en el Parque Tecnolégico de Galicia
{Ourense) una de mayores factorias de
Espana dedicada a la fabricacion de mol-
des de gran tonelaje para la industria de la
automocién. Las nuevas instalaciones ocu-
pan una superficie de 5.500 metros cua-
drados de los que 3.500 se destinan a
fabrica de moldes e inyeccion. La empre-
sa se dedica al disefio, desarrollo y cons-
truccién de moldes de inyeccidn para la
industria de termo plasticos, termo esta-
bles y aluminio para el sector del automo-
vil y cuenta con una participacion del

52% de capital portugués y 48% espariol.

El proyecto tiene por objeto, ademas, la
creacion de nuevas lineas de negocio:
una de moldes para inyeccién sobre teji-
do y mecanizados, y otra de mecanizados
de alta velocidad para productos de des-
arrollo y atencién rapida al cliente.
Sus piezas son exportadas a paises como
Brasil, Turquia, Alemania y Francia y tra-

pape! de .'a empresa, el emprende»
dor y las instituciones en el entor-
no de los parques denuf‘ icos y tec-
noldégicos™.

Manuel Fraga, presidente de la Xunta, durante
la inauguracién del Centro de Hispammoldes.

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

El presidente de la Xunta de Galicia,
Manuel Fraga, destacé durante la inaugu-
racion de las instalaciones la madurez
alcanzada por el sector de automocion
para competir en los mercados, y dijo que
la autormocién “es un sector estratégico
para la economia gallega”, que “concen-
tra la mitad de las exportaciones”. El titu-
lar de la Xunta insistié en que, pese a la
fuerte competencia de paises emergen-

Aspecto de la ;
fabrica de Hispamoldes en el PTG. =
tes, el sector gallego de autormocion
“estd demostrando su fortaleza y aprove-
chando su posicién de ventaja”.

Hispamoldes cuenta con una plantilla de
noventa trabajadores, con la prevision de
alcanzar los 130, y la inversion 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-
mas, las nuevas instalaciones de Hispamol-
des disponen de una Escuela de Forma-
cién, apoyada por la Diputacién provincial
de Ourense y homologada por la Xunta de
Galicia. Se trata de una experiencia Unica
en Espana, pues ofrece formacion especifi-
ca de segundo grado para jovenes que se
especializardn como Técnicos de Centro de
Mecanizado, una disciplina de nueva crea-
cion en Espana, promovida por el Grupo
Hispamoldes con la colaboracion del Par-
que Tecnolégico de Galicia.




Asl durame el 2002 se han puesto en
marcha dos proyectos dentro del Pro-
grama Marco de la Unién Europea Uno
de ellos es el prayecto Obelix que el Par-
que esta desarrollando en co?aborac:én

con entidades como la Free University of

Amsterdam y el Instnuto de Informatica
Aplicada de la Universidad de Karlsruhe
en Alemania, entre otros, y que tiene
como ObjelIVD investigar y desarrollar .

herramient_as basadas en ontologfas que'

permitan |a integracién e interoperabili-
dad de aplicaciones web de forma esca-
lable. Este tipo de capacidades seran
necesarias en la web del futuro, deno-
minada Web Semantica, caracterizada
por productos y servicios mucho mas
complejos, por redes de valor (denomi-
nadas Dynamic Value Constellations)
que sustituiran a las cadenas de valor
actuales entre proveedores y cllentes E
por (iltimo, y como consecuencia, por
transacciones en el mercado electronico
/ (e—bus:ness) mucho mas |nte||gentes y

-Slendo Naturaleza Tecnc!ogla y Ane los
: res}fundamentos bésicos sobre los qua .
'Qta su acuvldad con estos dos pro—, s

CUATRO INVESTIGACIONES PIONERAS A NIVEL
MUNDIAL ENCABEZAN LA ACTIVIDAD QUE
DESARROLLA €L PARQUE TECNOLOGICO DE

SAN SEBASTIAN

El Parque Tecnologico de San Sebastian
desarrolla a través de diferentes meca-
nismos numerosas actividades encami-
nadas a favorecer la Transferencia de
Tecnologia y Conocimiento. En esta
linea, ademas de los proyectos de
investigacion que se realizan en el Par-
que Tecnolégico por parte de las
empresas y centros de investigacion
ubicados en él, es el propio Parque
quien a su vez disena, lidera y desarro-
lla diversos proyectos avanzados en

Imagen del Robot MiRela, desarrollado en
el Parque Temo!ég:to de San_ Seba.m'én P

H ﬂ

di gltal storytelllhg_j"' Bara la creadén y ! -

. expresnﬁn de nuevas forrnas de arte, el

obje‘llvo es construir unas infraestructu-

ras de Realldad Mixta {comb:nando Rea-

lidad Virtual y Realidad Fisica) que per-

~_mitan la demostracion y evaluacién de
““nuevos métodos de creacion y expresion

artistica desarrollados en el proyecto.
Dentro de este ambito, también colabo-

~racon la Agencia Espamal Europea yla,

- Orquesta Sinfénica de Londres én el *
" desarrollo del proyecto Sunrise. El obje-
-tivo de este proyecto consiste en utilizar

los satélites de la Agencia Espacial Euro-
pea para la producci6n y distribucién de
contenidos multimedia, de modo que
cualquier persona pueda recibirlos en su
casa sin necesidad de realizar ninguna
instalacién sofisticada con el ordenador.

. En este campo, se han celebrado ya

varias sesiones experimentales entre
Londres y San Sebastian, habiéndose

recibido clases magistrales del primer

flauta y el primer fagot de la Orquesta
Sinfénica de Londres o concnenos entre

L Ios dos pumos

 trabajo sobre la mterrelacno[) con la per-

iz Con el desarrollo de estos proyedos eI

- des que cubrir, desarrollando herram]én-
“tasy apllcaoones y utllrzando Ia lnfraes ;

ambitos relacionados con las Tecnolo-
gias de la Informacidn y las Telecomu-
nicaciones.

Estos proyectos tienen como objetivos
beneficiar al Parque Tecnolégico, sus
empresas y usuarios, servir Como pro-
yectos-demostracion generalizables al
entorno exterior y proveer un marco
para la realizacion de proyectos fin de
carrera y tesis doctorales de ingenieros
y cientificos.

to de Inteligencia Artificial y y Robétlca
que desde hace varios afos se estd des-
arrollando en colaboracion con el s
Departamento de Inteligencia Artificial - -
del MIT (Massachussets Institute of s =«
Technology). Este proyecto tiene como“ Gl i
objetivo el desarrollo de un robot con ¢
capacidad de desplazamiento libre por -

el Edificio Central del Parque Tecnol6gi-

<o teniendo asignadas tres tareas que. « .
estan en la auténtica punta de lanzade=*. = o
la investigacion en robética a nivel mun-
dial, como son la recepcnbn, localizacién
y acompanamiento de personas.la =
base fundamental de este proyecto es el

sona, que hara p05|ble lo que se conoce
como Robédtica de Servicios, y que cons-
tituye el gran campo de aplncatnén de 1a
robét:ca LR, S

Parque Tecnolégico de San Sebastlan




GIJON.

€L PARQUE CIENTIFICO Y TECNOLOGICO DE

_ OGE A2 ASAMBLEA GENERAL DE

El Gobierno de Asturias ha

iniciado la construccion en el
PCTG de dos centros tecnolo-
gicos, uno de tecnologias de

la Informacion y otro de Dise-
fio y Produccion Industrial.
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APTE

El Parque Cientifico Tecnologico de Gijon
acogio durante el mes de abril la Asam-
blea Anual de la Asociacion de Parques
Cientificos y Tecnolégicos de Espana
(APTE). Pero esta no ha sido la unica
actividad nacional que registraron las
instalaciones municipales gijonesas en
abril, ya que la Fundacion COTEC cele-
bro en ellas su 9° Encuentro Anual, dedi-
cado este ano a analizar y debatir sobre
los nuevos papeles de los centros tecno-

_APTE YLA REIJN N ANUAL DE COTEC

logicos, en cuya organizacion colaborara
también el Club Asturiano de la Innova-
cion.

Segun los responsables del parque, la
celebracion de estos eventos “ponen la
guinda a la trayectoria de un parque
cientifico-tecnologico, el primero de ini-
ciativa municipal, que tras algo mas de
dos anos de actividad ha sacado a la
venta su sequnda fase de parcelas, des-
pués de comercializar |a primera en la
que se localizan varias empresas, y dos
edificios destinados a los emprendedo-
res tecnoldgicos en los que se alojan 16
empresas tecnoldgicas en régimen de
alquiler”. De hecho, la dltima incorpora-
cion al parque ha sido la del centro de
AENOR en Asturias.

En la actualidad, la empresa de estruc-
turas metalicas Esmena tiene su centro

tecnolégico 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
Gijon, ITK Ingenieria o Delcam, cons-
truyen en estos momentos sus edifi-
cios

El Gobierno del Principado de Asturias
ha iniciado la construccion en el PCTG
de dos centros tecnologicos, uno de Tec-
nologias de la Informacién y la Comuni-
cacidn, y otro de Disefio y Produccion
Industrial, que supondran una inversién
de tres millones de euros y que forman
parte de una red de centros que el Eje-
cutivo asturiano esta construyendo con
el objetivo de incrementar la oferta de
servicios para la innovacion de las
empresas regionales.

Aspecto del Parque Cientifico y Tecnoldgico de Gijon.

FERROL METROPOLUI

Y LA FUNDACION
UNIVERSIDADE DE A
CORUNA
PROMOCIONAN
PRACTICAS DE
EMPRESAS PARA
UNIVERSITARIOS

La Fundacion Ferrol Metropoli y la Fun-
dacion Universidade de A Coruna han
firmado un convenio de colaboracion
para que universitarios, recién titulados
y estudiantes de Tercer ciclo, puedan
realizar practicas en empresas.

Segun Doroteo Lopez, presidente de
Ferrol Metropoli, “esta formula se
muestra como una de las mejores herra-
mientas para que los universitarios

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,
ademas, -subraya Lopez- se facilita que
las empresas incorporen a sus departa-
mentos de investigacion personal uni-
versitario vinculado y se genere una
sinergia entre empresa, recursos huma-
nos, innovacién y Universidad”.



NUEVA ACTIVIDAD €N €L

PARC CIENTIFIC
DE BARCELONA

"LOS SEMINARIOS DEL PARC 2003

Calendarl
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Con el objetivo de dinamizar la actividad
cientifica y social en la vida diaria del
PCB, se ha iniciado el ciclo “Seminarios
del Parc 2003", un programa de conferen-
cias que trataran diversas disciplinas y en
el que participaran principalmente
ponentes vinculados con el PCB. Las

El 2003 sera el primer ano en el que el
PCB funcionara a pleno rendimiento con
todos sus espacios ocupados. Por este
motivo, se ha planteado crear un espa-

espacio se ha bautizado como “Los

Seminarios del Parc”. La conferencia
inaugural del ciclo, presentada por el
rector de la Universitat de Barcelona,

cio que permita la creacion 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

Joan Tugores, tuvo lugar el pasado vier-
nes 17 de enero con la intervencion del
director del Laboratorio de Bioinvestiga-
cion de Merck Farma y Quimica, Jaume
Piulats, que traté el tema de las nuevas
aportaciones en la terapia oncologica.

ACUERDO DE INVERSION ENTRE ORYZON
GENOMICS Y LA EMPRESA DE CAPITAL DE RIESGO NAJETI

La empresa de genomica funcional
ubicada en el Parc Cientific de Barce-
lona Oryzon genomics (www.ory-
zon.com) ha firmado un acuerdo con
la compania de capital de riesgo
Najeti (www.najeti.com) por el que
ésta adquiere el 28% de su sociedad.
Con esta operacion, Oryzon financia-
ra los programas de desarrollo de
nuevas variedades vegetales y de
herramientas genomicas de aplica-
cion biotecnoldgica en el sector
industrial y biomédico.

Segun el director general de Oryzon
genomics, Carlos Buesa, “con la
entrada de Najeti, conseguimos no
solo incorporar los recursos que
garantizan el desarrollo de nuestro

plan de identificacion de dianas
genéticas, sino también elementos
de valor en la definicion estratégica
de negocio, que valoramos muy
positivamente. Oryzon se encuentra
en un momento de aceleracion y
optimizacion de sus programas de
I1+D para entrar en “break even" de
aqui a dos anos”.

Por otra parte, con este acuerdo, Naje-
ti se consolida como una sociedad de
capital de riesgo en Espana especiali-
zada en operaciones en empresas bio-
tecnoldgicas y de tecnologia de la
informacion y comunicaciones.

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

sesiones se realizaran semanalmente en
la recién inaugurada Aula 1 del Edificio
Modulary se iran anuncuando a tra\rés [

miento y analisis de genes, forma
parte de la Bioincubadora CIDEM-
PCB. Integrada por un equipo multi-
nacional de 20 cientificos, la empresa
cuenta con una tecnologia propia de
analisis genomico 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
patogenos y adversidades climaticas.
Asimismo, Oryzon cuenta con el pro-
yecto "Orymold”, una nueva concep-
cion de plataforma bioinformatica
que permite integrar una gran canti-
dad de datos biolégicos generados
en los procesos de 1+D.
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EXITO DE PARTICIPACION €N EL | CONCURSO DE IDEAS DE LA

CARLQOS Il

PARA LA CREACION DE EMPRESAS D€
BASE CIENTIFICA Y TECNOLOGICA

El pasado mes de diciembre finaliz6 la
1* ronda del concurso de ideas que pro-
mueve la Universidad Carlos Il para la
creacién de empresas de base tecnolo-
gica, con una participacion 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
Tecnologias de la Informacién, las
Comunicaciones Y la Ingenieria Indus-
trial, principalmente.

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

NIVEL DE FORMACION DE LOS

> Viabilidad técnica y econémica
(30%)

> Originalidad e innovacion de la
propuesta (30%)

> Nivel de madurez de la idea (25%)
> Caracter multidisciplinar del pro-
yecto (15%)

Entre |as ideas que han pasado a la
siguiente ronda figuran algunas de
nombre tan sugerente como Redes
inaldmbricas de banda ancha para ser-
vicios multimedia en los hogares, Siste-
ma Domético, Aplicacion de las nuevas
tecnologias al marketing de la PYME,
Plataforma de servicios compartidos
para PYMES, Hacia un mundo de servi-
cios personalizados, INNOVA o Tecno-
logia aplicada a la educacién profesio-
nal.
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En la segunda ronda, que comenzoé el
17 de febrero y finaliza el 9 de mayo,
los emprendedores de los proyectos
elegidos participaran en un taller en el
que seran asesorados en el diseno,
estructura y elaboracién del plan de
negocio para evaluar la viabilidad téc-
nica y econémica de la idea. Como

resultado de este taller se selecciona-
ran las 8 ideas mas viables técnica y
econdmicamente y pasaran a una ter-
cera ronda, en la cual realizardn una
defensa publica de la propuesta ante
un jurado. La resolucion final del con-
curso se hara publica el 12 de junio del
2003

INAUGURADOS DOS NUEVOS €EDIFICIOS EN EL PAR-
QUE CIENTIFICO DE LA UNIVERSITAT DE VALENCIA

BURJASSOT-
PATERNA

El pasado 24 de enero tuvo lugar el acto
inaugural de los nuevos edificios que
amplian el Parque Cientifico de la Uni-
versitat de Valencia Burjassot-Paterna,
que corri6 a cargo del rector de la Uni-
versitat de Valéncia, D. Francisco Tomas
Vert, y del en ese momento Presidente
del Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas, Rolf Tarrach. Al acto se
suma D. Javier Quesada, Subsecretario
de la Oficina de Ciencia y Tecnologia de
la Generalitat Valenciana.

Dos nuevos edificios, con una superficie
util de mas de 5.000 m2, albergan ya el
Instituto Cavanilles de Biodiversidad y
Biologia Evolutiva, el Instituto de Ciencia
de los Materiales y el Instituto de Robo-
tica. Un tercer edificio acoge el Instituto
de Fisica Corpuscular, centro mixto
CSIC-Universitat de Valencia, sumando-
se a los edificios ya construidos, un poli-
gono de una superficie aproximada de
200.000 m?, que se extiende por los
municipios de Paterna y Burjassot, con-
tiguos al Campus Universitario de Cien-
cias Basicas de la Universitat de Valen-
Cig

Ademas de los nuevos Institutos de

Investigacion, 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 Investigacion, el Centro

de Calculo Cientifico Paralelo, y el Insti-
tuto de Agroquimica y Tecnologia de
Alimentos, perteneciente este Gltimo al
csIC.

El objetivo de la Universitat de Valéncia
al disenar este Parque ha sido el de pro-
yectar la investigacién basica de exce-
lencia, que se realiza en el marco de los
grupos de investigacion e institutos
mencionados, en el entorno social y
econdmico de la Comunidad Valenciana
y del resto de Espana. De esta forma, se
pretende proporcionar a las empresas,
sobre todo a las pymes, acceso facil a
servicios tradicionalmente universitarios
como la formacién, la investigacion, la
colaboracion y el asesoramiento. Asimis-
mo, se crean las condiciones necesarias
para gue estudiantes y profesorado de
la Universitat puedan acceder a opcio-
nes empresariales a través de la comer-
cializaciéon de su investigacion y conoci-
miento o la puesta en marcha de
empresas a través de sus ideas (creacion
de spin-off).

Para cumplir este objetivo, se ha defini-
do y construido un modelo propio de
Parque, adaptado a las necesidades de
la investigacion, pero también de los
requerimientos empresariales, donde
conviven la investigacion publica y priva-
da en un dnico espacio, equipado con
potentes servicios de apoyo.
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LA COMUNIDAD
VALENCIANA

DISPONDRA DE UN PARQUE DE IS MILLONES DE
METROS CUADRADOS. UBICADO EN EL ARCO
MEDITERRANEO Y CON EQUIPAMIENTOS D€

VANGUARDIA

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

La Generalitat Valenciana, a través de la
empresa publica SEPIVA (Sequridad y
Promocion Industrial Valenciana), en
colaboracion con la Sociedad Estatal de
Participaciones Industriales (SEPI), esta
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 localizacién privilegiada por las con-
diciones economicas y por su estratégi-
ca situacién, la ciudad de Sagunto
(Valencia).

El municipio de Sagunto, en el Noroes-
te de la provincia de Valencia, a 25 kilo-
metros de la capital, tiene una ubica-
cion 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
mediterranea, comunican Sagunto con
Andalucia Oriental y Cataluna. La
Comunidad Autonoma esta bien comu-
nicada, asimismo, con el Norte de la
Peninsula, a través de la N-230, carrete-
ra que en los proximos anos se conver-
tira en una autovia Sagunto-Somport
para enlazar a través de Francia con
Europa Central. Las comunicaciones
terrestres se completan con una amplia
oferta de ferrocarril, que incluira la
linea de alta velocidad, actualmente en
desarrollo.

La proximidad del aeropuerto interna-
cional de Manises, a 28 kildmetros de
Sagunto, es otro valor anadido del
emplazamiento. Finalmente, el puerto
conecta todo el arco Mediterrdneo con
el Océano Atlantico. Esta red de comu-

.
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nicaciones define a Sagunto como un
lugar 6ptimo para la implantacion tanto
de zonas industriales como culturales,
residenciales y de ocio, porque aporta
importantes ventajas econdmicas, geo-
graficas y medioambientales.

Al respecto, el consejero de Industria,
Comercio y Energia, y presidente de
SEPIVA, Fernando Castelld, ha destaca-
do que la ejecucion de esta iniciativa
“supondra un revulsivo industrial sin
precedentes tanto para Sagunto como
para la Comunidad Valenciana y el con-
junto nacional”. En este sentido, Caste-
l16 ha subrayado que Parc Sagunt “se
presenta como un gran parque de ulti-
ma generacion y como el mayor poligo-
no industrial de la Europa del futuro,
con los servicios y las infraestructuras
mas avanzadas y vanguardistas”.

Asimismo, el consejero ha senalado que
una vez estén ubicadas y en pleno fun-
cionamiento todas las empresas sobre
los 15 millones de metros cuadrados
que albergara Parc Sagunt “se habra
generado una inversion cercana a los
6.000 millones de euros y se habra pro-
piciado la creacion de entre 25.000 y
30.000 puestos de trabajo”.

Castelld también ha resaltado la impor-
tante labor de coordinacién entre todos
los organismos implicados en esta inicia-
tiva. "Tanto el Ministerio de Economia,
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 mas
interesantes tanto en el dmbito nacional
como internacional”, ha apuntado el
consejero.

El titular de Industna, Comercio y Ener-
gia ha senalado que el éxito de Parc
Sagunt estd mas que garantizado, ya
que son numerosas las empresas tanto
nacionales como extranjeras las intere-
sadas en ubicarse sobre estos terrenos.



de 230 500 metros cuadrados, de |os
que 145 000 estén ocupados por ]as

-Por lo que respecta a las futuras accio-
‘nes en materia de construcdén de
“nuevo suelo industrial, éstas se van a
: desanollarendosfases:Saguntoly

g Sagmtoll.EnmantoaSaguntol.las
_ obras de esta fase comenzarén el pri-
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el PTA

CONTARA CON UN CLUB
SOCIAL Y DEPORTIVO

El complejo se construira sobre una
parcela de 25.000 metros cuadrados

El Parque Tecnol

gico de Andalucia
(PTA), ubicado en Malaga, contard a
finales de 2003 con un club social y
deportivo “pionero en Europa”, debido
a las caracteristicas de sus instalaciones,
cuyas obras comenzaran en marzo,
segun las previsiones de la empresa pro-
motora. El club se construird sobre una
parcela de 25.000 m?, situa
sede social del PTA y colindante al

1 junto ala

nuevo aparcamiento y a la futura zona
de ampliacidn de la tecnopolis. Esta for-
mado por un edificio de dos plantas de
unos 2.000 metros cuadrados, una pis-
cina chimatizada con cubierta movil,
cuatro pistas de padel, dos de tenis y
una polideportiva, ademas de dos zonas
destinadas a la practica del golf — un
{J’(.".fj.r?g rangey un _.'_J.'J'.f.'.’."rg greenyun
gimnasio "de ultima generacion”
También habra una zona destinada a “la
salud y Ia belleza”, con instalaciones
para banos turcos, rayos UVA, peluque-
ria, masajes, jacuzzi, sauna y fisiotera-
pia, entre otros, siendo la inversidn esti-
mada para este proyecto de 3,5 millo-
nes de euros

La planta baja del edificio, que estara
equipado con dispositivos de domatica,
estara destinada al club social, donde
unos 2.000 socios dispondran de cafe-
teria, restaurante, sala de television y
D.V.D., salas de lectura y de juegos y
una terraza de mas 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”, ademaés de relacionarse
entre ellos. El club convertira al Parque
Tecnologico de Andalucia en la primera
tecnopolis europea con este tipo de ins-
talaciones deportivas

De izquierda a derecha: Rafael Sainz, Presidente de Isofotén; Federico Pérez, notario
y Manuel Lépez Casero, Secretario General de Industria y Desarrollo Tecnolégico de
la Junta de Andalucia.
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Momento de la colocacidn de la primera piedra "
Y del Pai-q_ue. 5
Botanico de ocho hectareas cuya cons-
truccion comenzara también en el pri-
urbanistico apropiado que favorezca la

apostar por sectores estratégicos de alta

4 Se

tecnologia; disenar el proyecto atenién-
donos a un modelo basado en el desarro-

llo sostenible; potenciar la creacién de
iniciativas empresariales; buscar un disefo

El pasado mes de enero se celebro el acto
institucional de colocacion de la primera
piedra del Parque Cientifico y Tecnolégico mer semestre de este ano. Este lugar
de Albacete, el primero de estas caracte- de investigacion y de esparcimiento,
risticas en Castilla-La Mancha. Se inicia favorecera la creacion de un espacio de
asi la primera fase del proyecto, con la alta habitabilidad en el entorno del
construccion del Instituto de Investigacion Parque interrelacion entre empresa-empresa y
empresa-universidad; y disenar un espa-
Se completara asi el desarrollo de la pri- cio, integrado en la ciudad, con moder-
mera fase de este proyecto que tuvo su nas infraestructuras y alta habitabilidad.
inicio con la constitucién de la Funda-
Para conseguir estas metas el Parque
cuenta con una magnifica ubicacion y
un amplio respaldo social materializado
en el apoyo de los agentes sociales, de
las instituciones publicas, y de la Univer-

cion Parque Cientifico y Tecnologico de
sidad de Castilla-La Mancha. Su ubica-
cion en Albacete, primera ciudad en
poblacion de la region, ofrece una situa-
cion privilegiada en comunicaciones y

un amplio desarrollo y dinamismo
industrial, elementos esenciales para el

eéxito del proyecto. Ademas, Albacete
alberga uno de los campus universita-
rios mas importantes de la region, lo
que garantiza el apoyo cientifico nece-
sario basico para el desarrollo de esta
ambiciosa iniciativa. Por ultimo, Albace-
te cuenta con una magnifica tradiciéon

de entendimiento entre e:npresenios,
universidad, sindicatos y administracio-
nes publicas, con una cultura del dialo-

en Informatica. Este centro sera referencia
as y colaboraciones

Albacete, a finales de 2001. Esta Funda-

cién, promovida por la Junta de Comu-

nidades de Castilla-La Mancha, la Uni-

de diferentes inicic
versidad Regional, el Ayuntamientoy la

empresariales. Su principal objetivo es
actuar como nucleo de investigacion, des-

arrollo e innovacion de las tecnologias de
Diputacién de Albacete, nace con el
proposito de favorecer la creacion de un

Las acciones previstas se completan con
el inicio de la obra del Centro de
Emprendedores en el primer semestre entorno en el que se instalen y surjan
de este ano, edificio que albergara la iniciativas de corte innovador.
direccion del Parque y acogera a las pri- Para alcanzar este objetivo el Patronato
de la Fundacion ha definido unas areas
de interés preferente en las que inicial-
mente plantea desarrollar su actividad.
Las dreas seleccionadas son: tecnologias
de la informacion, energias renovables y
medio ambiente, automatica y robotica,

y biomedicina. El objetivo basico es
fomentar la participacion empresarial en

la informacién en la region, actuando
coma germen en la introduccion de estas
nuevas tecnologias en todos los dmbitos.

40

meras empresas. Finalmente, dentro de
las actuaciones previstas se incluyen la
construccion, tras el verano, del Centro
los proyectos de investigacion y mejorar
go y colaboracién muy extendida y

el nivel de innovacion e investigacion de
asentada.

Tecnoldgico de Automatica y Robotica y
En definitiva, el Parque Cientifico y Tec-

el Instituto de Investigacion en Energias
Renovables. Esta primera fase, de
32.000 m2, que supone un 10% del
espacio total ofertado, se completara
con la construccion de un nuevo centro
de empresas cuyo comienzo de obras
estd previsto para principios del proximo
ano. El montante global de estas accio-
nes superara los 12 millones de euros.

nologico de Albacete propone un
modelo de Parque capaz de convertirse

en impulsor de los procesos e iniciati-

vas de innovacion en el que empresas,
centros de investigacion y de desarrollo
tecnologico, junto a la Universidad de

empresdas FL".‘gIOﬂ.3|(FS.

El proyecto definido por la Fundacion se
apoya en las siguientes ideas que definen
su identidad: mejorar el proceso de trans-

ferencia de tecnologia y de innovacion;

Castilla-La Mancha den lugar a un
nuevo lipo de espacio economico,
cuyos efectos incidan eficazmente en
la modernizacién del tejido productivo

de Castilla-La Mancha y le permitan
incorporarse con éxito a los nuevos
retos que la Sociedad del Conocimien-

Junto a estas instalaciones, en un espa-
cio anejo, se ha proyectado un Jardin

to plantea.
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INAUGURACIONES Y SEMINARIOS SOBRE
INNOVACION EN EL PARQUE TECNOLOGICO DE

ASTURIAS

PHOENIX CONTACT INAUGURA SU SEDE EN EL PARQUE TEC-
NOLOGICO DE ASTURIAS EL PROXIMO MES DE MRYO

El Grupo Temper ultima la cons-
truccién de un edificio de 2.800 m2
en el que se ubicara préximamente
una de sus sociedades, la empresa
Phoenix Contact, dedicada al con-
trol de procesos industriales, campo
que abarca desde la consultoria y
formacion especificas, hasta el dise-
no, montaje y distribucion de com-
ponentes y aparatos para instalacio-
nes eléctricas. La empresa fue crea-
da en 1998 mediante una joint ven-
ture con el grupo aleman Phoenix
Blomberg y en 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 proxi-
ma decada

Entre las actividades de la empresa
se encuentran el disefio, integracion
y comercializacion de sistemas de
automatizacién, conexion e interface

Nueva sede de Phoenix Contac en el
Parque Tecnologico de Asturias

para equipos industriales, asi como

protecciones de circuitos contra tran-

sitorios

De ellas destaca, por su caracter tec-
nolégico, el diseno de sistemas espe-
cificos de automatizacion que son
posteriormente implementados por
ingenierias integradoras. Estos siste-
mas se basan en buses de campo
industrial, compuestos por modulos
de entradas y salidas de sefales, una
CPU, un software basico y un soft-
ware de usuario especifico 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 conexion para
tarjetas de circuitos impresos o cua-
dros eléctricos, conectores industria-
les, y cajas de proteccionde circuitos
contra sobretensiones provocadas
por transitorios.

CELEBRACION EN EL IDEPA DE
UN SEMINARIO SOBRE METODOLO-
GIA DE APOYO A LA INNOVACION
INCLUIDO EN EL PROYECTO
EUROPEO INNOBR-SME
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En la Imagen, CENTROELENA.

RABANALES 2l

El Consejo de Administracion del Parque
Cientifico-Tecnoldgico de Cordoba,
Rabanales 21, se reunira la primera
semana de abril para convocar la Junta
General de Accionistas que habra de
decidir sobre la ampliacion del capital
social y sobre la forma y cuantia en que
ésta se llevara a cabo. El interés manifes-
tado por las entidades financieras de El
Monte de Sevilla y Huelva y Cajasur de
participar en esta ampliacion de capital
se debe compaginar con el derecho pre-
ferente de todos o parte de los actuales
50Cios por mantener o ampliar su cuota
de participacion en la sociedad.

Esta ampliacion se produce por la nece-
sidad de incorporar 30 hectareas, como
resultado del concurso internacional de
ideas convocado por la Gerencia de
Urbanismo de Cérdoba, y que se suman
a las 36 hectareas iniciales. En la parte
norte de esa superficie se ubicara el

nuevo recinto de Exposiciones y Mues-
tras. El equipo ganador del concurso de
ideas, liderado por el arquitecto Gonza-
lez Fustegueras, sera el encargado de
dirigir y coordinar los trabajos de elabo-
racion de los documentos de ordena-
cion urbanistica de la zona

Mas 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, alguiler con opcién de compra,

rias. Su mision consiste en fomentar
'"_'Ia cooperacién entre las ernpresas -
“para el desarrollo e Implantanbn de'

_clendér de Ia importancia de exigir
'y ofrecer niveles adecuados de cali-

stiﬁn total de la calidad, con- |

dad en productos y servicios, y
divulgar la calidad a todos los nive-

les de la socuedad

concesion administrativa. Algunas de
ellas se han puesto en contacto con la
sociedad del Parque a través del portal
Raitec ( Red Andaluza de Innovacién y
Tecnologia).

o

Por otra parte, Rabanales 21 participara
en la proxima feria “Innovacor”, que se
celebrara en Cérdoba entre el 3y el 6 de
abril proximo, con un stand en el que se
daré a conocer el proyecto del Parque y
participara en las Jornadas Técnicas
organizadas con motivo de este evento

" Rabanales 21

PARQUE CIENTIFICO
TECNOLOGICO DE CORDOBA
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€L PARC TECNOLOGIC DEL

VALLES

ABORDA LAS LINEAS DE SU FUTURO

Los maximos responsables del Parc Tec-
nologic del Vallés celebraron reciente-
mente una reunion de trabajo, a la que
asistio el Consejera de Trabajo, Industria,
Comercio y Turismo del Gobierno Cata-
lan, presidente de la Junta de Accionistas
del Parque, para abordar las lineas maes-
tras de futuro del PTV. El Parque se
encuentra en un momento clave de su
€amino, ya que en su entorno se encuen-
iran en juego, entre otras cuestiones, el
ensanchamiento de Cerdanyola del Valles
con la urbanizacion de un area tecnoldgi-
ca de vital importancia para la ampliacion
del PTV. Esta ultima prevé la construccion
del Sincotrén, que se convertird, proba-
blemente, en una de las instalaciones
cientificas y tecnolégicas mas grandes de
Espana. También esta en juego la llegada
del TGV y la construccién del Tanel de
Horta. A la reunién 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-

gui, presidente del Consejo de Adminis-
tracion del PTV, Jordi Toboso, consejero
delegado del Parc Tecnologic del Vallés, y
Xavier Mateu, director general del Par-
que. Tras el almuerzo que siguio a la reu-
nion, el grupo se dingid a las instalacio-
nes del Centro Tecnologico de Pierre
Fabre, centro de investigacion de referen-
cia mundial en nuevas tecnologias para
la administracién de medicamentos, ubi-

=X 1A AN il

De entre las iniciativas puestas
en marcha a primeros de afio

. _en el PTV destacan, porsu’
buena acoglda entre los empre-

sanos y, trabaladores del par-
, Ios Prll!ups del Farc" una

cado en el PTV, y se reunio con los repre-
sentantes de la Asociacion de Empresas
del Parque. Posteriormente, el Consejero
y el Delegado entregaron un reconoci-
miento a las empresas que desarrollan
actividades en el PTV hace mds de diez
anos, como A Novo Ibérica, ABT Ingenie-
ria y Consultoria Medioambiental, ACCIT
Integradores de Sistemas, Centro Catalan
de la Calidad, etc

rial desde varios ambitos y que
se vienen celebrando todos los
meses con gran . afluencia de
publlco. La proteccnén juridica
de las marcas en Internet las
! deducclones par: ctw:dades

_ enl+D+l o el e-learning, han "
e sido algunos de Ios temas tra—
= 1adosh taahora. i i o

Parque Tecnolégico de la Universidad de Cadiz.

PREVISTOS 275.000 M= PARA LA PRIMERA FASE
DeL PARQUE CIENTIFICO De LA UNIVERSIDAD De

CADIZ

La primera fase del Parque Cientifico de
Cadiz ocupara una extension de
275.000 m2, repartidos entre los secto-
res naval, aerondutico, construccion,
transporte, automocion, agroalimenta-
rio, electrénico, informatico, formacion,
medicambiente y sanitario.

Esta primera fase contara con un Centro
Integrado de Tecnologia de la Informa-
cion, un Centro Andaluz de Investiga-
cién Vitivinicola, un Centro Andaluz de
Ciencia y Tecnologia Marina, Unidades
de Investigacion de los Hospitales Uni-
versitarios, el Consorcio Tecnologico de

Y UCA

Universidad
| de Cadiz

Cadiz, una Incubadora de Empresas,
una Biblioteca de Ciencia y Tecnologia,
un Centro Superior de Lenguas Moder-
nas, Servicios Centrales de Ciencia y
Tecnologia y una Oficina de Transferen-
cia de Resultados de Investigacion para
Gestion de patentes.



IKERLAN Centro de Investlgaciones
Tecnoiéglcas, lmpulsor del Polo de
Innovacién Garaia, junto con Mon-
dragén Unibertsitatea y Mondragén
Corporacién Cooperativa, est4 par-
ticipando de manera activa en las
iniciativas de creacién y desarrollo
de tres centros de investigacién:’

para la investigacién en Microsiste-
mas, fruto de la alianza estratégica
establecida con el Centro Tecnolégi-
co CEIT, de San Sebastian, y Mon-
dragoén Corporaciéon Cooperativa. -

para la investigacion en gestion o
“management”, creado junto con
Mondragén Unibertsitatea, LKS
Consultores, Agrupacién de Ingenie-
ria y Consultoria y Mondragén Cor-

poracién Cooperativa.

GARAIA

POLO DE INNOVACION
BERRIKUNTZA GUNEA

AP SRR

IKERLAN EN €L POLO

GARAIA

Ademas, IKERLAN, que tiene una tra-
yectoria de muchos anos de estrecha y
permanente colaboracién con numero-
sas empresas ha establecido reciente-
mente sendos convenios de colabora-
cion con Orona eic, Centro de Investi-
gacion en Elevacion, y Fagor Ederlan,
fabricante de componentes de auto-
mocion. Actualmente, cuenta con una
plantilla de personal de mas de 180
investigadores y técnicos, ademas de
41 becarios y ha ampliado y remodela-
do su infraestructura investigadora en
sus instalaciones de Arrasate-Mondra-
gon. Las nuevas instalaciones fueron
inauguradas el pasado dia 19 de febre-
ro en un acto presidido por el Lehenda-

kari del Pais Vasco, Juan José Ibarretxe.

Polo de Innovacion Garaia.

La ampliacién inaugurada de 2.114
m?2 esta distribuida en tres plantas, y
eleva a 9.000 m? la superficie total
cubierta de que dispone IKERLAN, en
Arrasate, y en el Parque Tecnologico
de Alava, en Mifano. La inversion de
las nuevas instalaciones y equipos ha
ascendido a 5,2 millones de euros, de
los que 2,5 millones corresponden a la
ampliacion de edificios, 2,1 millones a
equipamiento, y 0,6 a remodelacion
de antiguos edificios

El nuevo equipamiento instalado com-
prende una Sala Blanca, como labora-

torio de Microtecnologias; un labora-
torio de ensayos con dos camaras
semianecoicas, para ensayos acusticos
y de compatibilidad electromagnética;
un sistema espectrofotomeétrico; un
equipo de radiofrecuencia, y una
maquina de prototipado rapido con
tecnologia FDM

Para su financiacion se ha contado
con el apoyo del FEDER-Fondo Euro-
peo de Desarrollo Regional, a traves
de los recursos asignados al Ministerio
de Ciencia y Tecnologia en el Progra-
ma de Investigacion, Desarrollo e
Innovacion; y también con la ayuda
del Gobierno Vasco, de Caja Laboral,
a través del Fondo de Educacion y

Promocion Intercooperativa (FEPI), y
de la Diputacion Foral de Gipuzkoa
Las nuevas instalaciones obedecen al
impulso investigador que se desea dar
a las areas de Microsistemas, Comuni-
caciones, Electrénica, Sensores, Elec-
tronica de Potencia e Ingenieria Meca-
nica, con el fin de promover el desarro-
llo integral de productos mecatronicos,
actividad en la que destaca IKERLAN,
con una dilatada experiencia y un gran
numero de realizaciones en la innova-
cion de productos y mejora de proce-
sos productivos, en estrecha colabora-
cion con las empresas-cliente.
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€N CONTINUO CRECIMIENTO

Varias empresas duplican la superfi-
cie de sus instalaciones y otras nue-
vas se incorporan al Parque

El crecimiento que el Parque Tecnoldqi-

co de Castilla y Leon, como empresa

publica de la Cons a de Industna,

Comercio y Turismo, ha experimentado
desde su creacion, continua siendo un
hecho constatado en la actualidad (ha
yasado de tener 9 empresas en 1993 a
las 88 con las que cuenta hoy en dia). A

a incorporacion de nuevas er

el recinto hay que sumar también la

ampliacién de instalaciones realizada

por las en

ya situadas en el Par-
que. Este es el caso de Thales Informa-
tion Systems, que duplica su superficie

en el Parque debido, principalmente, al
crecimiento que la empresa ha experi-
nentado a lo largo del afio 2002, segun
explican sus propios responsables. Esta
empresa de ingenieria y desarrolio de
aplicaciones software para telecomuni-
caciones ofrece asistencia técnica a Tele-
fonica 14D, también instalada en el Par-
que Tecnologico. Ademas de Thales
Information Systems, la empresa Acotel
también ha duplicado la superficie de
sus instalaciones. Acotel, cuya labor se
centra en actividades de consultoria y
telecomunicaciones, lleva presente en el
Parque Tecnologico de Castilla y Leon
desde el ano 2001, fecha en la que se
ubicé en el edificio Centro para pasar
un ano mas tarde al edificio Galileo

Ademas de la ampliacion de instalacio-
nes, en las ultimas semanas tres nuevas
empresas o entidades han establecido su
sede en el Edificio Galileo. Se trata de
AENOR, Attico (asociacion empresarial
sin dnimo de lucro cuya finalidad es
mejorar la competitividad de las empre-
sas mediante el desarrollo de actividades

N,

de investigacion, desarrollo tecnologico
e innovacion) y Aries Estructuras Aero-
espaciales, ARESA. Esta ultima empresa
ha establecido su base de operaciones
en Boecillo para desarrollar su actividad
la fabricacion de componentes estructu-
rales en materiales compuestos para la
industria aeronautica

También la empresa Conertec ha adqui-
rido en el recinto 2 una parcela con una
superficie de mas de 5.000 metros.
Conertec, fundada en 1997 y con sede
en Madrid, creara un Centro Tecnologi-
co Criogénico, proyecto con el que pre-
tende culminar el desarrollo de la
empresa en la tecnologia de tratamien-
to criogénico de gases y en la ingenie-
ria-consultoria de aplicaciones de la
energia y asesoria general de tecnologia
industrial

El Parque Tecnologico de Castilla y Ledn
cuenta ya con un tercer recinto de 58
hectareas mas de terreno para dar cabi-
da a nuevos proyectos empresariales de
alto contenido tecnologico.

El Edificio Galileo ha sido disenado
y concebido para empresas lecno-
légicas y departamentos de investi-

gacion que guieran establecer su
sede en régimen de alquiler a pre-
cios altamente competitivos
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, dedicada como ya se ha expli-
cado a la fabricacion de componentes
estructurales en materiales compues-
tos para la industria aeronautica, se ha
incorporado recientemente al

.y ha
adquirido una parcela de 29.000
metros cuadrados sobre la que cons-
truira un edificio en el que fabricara
los elementos estructurales de los
timones de direccion y de profundidad
del .El programa A380
constituye uno de los mas ambiciosos
de AIRBUS y para su adecuado des-
arrollo se requiere a los proveedores
que compartan los mas altos estanda-
res de calidad, exigiéndoles una gran
fiabilidad en las piezas que se fabri-
quen. En este sentido, apuesta
por la introduccion de nuevas tecnolo-
gias en su proceso de fabricacion, que
a su vez le permitan situarse a la van-
guardia del sector aerodinamico espa-
nol. 7

, con
sede en el
. Valladolid, colaborara con

en la investigacion y estudios de viabi-
lidad técnica de muchas de estas tec-
nologias, aportando sus conocimien-
tos en materiales y su procesado.

Desde el Parque Tecnolégico de Castilla y Ledn,
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:
:Coémo puedo facturar eficientemente mi presta-
cién de servicios de voz y datos? TARIFICACION
ONLINE lo hara. ; Cémo saber cudl es el perfil de
mis clientes y sus gustos sin incdmodas encuestas
GESTION DE SERVICIOS DE PORTAL le ayudara.

¢ C6émo puedo guardar una relacién estrecha con
mis clientes aunque no les conozca, acoplandome
en todo momento a sus necesidades? E-CRM le
ayudara. ;Dénde puedo a[bergar la méqu:na con
la que presto mis servicios a través de Internet,
dando un servicio de calidad, rapido y continuadc
HOUSING lo hara. ;Tengo que contratar a 5 perso
nas para mantener funcionando mis sistemas 24
horas al dia? MONITORIZACION lo evitara.




El Parque Tecnolégico Aeroespacial
de Andalucia es una de las grandes
apuestas de la Junta de Andalucia
en su politica de fomento del des-
arrollo tecnolégico regional. Desde
Aerépolis, el Gobierno andaluz
espera que la industria aeronautica
andaluza despegue y se eleve hasta
convertir a Sevilla en el tercer centro
aeronautico de Europa, tras Tolouse
y Hamburgo. Un objetivo ambicioso
pero posible y en el que el Parque,
sera una pieza fundamental.

Concebida como una moderna ideé-
polis o ciudad del conocimiento
dedicada en exclusiva a las indus-
trias del sector aeroespacial y tecno-

~ légico, Aerdpolis nace por iniciativa

conjunta de la Consejeria de Empleo

'y Desarrollo Tecnolégico y el Ayun-
tarniento de La Rinconada, con la
|ntenn6n de reunir en un Gnico

. espacio ala industria auxiliar y sus
'empresas ‘tractoras e impulsar asi el

desarrollo del sector. El convenio

entre ambas instituciones se fragué
en 1999, al calor de las expectativas
que desperté que EADS, fabricante

A aeronéutlco lider del sector en Euro-

pa, escoglera Sevilla para el monta-

' je, entrega y revisiones del nuevo

avién de transporte militar pesado

- A-400M, asi como la fabricacion de
“- componentes importantes del

nuevo awén de transporte civil A-

: La uh:cacLén da Aerépolls responde
acr eriosrestratégncos Su cercania

L it

verdes y equipamientos sociales y
deportivos, 20.000 metros cuadra-
dos destinados a edificios comercia-
les y de oficinas, y 300.000 metros
cuadrados de parcelas industriales.
La dimensién de las parcelas esta
concebida, ademés, para adaptarse

. a cualquier tipo de empresa aero-
~ nautica y tecnoldgicas, existiendo

incluso la posibilidad de hacer .
agrupaciones para usar parcelas de
mayor tamano. Estas podran ser de
uso industrial modular, en parcelas
de unos 1.100 metros cuadrados, o
aislado, en parcelas de unos 6.000
metros cuadrados.

Uno de los valores que Aerdpolis,
sociedad gestora del Parque, esta
promoviendo para atraer las inver-
siones foraneas es la calidad de vida
que tanto el propio Parque como su
entorno —la ciudad de Sevilla- per-
mitira a todos los trabajadores. =

Aerépolis presenta, ademas, como
ventaja competitiva frente a otros
emplazamientos, la posibilidad de

AERODINAMIA,
FORO DE
ENCUENTRO

Una de las actividades desarrolladas
por Aeropolis ha sido la constitucion
de Aerodinamia, un foro de
encuentro de la administracion, las
empresas y, en general, todos los
agentes implicados en el desarrollo
del sector aeronautico, para debatir
estrategias, informar de iniciativas
publicas, lineas de financiacion y
ayudas econémicas, formular pro-
puestas en materia de formacion, y
en suma, reflexionar sobre todo lo
que concierne al progreso de la
industria aerondutica andaluza. El
foro se redne semestralmente (ya ha
celebrado dos sesiones) y recoge las
conclusiones del Foro Aeronautico
de Andalucia que, con periodicidad
mensual, se celebra en la Escuela
Superior de Ingenieros de Sevilla.

Aerénnh’s

instalarse en un entorno confort
ble, estético, respetuoso cohlel
medioambiente, id6neo en suma
para el establecimiento de una
empresa aeronautica o tecnolégica
moderna. El atractivo de Sevilla, con
su amplio patrimonio cultural, su
clima y su particular idiosincrasia,
también puede favorecer la inver-
sion de empresas que pretenden
encontrar la perfecta combinacién
entre la calidad de vida y el adecua-
do entorno empresarial.

Ademas de aportar el marco fisico y
tecnolégico mas avanzado, Aerépo-
lis desempeniara una importante
labor gestora y administrativa,
poniendo a disposicién de las
empresas aeronauticas servicios que
les daran solidez y potenciaran la
cohesién y respuesta de la industria
aeronautica. Entre otros, las empre-
sas se beneficiaran de servicios
comunes avanzados, como una red
telematica, un centro distribuido en
red, que conectara a las empresas
con la RAITEC (Red Andaluza de
Innovacién y Tecnologia), una incu-
badora de empresas, un centro de
excelencia, un observatorio aero-
nautico y un portal de Internet.

Por si fueran pocas estas ventajas, la
Consejeria de Empleo y Desarrollo
Tecnolégico, debido al caracter
estratégico del sector, ha estableci-
do ayudas para la localizacién de
empresas en el Parque que pueden
llegar hasta el 50% de las inversio-
nes o el 65% en el caso de las
pymes. Asimismo, ha promovido
importantes acciones de formacién

¢ profesional para responder a las

. demandas de empleo de los proyec— _

I _tos que se avecinan. i

I ¥ i e
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B Todo ello para que Aerépolis siente ;
Ias bases y se conwerta en un instru-
mento esendal en el desarrollo del
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BIZKAIA

A pesar de que amaneci6 con bas-
tante frio, a medida que pasaban
las horas el ambiente del Parque
Tecnologico de Bizkaia cogia mas
calor. Cerca de 7.000 personas acu-
dieron al recinto empresarial para
conocer las empresas ubicadas en
el Parque Tecnologico de Bizkaia,
sus productos o la tecnologia
empleada.

El pablico que se desplazé al Par-
que pudo visitar las empresas Gai-
ker, Robotiker, Sarenet, Web Activa
Idiomas o ZIV. Ademas, la entrada
del Edificio 101 acogié una exposi-
cion del centenar de empresas que
se hallan en el Parque Tecnoloégico
de Bizkaia.

Por su parte, los mas pequenos dis-
frutaron en la Sala Mendiko del
taller de “Ciencia Divertida”, donde
se mostraron distintos experimentos
para acercar a los nifios los entresijos
de la ciencia, y en la Sala Txorierri
pudieron conectarse a Internet. Asi-
mismo, se instalé un parque infantil
que, ademas de hinchables, incluia
juegos rurales vascos y karts.

Durante toda la manana se proyec-
t6 en el Auditorio el video de pre-
sentacion del Parque Tecnolégico,
mientras que por el exterior un tren
txu-txu recorrio el recinto y explicé
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-
logicos y las nuevas tecnologias del
mundo agricola y subirse al auto-
bus de la Sociedad para la Promo-
cidn y Reconversion Industrial
(SPRI), en el que hubo una docena
de ordenadores con conexion a
Internet. Durante esta edicion, se
presenté como novedad la zona
agrovasca, donde el visitante pudo
degustar productos tipicos vascos y
recibir técnicas de cata de txakoli,
todo ello al ritmo de dulzaineros y
trikitixa.
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El Parque Tecnoléglco de Alava es
veterano en la celebracién de la
Jornada de Puertas Abiertas y
durante sus cinco ediciones ha
logrado acercar a mas de 10.000
personas al Parque Tecnolégico.
En esta quinta edicién, alrededor
de 1.500 visitantes disfrutaron del
evento organizado por el Parque
en colaboracién con sus socios
(SPRI, Diputacién Foral de Alava,
Ayuntamiento de Vitoria-Gasteiz
y otras entidades, como Caja
Vital), con el patrocinio de Euskal-
tel y Rima. Una de las actividades
de mayor éxito fue el Aula de
“Ciencia Divertida”, donde los
mas pequefios gozaron con las
sorpresas de la tecnologia.

Como novedad de esta Jornada, el
Parque organiz6 dos concursos:
uno de fotografia digital y otro de
diseno de paginas web. El piblico
que se desplazé al Parque tuvo
también la oportunidad de visitar
los Centros Tecnolégicos y de

subirse al autobus de la Diputa-
cion Foral de Alava, equipado con
una docena de ordenadores con
conexioén a Internet. Ademas, los
visitantes pudieron disfrutar,
entre otras, de las siguientes acti-
vidades: exposicion de empresas,
proyeccion de audiovisuales y
charlas informativas, como la
ofrecida por el director del Centro
de Tecnologias Aeronauticas
(CTA), Juan Pedro Vela.
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INCUBADORA DE EMPRESAS

Desde el mes de junio, el PCM ha asumido su
gestién de forma directa, con el alta en el IAE y
en la Seguridad Social, por lo que ha incremen-
tado el personal de administracion.

El personal investigador ha aumentado con la
incorporacién del Circulo Tecnologico de Agroa-
limentacién, y la contratacion de técnicos, beca-
rios y doctores para los servicios cientificos en
vigor y los de préxima inauguracion.

Desde octubre, Bonifacio Vega es Director de
Desarrollo Empresarial del Parque.

- PCM el Presidente de la Camara de Comercio e

" Industria de Madrid, Fernando Fernandez Tapiés.

* Recientemente se ha incorporado al Patronato del

by~

- FONDO DE QHPIfﬁL—BIESGO _

256654 créando Un fondo que esta
dperativo a lo largo del§20033

3% 3pi-off del BCM.

SOCIOS TECNOLOGGICOS
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PROYECTOS EN LOS
PROXIMOS 6 MESES:

> Incorporacion de la red euro-
pea PHANTOMS al PCM.

> Iniciacién de las obras del edi-
ficio del SCAI e Incubadora de
Empresas.

> Iniciacién de las obras del edi-
ficio Instituto de Nanotecnolo-
gia y Disefio Molecular.

> Ampliacién del nimero de
empresas de la Incubadora.

> Creacién de Incubadora de
spin-off en red.

Durante los primeros meses del afo
2002 se procedi6 al traslado, instala-
cién y puesta en marcha del Acelera-
dor de lones. Se terminaron las obras,
no sélo del binker donde se aloja,
sino también del edificio anexo con
las oficinas y despachos. Desde el mes
de junio el acelerador esta operativo
y ahora se estan ampliando cuatro
nuevas lineas de investigacién para
cuya instalacién se ha contratado per
sonal cientifico y técnico.

En marzo tuvo lugar la inauguracion
oficial del Centro.

{SON tinas:10 empresas que aportaran==e proves

118000'eliros al ano vV tendranuna:

‘refacion especlal con el PCMESEran:

Jogia
¢ Innovaciopes que partandel RCM:
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ANGELES GIL. NUEVA DIRECTORA GENERAL DE

CARTUJA 93

El Consejo de Administracién de Cartuja
93 nombré el pasado dia 24 de febrero
a Angeles Gil como nueva directora
general de Cartuja 93, tras la marcha de
Francisco Mencia al Instituto de Fomen-
to de Andalucia (IFA). Angeles Gil, licen-
ciada en Derecho y con una dilatada
experiencia en materia financiera y de
gestion, ha desempenado ultimamente
su actividad como directora-gerente de
la Sociedad Sevilla Siglo XXI. Igualmen-
te, entre otros cargos, ha sido presiden-
ta y consejera delegada de |a sociedad
de capital riesgo Sevilla Seed Capital,
S.A, Consejera Delegada de Sevilla Acti-
va, S.A., Directora del Area de Coopera-
cion de la Diputacién Provincial de Sevi-
lla, Directora de Proyectos del Centro de
Empresas EUROCE! y gerente del Centro
de Empresas Riotinto (Huelva)

El nombramiento de Angeles Gil tuvo
lugar tras los contactos que el presiden-
te de Cartuja 93 y consejero de Empleo
y Desarrollo Tecnolégico, José Antonio

Viera, mantuvo con los diferentes accio-
nistas de la Sociedad, en la que estan
representadas la Junta de Andalucia
(51%), la Administracion General del
Estado (con el 34%), el Ayuntamiento
de Sevilla (con el 10%) y la Diputacién
Provincial de Sevilla (con el 5%)

El reto de Angeles Gil ya no serd tanto
atraer grandes empresas al parque,
pues los espacios de Cartuja 93 estan
practicamente colmatados, aunque es
cierto que sera ella, probablemente, de
todos los directores que han pasado por
Cartuja, la que mas empresas reciba en
los espacios contenedores y centros de
empresas que se estan 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 cientificos dialoguen, para que
quienes desarrollan o tienen patentes
contacten con quienes estan interesa-

INSTALACION DE LOS SERVICIOS
CENTRALES EN RED DE GENGMICA

(SECUENCIACION v

PROTEGMICA ¥ BIOLOGIA
COMPUTACIONAL

dos en ellas, etc. Para Angeles Gil, “el
objetivo del parque en los préximos
meses sera también facilitar escenarios
de comunicacion entre la tecnopolis
sevillana y otros parques cientificos y
tecnoparques andaluces, asi como con
los poligonos industriales en general. Su
idea, por tanto, es “crear redes de con-
tacto solidas tanto dentro como fuera
del parque”

La mayor aspiracion 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
consigan grandes dosis de valor anadi-
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 Cientifico
y Tecnolégico 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 econdémico que
contribuya a la modernizacién del tejido
productivo de Andalucia y favorecer los
procesos de prospectiva y transferencia
tecnoldgica, de investigacion y forma-
cion”.

Y CHIPS DE DNA),
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F Por Miguel Angel Pérez Pérez

Vicepresidente - Consejero Delegado del Parque Tecnoldgico de Galicia

LA TELEFORMACION COMO
OPORTUNIDAD DE

Mas comoda, 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 traido
la revolucion de las comunicaciones, una
de sus consecuencias ha sido la “e-duca-
cién” 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-
macion a distancia que, en la actualidad,
es utilizado por el 5% de las empresas.

Este despunte tiene su razon de ser en

las grandes ventajas que ofrece la edu-
cacidn a distancia, cuyas raices estan en
la potencia, facilidades y posibilidades
pedagogicas que ponen a nuestra dispo-
sicion las nuevas tecnologias. Segun
refleja el informe sobre el estado de la
Teleeducacién en Espana, publicado por
la Asociacion de Usuarios de Internet y
la Universidad Carlos Ill, estas ventajas se
basan en una personalizacion del apren-
dizaje, atendiendo a las distintas capaci-
dades, conocimientos e intereses de
cada alumno, y en el hecho de que la
teleformacion permite el acceso a la
informacién de personas aisladas geo-
graficamente o con dificultades fisicas
Esto proporciona la creacion de un mer-
cado global en el que las instituciones
tradicionales, incluso de regiones perifé-
ricas, competiran con las nuevas iniciati-
vas publicas y privadas.

De esta forma, el uso de las nuevas tec-
nologias no sélo permite que la ense-
fianza no esté anclada en una determi-
nada localizacion geografica, sino que
ademaés permite trascender este hecho.
Los cursos de teleformacion ofrecen la
posibilidad de ser realizados en cualquier
periodo de tiempo, pudiendo comenzar
un mismo curso en cualguier momento
del ario, 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 creacion de
interfaces atractivas para el alumno y la
posibilidad de simular experiencias que
de otro modo resultarian 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
tecnoldgicos han sido pioneros en la
imparticion de cursos de formacion

basados en la teleeducacién, centrando
su oferta formativa en aquellos campos
de las nuevas tecnologias cuya resultan-
te es eminentemente practica para el
alumno. A las ya habituales disciplinas
relacionadas con las aplicaciones infor-
matica se unen las de Teleformacién,
Periodismo Electronico, Televigilancia y
Teleasistencia, entre otras, que comple-
mentan la formacion en estas nuevas
disciplinas de negocio, demandadas por
la sociedad actual

Sin duda, el futuro de la teleformacion
exhibe una vision muy prometedora,
donde las oportunidades de negocio
seran ciertamente interesantes. Un dato
sustenta mi optimismo al respecto: la
teleeducacion en Espana es un sector
joven, que estad experimentando un
importante proceso de expansion; aun-
que también es cierto que, coOmo conse-

En definitiva, yo apuesto por la telefor-

FUTURO @

cuencia de esta juventud y de la falta de —
tradicion, el lugar que la teleformacion Se estima g
va a ocupar en el panorama educativo 2005 el 60

espafol no estd, todavia, claramente
definido.

las medrana

Para ello es necesario desarrollar campa-
nas informativas y divulgativas que acer-
quen a la sociedad las excelencias de la
“Nueva Educacion”, y también implemen-
tar infraestructuras de comunicacion y
herramientas de teleformacion mas efica-

de las empr
ces y practicas. Las herramientas teleedu-
cativas mas poderosas son aquellas que
permiten al alumno abstraerse del hecho LO

de que existe una distancia fisica entre él y
sus companeros y profesor; y las que
mejor logran este proposito son aquellas
que requieren de una enorme cantidad de
recursos, en concreto, velocidad en las
conexiones entre los participantes, para
poder funcionar de forma correcta.

LO

¢

e
macion como una herramienta de futuro
en el ambito de la educacion. No basta,
por supuesto, con elogiar la panacea de
Internet, puesto que ain queda un largo
trecho por recorrer hasta alcanzar los
niveles de calidad optimos para que el
aprendizaje sea un fluir interactivo de
conacimientos. Con las mejoras en la
Red vendran las mejoras en las herra-
mientas teleeducativas, y con ella : en los nuey
aumentara el numero 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 llegara a adaptarse a nues-
tras necesidades. Y la "educacion a la
carta” ya no sera la utopia de unos
cuantos romanticos de Internet; sera, sin
ir mas lejos, la consecuencia de una bus-
queda constante por disponer de una
mejor calidad de vida,

Con las me

en la Red e




Esta empresa, con un
capital 100% andaluz,

factura alrededor de
loce millones de euros
ano y es un referente
indaluz en el mercado
ternacional de la TICs.
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GRUPO NOURSOFT,
NACIMIENTO ¥ CONSOLIDACION
DE UN GRUPO LIGADO AL PTA

El nacimiento de Novasoft va ligado a la historia del Parque Tecnolégico de Andalucia, donde surgio
esta empresa hace ahora diez afios, que son también los que cumplié el parque malagueno el pasado

mes de diciembre,

Nacié Novasoft en un parque que aspiraba a convertir-
se en un nucleo de dinamizacion para Andalucia, en
un espacio en el que se generasen conocimientos
cientificos y tecnolégicos, donde se implantasen activi-
dades industriales y de servicio de alta calidad y donde
se establecieran unas estructuras de formacién orien-
tadas hacia las empresas e instituciones. A la vuelta de
los afios, Novasoft se ha convertido en un claro expo-
nente del éxito de esta filosofia que acuné el naci-
miento del parque de Campanillas.

Los datos economicos y de mercado asi lo indican.
Esta empresa, con un capital 100% andaluz, factura
alrededor de doce millones de euros al afo y es un
referente andaluz en el mercado internacional de la
TICs, en el que ofrece soluciones globales e integradas
en tecnologias de la informacion, diseno de aplicacio-
nes, consultoria tecnolédgica, de calidad y medioam-

GRUPOD NOVASOFT
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biental. Las claves para el éxito de esta empresa las
tiene su presidente, Francisco Barrionuevo Novo, un
joven emprendedor que ha buscado desde los orige-
nes del grupo diversificar los servicios.

Desde Malaga a la conquista de
mercados 1nternacionales

Actualmente, el Grupo Novasoft esta formado por las
empresas Novasoft Ingenieria, Novasoft Formacion,
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 consistia en un programa de historias clinicas con
el que ganaron prestigio. El posterior desarrollo de la
herramienta de gestion sanitaria NovaHIS les abri6 las
puertas del mercado en Sistemas de Informacion Hos-
pitalarios, Atencion Primaria y Socio-Sanitarios (aten-




FRANCISCO BARRIONUEVO CANTO.
RADIOGRAFIA DE UN EMPRENDEDOR l

Su presidente es un ejemplo del empresario con sélida
formacién y amplio curriculum: licenciado en Adminis-
tracion de Empresas por la American World University,
diplomado en Alta Direccién por el Instituto Interna-
cional San Telmo, master en Direccion de Marketing y
Comercial por ESIC, escuela que lo galardoné con el
premio ASTER al mejor emprendedor, y MBA por la
Escuela Superior de Empresas (ESESA) son algunas de
las titulaciones de este malaguefio que en 1993 decidié
aventurarse en el mundo empresarial y formar una
empresa que desarrollaba software sanitario. Actual-

cién a ancianos) y con esta base la expansion de la
3 35 que una consecuencia logica,

hau.; la in
El grupo s

la firma Lis Informatica. La trayectoria ha sido ful-

gurante y las previsiones de futuro para el grupo
nos hablan de

TIC andaluzas.

n capital huma
, a aquel esp
O que
1eses, en und
cto arquitectonico
n de un centro de dos
plantas, con me utiles, para centrali-
zar tod servicios del grupo. Parque y empresa
un ciclo exitoso que ha durado diez

mente, a su amplio repertorio de premios empresaria-
les, une Barrionuevo su militancia activa en el sector
de las TICs, pues fue presidente de la Asociacion de
Empresarios de Tecnologias de la Informacién y Comu-
nicacion de Andalucia (Eticom) y participante en la
constitucion del Centro Andaluz de Innovacién y Tec-
nologias de la Informacién y Comunicaciones (CITIC),
fundacién privada sin animo de lucro formada por 30
empresas e instituciones publicas y privadas para
potenciar las capacidades tecnolégicas de las empresas

Novasoft invirtié en.
2002 aproximadaments
un 12% del volumen
negocios en pro
de l+D+i (1. SOO.M
euros). : :



EI, capital riesgo cae a minimos de hace dos
décadas. El capital riesgo esta en crisis y ha caido en pica-

do como consecuencia del estallido de la burbuja tecnolégi-
ca. Las cifras del afio 2002 en Estados Unidos (1.770 millo-
nes de euros) son similares a las del afio 1981, cuando supe-
raron ligeramente los 1.600 millones de euros. En Europa y
Asia, el descenso también es notable y sorprendente.

Espana invierte poco en tecnologias. La cifra es escandalosa: Espana invierte
en tecnologias de 1a ir
Tercer Mundo, como V

formacion proporcionalmente menos que paises considerados del
ietnam o Colombia, sequn un informe del Foro Econdmico Mundial
(Foro de Davos) en el que Espana figura en el puesto 61 de un total de 82 paises analiza-
dos. Sin embargo, Espana se si
tecnolégico, por det
pasado ano en el mi

tua en el puesto 24 de la clasificacion general de desarrollo

3 y Corea, solo un puesto por detras del que ocupaba el
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Enorme perdida de confianza. Acontecr

ces de la enfer

nientos como los atentados del 11 de septiembre, los avan-
nedad del SIDA, el escandalo de la er
ida de escandalos sexuales en la Iglesia Ca

yresa Enron y otras anomalias contables detectadas, la
itélica, y la explosion de la burbuja tecnolégica con la consi-

caida de las bolsas de todo el mur

guiente 1do, son hechos que han provocado una fuerte pérdida de confian-

za en los seres humanos. En opinion de los socidlogos y antropélogos, la desconfianza creciente no es un

ymeno pasajero, sino un fuerte rasgo cultural que dejara una huella creciente en la personalidad de los
is:_”"\,':!'

0s a lo largo de este siglo y que tendra efectos importantes sobre la economia, la publicidad, la comu-

nicacion, el aesar

ollo de las tecnoloagias y hasta la forma de vivir. Los expertos estan sorprendidos y no ven la

problema, sobre tc

en los medios de comunicacion se ha deteriorado de

iones reli-

10 en los gobiernos, en las empresas y en las organiz

Arboles sinteticos. Es una idea del cientifico doctor Klaus Lackner y consiste en una insta-

lacion capaz de producir fotosintesis a gran escala, lo mismo que hacen los cada dia mas escasos

arboles: absorcién de Didxido de Carbono (CO;), retencion de carbono y produccion de oxigeno
Lackner afirma que fabricados masivamente, estos arboles artificiales podrian limpiar eficiente-
mente la atmosfera de la Tierra del peligroso CO,, principal culpable del calentamiento global. El
mayor problema del arbol sintético es su alto precio actual, pero Lackner asequra que los costos
bajaran muy pronto

t .f'L:

Robot con rostro humano. Cien
ipaz de reproducir 28 gestos humanos. Se

de Estados Unidos han construido una cabeza roboética que es
llama K-bot y puede expresar alegria, ternura, dolor, asco, ira y otras
emociones propias del ser humano. El robot esconde otra caracteristica humanoide: detras de sus ojos funcionan
dos camaras capaces de captar la expresion facial del interlocutor y de ordenar expresiones de respuesta en el
rostro del robot. El creador del invento, David Hanson, un ingeniero que inicio su carrera disenando munecos
roboticos para los parques tematicos del grupo Disney, afirma que K-bot es apenas el primer paso de lo que él
denomina “robética social”, un camino fascinante que cuando se aplique a ordenadores y maquinas contribuira
a mejorar notablemente la relaciéon entre el hombre y las maquinas y utensilios.




Espaia padece la crisis de las telecos.

Miedo a la libertad. Manuel Castells, profesor de
sociologia de la Universidad de Barkeley (California), ha
afirmado que "a todos los gobiernos del mundo, sin
excepaion, 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 Informacion cele-
brado en Bilbao, han generado un gran revuelo entre
los especialistas e incide en una vieja polémica filoséfi-

Cuidado con los ordenadores
desechados. Técnicos del Instituto Tecnoldgico
de Massachussets (MIT) han demostrado que se
puede extraer informacion valiosa de ordenadores
desechados, incluso si como medida de precaucién
han sido borrados y formateados sus discos duros
De 158 ordenadores desechados analizados, sélo 12
habian sido borrados correctamente. La conclusion
es evidente: hay que tomar precauciones con los
ordenadores que se abandonan por obsoletos por-
que pueden conservar informacién de gran valor

ca, viva desde Alexis de Tocqueville y otros autores del
siglo XVIIl, segun 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 informacion. Castells afirma que la mayor obse-
sion de los gobiernos actuales, incluidos los democrati-
cos, es consequir controlar la informacion libre que cir-
cula por internet. “Siempre buscan pretextos como la
pornografia infantil, el terrorismo, etc., pero en realidad
lo que mas les importa es como llegar a controlar la
red”, afirma el socidlogo espanol

Exito de las bitacoras. Las bitdcoras (nombre espanol del blog) estén teniendo un éxito arrollador en el universo de Inter-
net. Es tan grande el éxito que los expertos creen que habra unos diez millones de bitacoras funcionando en Internet antes del ano
2005, lo que obliga a analizarlas como gran fenémeno de comunicacion libre y como fuente futura de negocios. Por lo pronto, los
grandes periodistas estan abriendo sus bitdcoras 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 estan comprando las mejores bitacoras, como ha hecho
Amazon.com. Una bitacora es basicamente un sitio de informacion y discusion libres, que se dividen en tematicas, verticales, de
nicho, especializadas, etc. Suelen ser Utiles porque aportan servicios, pero tambien son iconoclastas, onginales, 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 afos. Antes era un recurso de prestigio en el que habia que estar, pero hoy también es ya un mercado
en si 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” esta en agonia y los expertos se atreven ya a certificar la muerte de aquella via y el
inicio de una nueva filosofia que consiste en “cobrar por los contenidos”, especialmente por aquellos que agregan mas valor. El
diario econdmico The Wall Street Journal, con sus cientos de miles de suscriptores de pago, es un modelo del nuevo camino
Claro que los suscriptores, ademas de la informacion diaria, reciben servicios exclusivos como acceso a 30.000 fichas de empre-
sas y a nameros atrasados de las ediciones de EE.UU., Asia y Europa
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Por Esteban Rubiales

EL CLUB DE
LOS ERUDITOS
Mensa fue fundada en 1946 en Ingla-
terra por Roland Berrill, abogado, y el
doctor Lance Ware, cientifico y aboga-
do. Ambos compartian la idea de
crear una sociedad ajena a la politica
y libre de toda distincién racial o reli-
giosa, cuyo Unico requisito para ser
miembro fuera un alto cociente inte-
lectual. Actualmente, Mensa acoge a
mas de 110.000 miembros de todos
los ambitos y paises cuyo C.I. se situa
en el 2% superior de la poblacién, con
el fin de disfru-
tar de la com-
paiiia de los
demas y parti-
cipar en un
amplio abanico
de actividades
sociales y cultu-
rales. Para for-
mar parte de
este selecto
club, basta con realizar el test on-line
que propone la web, para posterior-
mente solicitar un test supervisado.

INNOUACION v
TECNOLOGIA EN
ANDALUCIA
Innovatec, el foro andaluz de innova-
cion y tecnologia por excelencia, viene
apostando por la difusién de la cultura
de la innovacion desde 2001. Multiples
personahdad | campo politico,
empresarial y cientifico, con gran
influencia en el desarrollo tecnologico
de Andalucia y Espana, han pasado ya
por su tribuna. Innovatec estrend
| en la red, lo
q ne un nuevo esfuerzo por
impulsar la cultura de la innovacién en
Andalucia. La web consta de una sec-

n institucional, un apartado que

ogramacion de conferencias

e interesantes foros on-line sobre temas
de actualidad cientifico-técnica.

e 5uU suc
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www.foroinnovatec.com

www.mensa.es

SE TE VR A CRER

EL PELO

Si éste es tu problema, ésta es tu
web. La caida del cabello afecta a
practicamente la mitad de los varo-
nes de entre 20 y 64 anos, aunque
solo el 53% de éstos esta realmente
preocupado por el tema. A esta
poblacién va dirigida
Perderpelo.com, la primera pagina
web en espaiiol con informacion
sobre la caida del pelo y sus trata-
mientos elaborada por especialistas
en problemas relacionados con el
cabello. Desde este sitio podemos
localizar dermatoélogos especializa-
dos o contactar con expertos colabo-
radores, contar nuestra experiencia,
acceder a informacion sobre trata-
mientos o leer las ultimas noticias
sobre la investigacion de la alopecia.
2Quién sabe? quizas algtin lector se
salve “por los pelos” gracias a esta
direccién.

www.monumentalia.net

UNA WEB MONUMENTAL
Espaiia es uno de los paises mas ricos
en monumentos. Asi queda reflejado
en este portal especializado. En
Monumentalia.net podemos encon-
trar desde la actualidad concerniente
a actuaciones sobre el patrimonio
histérico, hasta la proposicion de
rutas de turismo cultural a lo largo y
ancho de nuestro territorio nacional,
pasando por los foros on-line, el ser-
vicio de postales virtuales, etc... Pero
el corazén de la web lo constituye,
sin lugar a dudas, la base de datos
sobre monumentos, minuciosamente
catalogados y documentados con
textos, fotografias, vistas panorami-
cas de 360° y enlaces a sus paginas
oficiales o a cualquier otra relaciona-
da con los mismos.
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BIBLIOTECA SIN ESTANTERIAS

E-libro es el canal en espanol de los servi-
cios e-librarian de e-library, y proveedor
de un extenso servicio de distribucion de
contenidos en distintos formatos tanto
digitales como impresos bajo demanda.
Este sistema pone al servicio de todas las
bibliotecas del mundo los mas importan-
tes contenidos académicos untes de
catedra, investigaciones, te

precios que permiten no so

de los derechos de autor sino que abara-
tan los costos de las bibliotecas y alum-
nos. Mas de 100 editoriales de gran
prestigio internacional y prensas universi-
tarias lideres proporcionan contenidos

actualizados al dia a esta libreria virtual
Descargando el visualizador, cualquier
usuario puede acceder al catalogo y
visualizar los textos de libre distribuciéon.

www.e-libro.com



www.ventanadelrecuerdo.com

CEMENTERIO VIRTUAL

Traemos a nuestras paginas esta interesante iniciativa de una

empresa peruana de servicios funerarios. Se trata de un cementerio
virtual accesible desde cualquier ordenador del mundo con cone-
xi6n a internet, desde el cual los cibernautas 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 1208, los visitantes
podran acceder a su lapida de forma libre o restringida, a eleccién
del contratante. Desde alli podran ver una fotografia del finado,

leer la inscripcion de su lapida, dedicarle una oracién, acceder a su
biografia, dejar un mensaje en el libro de visitas o chatear con otros
parientes o conocidos para honrar su memoria.

En nuestro anterior nimero proporcionabamos un indice de emisoras de radio via internet. World
Wide Internet TV va mas alla. Esta web en inglés ha elaborado un directorio mundial de emisoras
de television que retransmiten en la red de redes. Asi, si disponemos de una conexién de banda
ancha, no sélo 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
Aragon, Canal 29 Valladolid... Para visualizar los canales es necesario instalar Realplayer, propor-

cionado en la misma web, y muy recomendable disponer de una conexion de banda ancha.

LA RED EN
EL BOLSILLO

' AvantGo se ha convertido en el
= navegador estandar para pequefios
. dispositivos méviles con acceso a
L internet. Gracias a su distribucién
gratuita y al libre acceso a los cana-
B les de suscripcion, este software
# ocupa un importante lugar en la
i memoria de los dispositivos Palm OS
L o Packet PC de todo el mundo. Esto
posible ya que ef proyecto se

e L

www.my.avantgo.com

financia con los fondos obtenidos de
banners publicitarios y de los propie-
tarios de los canales de suscripcion
off-line. Entre éstos se encuentran
importantes medios nacionales (El
Mundo, El Pais; Cinco Dias, Euro-
News, La Caixa, Los 40, RACE, etc) e -

internacionales (CNN; BBC, The Wall

Street Journal, The New: York Times,

USA Today, MS NEC, Reuters, etc).
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CONSULEORIA

Por José Miguel Rey

arsys.es Hosting y reg'i's'il_'o de déi‘li"niqs_ :

¢ Qué expectativas existen en el
mercado de registro de Dominios
espanol?

El nuevo Plan de Nombres de Domi-
nio de Internet deberia aprobarse
durante las proximas semanas, y se
prevé que incorpore una notable
agilizacion en los procesos de regis-
tro del dominio “.es”. Uno de los
aspectos mas novedosos es la apa-
ricion de registros de dominios de
tercer nivel. Es decir, progresiva-
mente apareceran los dominios
“.com.es” para fines comerciales,
“.nom.es" estara destinado a pagi-
nas personales, “.org.es” para enti-
dades sin animo de
lucro, “.gob.es” para el
sector publico,
“.edu.es” para institu-
ciones educativas.

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, periddicamen-
te la Red recibe ataques organiza-
dos de crackers. El ultimo fue el 23
de enero por la manana, cuando se
realizé el bombardeo de peticiones
de datos sobre los servidores 'SQL'
de Microsoft para lanzar ataques
de denegacion de servicio (DoS)
realizadas por el virus “Slammer”,
el gusano mas rapido en cuanto a
su propagacion de la historia de
Internet. Aunque en este ultimo
caso no se provoco ningun daino a
la Red, los servidores raiz 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 fisica de los
equipos, con sensores y sistema
redundante de aire acondicionado
para control de temperatura y
humedad ambiental, ademas del
sistema de deteccion de incendios
automatizado, y la seguridad peri-
metral con accesos restringidos y

sistema de alarmas y televigilancia.
Seguridad en suministro eléctrico,
utilizando tanto SAI, como red de
baterias y grupo electrégeno pro-
pio. Sequridad informatica en
cuanto a sistemas de deteccion de
intrusos (IDS) y firewalls de ultima
generacion.

¢Vivimos una etapa de declive para
el Marketing On line?

Lo que parece que estamos vivien-
do es una etapa de racionalizacién
del marketing. Los consumidores
estan expuestos a una saturacion
de impactos publicitarios que reci-
ben desde multiples 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 mas se tiende a
seleccionar mas los medios y los
soportes adecuados, mas alla de
analisis basados en perfiles socio-
demograficos.

Esta seleccion realizada por anun-
ciantes no ha frenado el desarrollo
de Redes y Programas de Afiliacion
como herramienta util de marke-
ting on line, ni la publicidad ya tra-
dicional en base a banners, microsi-
tes, y otros elementos.

¢Cuales son las posibilidades reales
futuras que ofrece el comercio elec-
tronico?

El comercio electrénico es un canal
de ventas mas que funciona de
forma relativamente efectiva
dependiendo de las caracteristicas
del producto comercializado y
sobre todo, del modelo de
negocio, ya que requiere n
su compatibilidad con los

otros canales de ventas uti- m
lizados, asi como con la B
estrategia y posiciona-

miento de la empresa en el ﬂ
mercado.

En la actualidad, el comercio elec-
tronico basado en pasarelas de
pago puede ser mas seguro que
muchas féormulas de comercio tradi-
cional, ya que los mecanismos de
control y encriptacién de la infor-
macién transferida estan muy des-

B
@
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arrollados. La clave del futuro de
este canal es la confianza entre
vendedor, comprador, y medio de
pago a utilizar.

Como evolucion de las actuales
pasarelas de pagos, ;qué posibili-
dades se abren con el m-commerce?
Es probable que dentro de pocos
anos muchos de los pagos se reali-
cen a través del movil en sustitu-
cion de los actuales medios de
pago. Esto sera especialmente atil
para realizar micropagos, pero tam-
bién sera comuin que las transaccio-
nes en comercios a pie de calle se
paguen con una clave escrita en
nuestro movil. Ademas, el desarro-
llo de las tecnologias wireless hace
que los dispositivos méviles pue-
dan ya realizar las mismas transac-
ciones que un ordenador conven-
cional, lo que hara del m-commerce
una prolongacién del e-commerce.

¢ Afecta la Ley de Servicios de la
Sociedad de la Informacion y del
Comercio Electronico al desarrollo
de los proyectos en Internet ?
Sin duda. Tanto la Ley de Protec-
cién de Datos como la reciente LSSI
afectan directamente a los proyec-
tos a desarrollar en Internet, ya que
utilizan conceptos amplios en su
regulacion, de forma que tanto la
contratacion de bienes y servicios
por la Red, como el suministro de
informacion electrénica, o los sumi-
nistros de servicios asociados: acce-
so a la Red, transmision de datos,
realizacion de copias temporales de
paginas, alojamiento, aplicaciones
servidas a terceros, y otros,
B son objeto de regulacién
por la LSSI, siempre y cuan-
B do supongan establecimien-
B to permanente en Espana.
Estas leyes intentan aportar
. mas transparencia a la Red -
imponiendo la obligatorie-
dad de facilitar los datos identifica-
tivos reales de un sitio web, la
identificacion expresa de las comu-
nicaciones comerciales, y prohiben
su envio por correo electrénico
salvo que el destinatario haya pres-
tado su consentimiento.
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Empresa

Direccidn

CP Locabdad (Provincia)
teléfono F (fax)
e-mail f web
Contacto

Sector

Actividad

Parque Tecnologico
E (edificio)

S (servicios)

P (productos)

Sector

Quality Objects 5.L.
Médulo Rojo 101, 47151
Boedillo (Valladeld)
914066890 F 914066891
jorgef@qualityobjects com
lorge Fernandez
Aplcaciones Software para
telecomunicaciones

Parque Tecnologico de Cas-
tlla y Leon E Gahleo

IBER2NET

Paseo Mikeletegs,
20009 San Sebastian
P T de San Sebastian

Sistemas de gestion de
Baleares

Crta Palma-Valldemossa
Km 7.4,

07120 Palma de Mallorca
902221223 F 902193549
infolustemasdegestion com
www sstemasdegeston com
Parque Balear de Innova-
cidn Tecnoldgca E 17

oPS

Paseo Mikeletegi,

20009 San Sebastidn
Parque Tecnolégico de San
Sebastiin

Dome Consulting & Solu-
tions, S.L.

Edificio Son Espanyol, Crta.
Palma-Valldenossa Km 7 4,
07120 Palma de Mallorca
971435042 F 971435070
proser@aome-Comsuiting com
www dome-consulting com
Parque Balear de Innova-
cion Tecnotdgica E Son
Espanyol

Viajesweb Digital, S.A,
C/ Albent Einstein, 40, Cra
N. 240 - Km 9, 01510
Minano (Alava)
945010930 F 945010994
Pamque Tecnoldgico de
Alava E Atlas

MIRAMON DIGITAL
Paseo Mikeleteg

20009 San Sebastidn
Parque Tecnologico de San
Sebastian

Araba Empresa Digital
C/ Albert Einsten, 44, Ctra
N 240-Km 9,

01510 Mihano (Alava)
945258282 F 945298710
Parque Tecnologuco de
AlvaE 6

TEDIAL

C/ Severo Ochoa, 10,
29590 Malaga
951012600 F 951012602
informacion@tedial com

media

Andalu

c4

Paseo Mikeletegl, 20009
San Sebastian

Parque Tecnoiogico de San
Sebastian

Jnes

C.Tl

C/f Severo Ochoa, 4-1° planta
29590 Malaga
9521325929 F 952132922
ct@uma es

WAL UM 83

Antonio de las Nieves
Centro Tecnologla Imagen
Parque Tecnolagico de
Andalucia E Institutos Uni-
versitanos

Sistemas Interact. Multi.
media,5.L

Awd hsan Lopez Petalver, 21
29590 Malaga

951010569 F 951010526
@hic es

www b esfsim

José Morena Munoz
Desarrolio Producciones
Multimedsa

Parque Tecnologico de
Andalucia E Bic - Euronova

Arquitectura, Supercom-
putacion y Diseno VLSI
C/ Severo Ochoa, 4-2* planta
29590 Malaga
952028269 F 952020306
adm@andaluciadigital es
WAWW UMA 8%

Vicente Garndo
Investigacion y desarrofio
multimedia

Parque Tecnologico de
Andalucia E Institutos Uni-
versitarios

Infarmacion, infomatica

Asociacion Provincial de
Radio y Television
33428 Llanera (Asturnas)
985980098 F 985265740
Préspera Mordn Lopez
Formacon y didusidn de
nuevas tecnologias
Parque Tecnologico de
Astunas E CEEI

Infarmacion, infomatica
y telecomunicaciones

Comunitacion

Al Andalus Media, 5.A
inca Garcilaso, o/n
954488322 F 954488312
edevesa@amedios com
Parque Cientifico - Tecnold-
gico de Sevilla

Ars Nova, Sistemas de
Informacion, 5.A.
Modulos 102, 104, 106
47151Boecillo (Valladolid)
983548084 F 983548084
arsnova@ars-nova net
WWW ATS-NOva es

Victor Garcia

Sistemas de informacion
Parque Tecnologico de Cas-
ulla y Ledn E Centro

Unicaja

29530 Malaga
952020283 F 952020311
ngasangi@unicaa es
W LMICa 85

4 Ny LN
Pargue Tecnoldgico de
Andalucia

ABC (Prensa Espanola, 5.A)
Albert Einstem, ¥n
954488600 F 954627106
abcsewlla@abc es

wwaw abc.es

Parque Cwentifico - Tecnald-
gico de Sevilla

Andalucia Digital Multi-
media

C/ Severo Ochoa, 4-2° planta
29550 Malaga

952028516 F 952020306
adm@andaluciadigital es
wwaw andaluciadigital es
lidefonso Gonzalez
Canales tematicos

Parque Tecnok

Andalucia E Institutos Un-
VErSItanos

Espiral Microsistemas,
SLL

C/ Cabuefies ¥/n, Ofic N°5-6
33203 Gijon

958099215 F 985099370
info@espiralms com

M* lsabel Lombardia
Ingenieria informatica
Parque Cientifico - Tecnold-
gico de Gydn

51D

Netlan, Redes y Comuni-
caciones, 5.L

Maodulo 117, 47151 Boec-
llo (Valladolid)

983548888 F 983548889
primi@netlan es

Primitivo Canterd

Proyectos de Ingenieria Téc-
nica de Comunicagiones
Parque Tecnoldgico de Cas-
tflay Leon E CEE

QOrganismo Autonomo de
Correos

Parcela n® 51.1, 33428 Lia-
nera (Astunas)
985980989 F 985214180
Jesus Angel Flores Pardo
Centro de Tratameento Postal
Parque Tecnologico de
Asturias

S Servicio pubhco de envios
postales

Onda Cero (Unipres, S.A.)
Aménco Vespucio, s/in
954461111 F 954460444
sevilla@ondacerosevilla com
Wy ondacero es

Parque Crentifico - Tecnold-
gico de Sewilla

Informa . infomatica

y telecomunicaciones

Informatica

Inforinvest

Oficina 14, 47151 Boecillo
(Valladolid)

983554465 F 983554217
inforinvest@inforinvest.net
Pablo Garcia Cabezudo
Parque Tecnolbgico de Cas-
tilla y Leon

NEXTEL, 5.A

nfo@nextel es

waww neatel es

Jose Ramon Bazo
INFORMATICA

Parque Tecnoldgico de
Zamudio £ 207

Netglobal S.L.

Calle Colén, 6-3"A-B
36201 Vigo-Pontevedra
986441646 F 986441647
nfo@netaccede com

www netaccede com
Marcelino Otero

Grupo empresanal que des-
arrolla ideas avanzadas de
NegoCH.

Parque Tecnologeco de Gaboa

Alaweb

Awcda. fuan Lopez Pefialver 21
29590 Malaga
951010500 F 951010526
info@aladeweb.com
www.aladeweb.com

Estela Plasencia Rodriguez
Desarrollo de software
empresanial

Parque Tecnoldgico de
Andalucia £ Bic - Eutonova

Coritel, 5.A.

€/ Marie Curie 1

29590 Malaga

952047800 F 952047850
modolfn tessier@accenture com
www.contel es

Rodollo Tiessler Galvez
Produccidn y mantenimien-
to de software

Parque Tecnoldgico de
Andalucia E Conjunto Pre-
meesf

DISA, S L

Avd Juan Lopez Pedalver,
21, 29590 Malaga
952020152 F 951010526
disa@actvanet.es

www disainfomedica.com
Ricardo Roca

Desar Aplic. Informat. Médi-
ca, electromedicina
Parque Tecnoldgico de
Andalucia £ 11

514D

5IVSA, Soluciones Infor
maticas, 5.A

San Cipndn de Vitias-E
32091 Qurense
98E368178 F 988368101
siviadshia com

WWW SVSA COM

Valentin Otero Rurbal
Pargque Tecnologeo de Gaboa

Animum Studios, 5.1
Avda_ Juan Lopez Pefialver,
21, 29590 Malaga
951010541 F 951010526
dplaza@animum3d com
Dawd Plaza

Modelizacidn 3D de entos-
nos virtuales para red
Parque Tecnoldgico de
Andalucia E Bic - Euronova

Sistemas de Gestion de
Andalucia

Avd Juan Lopez Pefalver,
21, 29590 Malaga
951010550 F 951010526
andshoenaiermandegeston com
www sstemasdegestion com
Gabnel Barragan

Senvicios informaticos y for-
macin

Seccién elaborada con la lnft;rniéclén disponible en Iaﬂliam de datos de la APTE.

Parque Tecnologeo de
Andalucia £ Bic - Euronova

BDI DATA, 5.L

Avd Juan Lopez Pefialver, B.
29590 Malaga
952020140 F 952020148
bddata@bdidata

www bdidata es

Manuel Ruiz

Servicros de informacion
financiera

Farque Tecnologico de
AndaluciaE CTLA

Innova Auria S.L.

€4 San Cipridn de Vinas,
3290 Qurense
988368177
cormeo@innova-aunia com
WA innova-auria.com
Manuel Blanco Ramos
Parque Tecnokogico de
Andalucia

Asturnet, 5L

33428 Llanera (Astunas)
985264051 F 985265740
mio@asturnet.es

www asturnet es

Joaquin Morcdn Lopez
Senvicios informaticos y edi-
toral

Parque Tecnoligico de
Asturias E CEEl

S Diseho y gestidn edional
de publicaciones, creacdn y
disefio de publicaciones
electronicas, gestion y bus-
queda de informacion en
nternet, creadion,gestion y
mantenimiento de senado-
res Wb, BBS y bancos de
datos.

Procedimientos Uno, 5.1
Avd Juan Lopez Pedalver, 8B,
29530 Malaga

952020165 F 952020157
procuno@procuna. com
WAWAW PIOCUND. com

José A Salas

Software Arquiteciura
Parque Tecnologico de
Andalucia E CTLA

Galeria Industrial de Pro-
duccion 5.L

C/ Cabuefes s/n 33203
Gijon

985099312 F 985091213
info@galenaindustnal com
Fatima Ferrewro Galguera
Parque Cientifico - Tecnold
gico de Gron E Prncpal

Hispasec Sistemas, S.L
Avd luan Lopez Pefalver,
21, 29590 Milaga
951010548 F 951010526
hispasec@hispasec com
wawww hispasec com
Antonio Jawer Romdn
Segunidad informatica
Parque Tecnoldgico de
Andalucia E Bic Euronova

Entersoftweb

Avda. Juan Loper Pefalver,
21, 29590 Malaga
951010591 F 951010526
entersoftweb@bic es

Juan Garcia Roldan
Soluciones integrabes de
gestion de la informacion
en Internet para el sector
nmaobiliano

Parque Tecnologico de
Andalucia F Bic - Euronova

Properly Soft, S.L.
Avil Juan Lopez Pefabver,

17, 29590 Malaga
952020200 F 951010535
nfo@properly es

www properhy es
Francsco Marguez
Desarroiio de Software de
Gestion

Parque Tecnologco de
Andalucia £ NIDO

E-Quiture Nuevas Tecno-
logias, 5.L

Insca Garcilaso, s/n
954488242 F 954488243
egomez@equiture com
waww equiture com

Parque Crentifico - Tecnold-
gico de Sevilla

IENET. 5.L.

Parque Tecnologico,s/n,
48170 Zamudio (Vizcaya)
Parque Tecnoldgico de
Zamudio

RED DE LA PROVISION
DE SISTEMAS, S.A.
Parque Tecnoldgico, 103,
48170 Zamudio (Vizcaya)
913849190 F 917210264
Parque Tecnoldgico de
Zamudio £ 205

Hewlett Packard Expano-
la, 5L

Inca Garolaso, s/n
954468300 F 954468317
carmen resa@hp com
www hp es

Parque Cientifico - Tecnold-
gico de Sewilla

Convex Supercomputer,
S.AE

Aménco Vespuoo, ¥n
954467190 F 954460022
comercialblanco@satec es
Wi satec.es

Parque Crentifico - Tecnold-
oo de Sewlla

Partner Tecnelogico S.LL.
C/ Cabuehes s/n, Ofic. N°
2, 33203 Guyodn

985099216 F 985091213
P trerpartneriecrologecn com
Ivan Montes Acebal
Servicios informaticos
Parque Cientifico - Tecnolo-
gico de Gyon £ Principal

5 Analisis 1&cnico y progra-
macion de aplicaciones
para ordenador, basadas
mayoritanamente en tec-
nologia Lotus Notes, Java y
Web (tecnologias Inter-
net). Desarrollo y comer-
calizacon de software
propio

AGROMARE

Parque Tecnologsco, 103,
48170 Zamudwo (Vizcaya)
G02444034 7 4417104
ot wllamenes@arkguade com
WWW AQFOMare com

luan Antonio Alvarez
Consultoria e Informatica
Parque Tecnologico de
Zamudio £ 103

CADVISION, S.L

Pg Parque Tecnologwo 103,
48170 Zamudho (Vizcaya)
944209745 F 944209748
begop@cadvisionsl.com
www cadvisions! com
Fernando Perez Mentxaka
SERVICIOS
INFORMATICOS

Parque Tecnoldgico de
Zamudio £ 103



E.S.L (INST. EUROP. SOFT-
WARE)

Pg Parque Tecnologico, 204
48170 Zamudio (Vizcaya)
944209519 F 944209420
nfo@es es / www esi ey
Manuel Prego Larreina
DESARROLLO METODO-
LOGIA SOFTWARE

Parque Tecnologico de
Zamudio E 204

EKILAN

Ps Errotaburu, 1-7° A
48170 Zamudio (Vizcaya)
944209472 F 944209473
amudio comercai@ekilan es
waww ellan es

Nikolas Mtz De Hlarduia
INFORMATIC A

Parque Tecnologico de
Zamudho E 206

INFORMATICA DE EUS-
KADIL S.L.

Pg Parque Tecnologico, 207
48170 Zamudo (Vizcaya)
546019400 F 944310410
e@euskad: com

www ieuskadi.com

Jesus Jusue Lafuente
INFORMATIC A

Parque Tecnologico de
Zamudio E 207

INTENTIA CONSULTING,
S.A

Cl Muelle De Barcelona, S/n
- ENorte 2*

48170 Zamudio (Vizcaya)
944317019 F 944317058
Jordi Sahvador Clota
DESARROLLO DE SOFTWARE
Parque Tecnoldgico de
Zamudio E 103

PRODUCTOS ¥ COMPO-
NENTES INFORM., S.L.
Parque Tecnoldgico, BOZ,
48170 Zamudio (Vizcaya)
944317732 F 944317103
po@pci.es / www.poi.es
Gorka Diaz Pefas
INFORMATICA

Parque Tecnologico de
Zamudio s/n

informatica El Corte
Ingles, 5.4,

Sala 1, 47151 Boecillo
(Valladold)

983398822 F 983202181
i_gonzaler@eci es
W e es

Ignacio Gonzalez
Consultoria e integracion
de aplicaciones informaticas
Farque Tecnologco de Casti-
fla y Ledin E De usos comunes

SISTEPLANT, S.A.

Pg Parque Tecnologico, 100
48170 Zamudio (Vizcaya)
946021200 F 946021202
ssteplant@redesth es
www sisteplant com
Javier Borda Elejabarneta
INGENIERLA
INFORMATICA

Parque Tecnoiogico de
Zamudio E 100

Centro de Actividad

Parque Tecnoldgico, 105,
48170 Zamudio (Vizcaya)
944318048 F 944209773
imestratua@vanenburg com
www vanenburg-vbs es
Bernar De La Hera
INFORMATICA

Parque Tecnoldgsco de
Zamudo E 105

AICA

San Cipnan de Vinas-E,
32091 Qurense
988368128 F 988368129
2ca@xca net / www aica net

971439829
recannfo@regamaliorca com
wiwaw regamallorca com
Parque Balear de Innova-
cion Tecnologica E 17

Limit-CECOMASA
Camino de Can Manuel s/n
07120, Palma de Mallorca
571439706

Lirmit@imit e /7 whww imit s
Lorenzo Mestre

Informatica y telecomunica-
ciones

Parque Balear de Innova-

lanibarro@polar es

Lurs Anibarro Marbdn
Ingernieria y desarrolio de
aphcaciones software para
telecomunicaciones
Parque Tecnologico de Cas-
tlla y Leén

Asuralia e-business

€/ Marla Cune, 8. Edif B
29590 Malaga
951231767 F951231731
jame@asuralia com
www asuralia com
Francisco Ramirez

Guillerma Gonzalez cn Tecnologca E 17 Desarrolio de aplicaciones

Empresa lizada en el $C U ensamblae y en entornos IP

desarrollo y diuedo de ima- fabricacion Parque Tecnologico de

gen hizands P Sof Andalucia € CADE

las nuevas tecnologlas de la

informacion Abdg Design CIDAT S A,

Parque Tecnologeo de Gala Crta Palma-Valldemossa Parque Tecnologco, 205,

S Disefio y manterumiento Km7.4 48170 Zamudio (Vizcaya)

de las paginas web, aseso- 07120 Palma de Mallorca 943003900 F 944034450

ramiento a las empresas 971439710 info@cidat com

chentes en materia de siste- hola@abdgdesign com www cidat com

mas de nformactn y acce- Parque Balear de Innova- Parque Tecnoldgico de

50 con direccidn propia a la con Tecnologica E 17 Zamudio E 205

autopsta de la informacidn

v la instalacion de redes de SATEC Inteleom

area local Av Europa, 34 - A Avda Juan Lope: Pedalver,
48170 Zamudio (Vizcaya) 17, 29590 Mdlaga

Ibermatica, S A, 944318308 944209843 José Luis hménez

€/ Hermanos Lumiere, n® 1, Zaskun@satec es Parque Tecnologico de

Ctra N 240, Km9, 01510 waww salec es Andalucia

Mifano (Alava) Jose Lorenzo Gurruchaga

B45165100 F 945298293 INFORMATICA Gesline

Parque Tecnologico de Parque Tecnologico de Avda Juan Loper Pefalker, 17

Alava Zamudio E 103 29550 Malaga

951231003 F 951231002
Alcantara Sistemas de Servicios fo@ge com
Informacion, S.L. 33428 Llanera (Astunas) Wi gesline com

Isaac Newton, s/in
954468225 F 954467076
cperez@alcantara-g e
www alcantara-si es
Parque Cientifico - Tecnols-
gico de Sevilla

BRIME TECHNOLOGIES
ESPANA

Parque Tecnolbgico s/n, 207
48170 Zamudso (Vizcaya)
944318013 F 944209884
Parque Tecnologico de
Zamudio E 207

IBERMATICA

Paseo Mikeletegr, 5

20009 Donostia-San sebas-
tidn
943413500943454338
www.ibermatica es
Informética

Parque Tecnolégico de San
Sebastian

MICROFUSION

Paseo Mikeleteg, 56-1° planta
20009 Donostia-San sebas-
an

943309124 F 943308311
usachse@microfusion es
www microfusion es
Software

Parque Tecnologico de San
Sebastian

5P Innova Media

Ao Juan Lipez Pefiabver, 17

29590 Malaga

952020102 F 952020076
dia es

Informaticas y Servicos,
S.L(cal

Madulos 201,203

Boecillo (Valladold)
983548090 F 983548042
mymorales@caenncios com
WA CISENACIOS BS

Lus Enrique Alonso
Integradores de sistemas
informaticos y desarrolio de
aphcaciones.

Pargue Tecnologco de Cas-
tillta y Ledn E Centro

Novotec

Avda Ameénco Vespuoio, ¥n
Parque Cientifico - Tecnolo-
gico de Sevilla

VANENBURG BUSINESS
SYSTEM ESPANA, S.A.

www innovamedia es
Pedro Calvo

Desarrollo de software juri-
dico

Parque Tecnoldgico de
Andalucia E NIDO

Escador Riverland

Awda Juan Loper Pefabver, 21
29590 Milaga

552028115 F 952028115
miguelgonzalez@escador es
W escador es

Aleo Gonzdlez

Parque Tecnoldgico de
Andalucia E Bic Euronova

Recar Travel Soft

Crta. Palma-Valldemossa
Km74

07120 Palma de Mallorca

985980098 F 985265740
Instalaciones y sistemas
Parque Tecnologico de
Astunas E CEEI

WATERMARK

Pargue Tecnologico s/n, 105
48170 Zamudio (Vizcaya)
944318048 F 944209773
Parque Tecnologico de
Zamudio E 105

Webark* Studio

€/ Maria Curie, 8 Edif B,
29550 Malaga
951231772 F95123173)

Bebark

mar dio.com

Francisco Castillo
Internet y software
Parque Tecnoldgico de
Andalucia E NIDOD

Cideweb

Avda. Juan Lipez Pefalver, 17
29590 Malaga

951160441
cdeweb@adeweb com
waww cideweb com
Christian Casado

Serwco Internet "
Parque Tecnologico de
Andalucia E NIDD

Manuelo Cebnan
Desarrolio de aplicaciones
nteractivas para redes
informaticas

Parque Tecnoldgico de
Andalucia E CADE

Puga Digital

San Cipriao das Vifas
32501 Ourense
988229588
shura@pugadigital com
www pugadigital com

José Lurs Salgado Alvarer
FParque Tecnologreo de Gabtia

Ainel S.L

San Cprian de Viflas-E
32091 Ourense
S883I68158 F 9BB3EB166
ipifero@controlp es

www ainel com

José Manuel Vazquez Mar-
tinez

Avda Juan Lipez Pedaber, 17
29590 Malaga

Ignacio de la Oliva

Servicios informaticos
Parque Tecnologico de
Andalucia E NIDO

Alhambra Soluciones y
Servicios, 5.4

Awda. Juan Lopez Pefabver, 21
29590 Malaga
952060463 F 952061029
mvasalio@alhambra-
Sys.com

www alhambra-sys.com
José Maria Vasallo
Desarrollo Software
Parque Tecnologico de
Andalucia E B Euronova

Abacom

Avda. Juan Lopez Pefaer, 17
29590 Malaga

952020053 F 951160101

P a,
informatica y electramca
que ofrece servicios de
Internet para empretas
Parque Tecnologeo de Galoa

Grupo Carensa

Cf Mane Curie, 9-11
29590 Malaga
952028120 F 952028120
rodnguez@datacontrol es
Isabel Rodriguez

En instalacion

Pargue Tecnologico de
Andalucia E 10

S1+0

SHS - Polar
Parcela 133
47151 Boecillo (Valladohd)
983549660 F 983548951

om com
wasw albacom com
lavier Garcia
Soluciones informatcas
integrales

Parque Tecnologico de
Andalucia E NIDO

José Miguel lllescas

C/ Maria Curie, 8 Edil. B
29590 Malaga
951231765 F951231731
José Miguel llescas
Proyectos de telecomumca-
cones

Parque Tecnologico de
Andalucia E CADE

SATEC (Sistemas Avanza-
dos de Tecnologia, 5.A.)
HAuda. Aménco Vespuoo, ¥'n

954467190 F 954460022
miguel@satec es

Wi satec ey

Parque Crentifico - Tecnold-
gico de Sewlla

Tecnicas microinformati-
as

Hermanos Lumiere, 1

Ctra N 240-Km 9

01510 Miana (Alava)
945296942 F 945297007
Sernicios informaticos y des-
arrollo de aphcacones a
medida, en las reas de of-
Matica y gestion, en entor-
nos distribuidos y sstemas
abrertos

Parque Tecnologco de
Alava

Sentido Comun Informa-
tica S.L.

C/ Cabuenes sin

33203 Gion

985099213 F 985091213
ruben@sentidocomun as
Rubén Rubio Meana
Parque Cientifico - Tecnoio-
gico de Gyon E Principal

GRID SYSTEMS

Cami de Can Manue!
s/nlocal 9

07120 Palm F a
971135085971435082
info@gndsystems com
www gnsdystems.com
Cnstina Reus
Supercomputacion
Parque Balear de Innova-
cion Tecnologwea E 17
5 Consultoria

Novasoft, 5.A.

C/ Maria Cure, 14, 29590
Malaga

951066500 F 951066510
grupo@novasoft.es

www gruponovasoft es
Francsco Barnonuevo
Parque Tecnolégico de
Andalucia

Sun Microsystems

Inca Garcilaso, s/n
954488478 F 954488440
juando@sunsevilla com
WAV SUN 85

Parque Cientifico - Tecnolo-
gico de Sevilla

South Europe Software
Aplications, S.L.

C/ Maria Cune,1, 29590
Malaga

952020260 F 952020261
Carljan Constant

Parque Tecnologico de
Andalucia € CADE

Bida Multimedia, S.L.

C/ Maria Cune 9-11, 29590
{Malaga)

952028175 F952028176
infolhvda es

www vida es

Tomas Perez Benz
Desarrolio de Internet
Parque Tecnologico de
Andalucia E 10 S1+D

Avalon Informatica

Inca Garoilaso, s/n
954488438 F 954488411
esm@avalonSg.com
hupiiavalonSg.com

Parque Cientifico - Tecnold-
gea de Sevilla

Microelectronica Infor-
matica (Minfo)

C/ Severo Ochoa, 4-5° planta
29590 Malaga
952134180 FS52134179
WA UMa B

Alfonso Gago Bohoquez
Investigacifion y desarrolio
Parque Tecnologico de
Andalucia

Institutos Unnversitanos

SADIEL, 5. A, Tecnologias
de la Informacion, Tele-

o, T E pro

comunicaciones e Infor-
matica

Isaac Newton, o/n - Pabe-
lion de Portugal
955043600 955043601
sadwel@sadel es

www sadsel ey

Parque Cientifico - Tecnolo-
go de Sewlla

Implanta

Avda buan Lopez Pedalver, 21
29590 Malaga

952028383 952028057
implanta@mplanta-

gvdi net

www gvdh net

Antonio Diaz

Parque Tecnologico de
Andalucia E Bic - Euronova

Haolte Innavation S.L.
Avtd Juan Lopez Pedalver, 21
29590
9510105745951010526
info@haltegroup com
www holtegroup com

Are Strom

Parque Tecnologico de
Andalucia E Bi - Euronova

Softsalver S.L

#vd Juan Lopez Pedabeer, 21
29590 Malaga
951010549 F 551010526
info@softsolver.com

www softsolver com

Mark Woolley

Parque Tecnologico de
Andalucia E Bic - Euronova

L&r Gestion Tecnica de
Redes S.LL.

€/ San Cipnan de Vifias.
3290 Qurense

José Antonio Losas Devesa
Domatica

Parmue Tecnoldgico de Galcia

Area Interactiva

C/ Albert Einstein n® 40,
Ctra N, 240, Km9
01510 Miflano (Alava)
945010995 F 945010996
rpalen@guay pt-alava es
W, areape com
Rubén Palenzuela
Comercio electrdnico y
material informatico
Parque Tecnoldgeco de
Alava E Atlas

Prodigios Interactivos
Crta. Palma-Valldemossa
Kkm7.4

07120 Palma de Mallorca
971435121
canas@aol.es

Parque Balear de Innova-
cidn Tecnologica E Son
Espanyol

Pentia Ingenieros, S.A.
Parcela 43

33428 Uanera (Astunas)
985266800 F 985980364
adolfo@ pentia com
Adollo Pisa

el ndustnal y de amutectuta
Parque Tecnolégico de
Astunas

5 Cartografia y
topografiajcariogratia dig-
tal expedientes de eapro-
praciin y levantamientos
topograficos), ngeneria
ewil, urbanismo y arquitec-
tura,calculo de estructuras
{convencionales, rebiculares.
y especiales)

Dispal Astur, S.A,

Parcela n®13b

33420 Llanera (Astunas)
985276162 F 985273452
Ensamblage de ordenadores
y desarrolio y desefio de
software

Parque Tecnologico de
Astunas

ISOTELCO
33428 Llanera

65



-
o]

985980098 F 985265740
Pargue Tecnologico de
Asturias E CEEI

csv. sL

San Ciorian de Vidas-E
32091 Qurense
SB8510160 F 988213029
tecnico@sofimatica net
wonew softmanca net
Dominga Garcia Cana
Parque Tecnologro de Gal-
od

Innovaciones Virtuales
SL

Avtda Juan Lopez Pefalver,
27

29590 Malaga
951010526 F 951010526
thiguel Martinez Alahia

Desarrolio de edognes digr-

Tales
Parque Tecnologeeo de
Andalucia E Bic - Euronova

Naoset Sistemas

Avda Juan Lopez Pefalver,
21

29590 Malaga
951010521 F 951010523
info@naoset com

s naoset.com

Esteban Morales Corpas
Creatian y de

Parque Tecnidgico de Anda-
lucia E Bic - Euronova

CROMION IT

Pargque Tecnolégco, vn,
48170 Zamudo Vizcaya)
Parque Tecnologco de
Zamudio

Solunica Tecnologias de
la Informacion Tecnicas
Microinformaticas

Aibery finsten, 27. Cra N
240 -Km 9, 01510 Mfana
‘Alaval

235296915 F 945256916
Empresa de servigos infor.
matcos, dedicana al dseho
¥ esarrolio de apicac.ones
a medda, pancpamente
en lay areas de o' matca y
geston, en entornos distie-
budos y snlemas aoertos
Patque Tecnoiogeo de
Alava | E4

Asac Comunicaciones,
S.L. (ASAC)

33420 Lianera | Asturas)
985265040 F 985265268
ASACRAACCOMUNICACIONES €O
m

WA BSCCOMUNCALIDNES €0
m

productos software
Parque Tecnologico de
Andalucia E Bic - Eutonova

Ejie - Centro de Gestion
KIC&

7 Albert Einsten, 15, N
240, Km 8

01510 Mihano (Alava)
94501095 F 094501 0954
Socedad informatica del
Gotrerno Vasco

Parque Tecnologeo de
Alava £ CEIA

OMYCRON RED

33428 Llanera
985580061 F 985265740
Parque Tecnologico de
Asturias £ CEEI

Data 3 Electronica, 5.A,
San Cpndn de Vidas-E
32081 Qurense
988368190 F 98B3GE144
data-3@data-3 com

wanw data-3.com
Marganta Feo

Parque Tecnologico de Gal.
Ca

Lamek Automatizacion
CrAlbent Einsten, 27, Cira.
N 240, Km9

01510 Mitano (Alava)
945298705 § 945208714
lantek01@sarenet ey
www lantek es

Juan Lus Larrafaga
Desarrolio y venta de Soft
ware CADVCAM para
entomos de chapa

Parque Tecnologicn de
Alava E E4

Recursos Digi

Informatica CAD CAM
Pargue Tecnoloaico de
Asturias £ CEE

S Productos CAD CAM para
el trabago en disedo 20 y
30 con superhices comple-
195 y SOLGDS PArAMETNCos,
generacon e implantacon
de postprocesadores para
enlaces con magquina herra-
menta, desarrollo de pro-
gramas y persanalizacion de
aphcacones CAD CAM

Better.come

CMHermanos Lumers, 1,
Crra. N 240, Km3

01510 Miftano (Alava)
945297203 F 945297022
bettercome@sea es

Www bettercome com
Arturo tharrondo
Asstencia informatica a
damicho ditgeda a particu-
lares y pequehas empresas
Parque Tecniologuco de
Alava

Ingenia, S.A.

C/ Mane Cune, 311,
29590 Malaga
952029300 1 952029309
nlo@ingeni es
WAVWINGENIA B

Jose Blanco Arona
Servic0s en informatica y
COMUNILACIONes

Parque Tecnologico de
Andatucia £ 10

51D

Buhodra Ingenieria, S.A,
Parcela n* 08

33420 Llanera |Asturias)
S85272721 ¥ 985270150

s Avan-
zados REDIA, 5.A

Avda juan Lopes Penalver,
21

29530 Maliga

951010500 F 951010526
Meguel A Garcia Schopahl
Creacon, diseno y comer-

r pol net
WA Apol net
Desarrollo de Softwae
Parque Tecnologuo de
Astunas

infor 1 tica

director serne@rive.es
Parque Cientifico - Tecnold-
gico de Sewlla

Nexo Tecnologia de la
Informacion, S.L,

Avda 1saac Newton, oin
SE34E8225 F 954467417
acantara@alcantara-» es
WNN NERD-TLLOM

Pargue Centilico - Tecnolo-
Qe de Sevil'a

GRUPQO CORREDQ MEDIA
TRADER, 5.A.

Pg Pargue Tecnologeo 105
1%, 48170 Zamudio (Vizcaya)
BA2317033 F 344317045
andreadano-eiCones es
Lus Angreu

FERIODISMO EN INTERNET
Farque Tecnologico de
Zamudo £ 105

RTVA (Direccion General
de Radio Televion Anda-
luza) y Canal Sur Radio
iose de Galvez, s
255056288 F 955056293
bmcastro@itva ey

W Canalsur es

Parque Centifico - Tecnoio-
a¢o de Sevilla

Grupo de investigacion
en Linguistica Computa-
cional (GILC)

C/ Baldin Rexac 10-12,
08028 Barcelona
934029060 F 934029063
administraco@peh ub.es
www pcboub es

Ramon Cerda

Farc Cienuibic de Barcelona
£ Florensa

BESANA PORTAL AGRA-
RIO, S.A.

Avda, aac Newton, sin
954081141 F 954006043
nfo@portalbesana es
W portalbesana es
Parque Crentifico - Tecnolo-
greo de Sewills

Interprés Europa

Avda Juan Lopez Pefialver,
8, 29590 Malaga
952020140 F 952020148
Manuel Rosa Ruz
Servicios de informacion
financera

Parque Tecnologio de
Andaluca ECTIA

intormacion, infomatica
¥ telecomunicadionss ¢

informacian / Grupo de
investigacion

Centro Universitanio de
Sociolinguistica y Comu-
nicacion (CUSC)

C/ Baldin Remac 10-12,
05028 Barceiona
934029060 F 934025063
administraco@pcb ub es
waww pch ub es

Albent Bastardes

Pare Centilic de Barcelona
E Forensa

Grupo de Climatologia
C/ Baldw Resac 10-12,
08028 Barcelona
934029060 F 934029063

y telecomumcaciones |

informa

calizacon de pag

wieb

Pargue Tecnolageo de
Andalucia £ B - Furonova

Tripholio Producciones,
5L

Avila Juan Lope: Pefialver,
21

29590 Malaga
951010511 F 951010526
info@nphobo com

wavw irnipholio com
Miguel Carbalio

Software de realizacién en
3D y realidad witual

=

L. R. Informatica, S.L.
O/ Maria Cune, 16, 29590

Malaga

952060270 F 952061149
admon@nformatica o4
waw linformatica es
Ricardo Diaz

Parque Tecnologco de
Andalucia E Possitvha 2005

Radio Nacional de Espa-
na, S.A. (RNE)

Parque del Alamilio
954482300 F 954482476

adr aco@pch ub es
waww peb ub es

Martin Vide

Parc Centihic de Barcelona
E Florensa

Global Teleworking, S.L.

Parque Tecnologreo de
Andalucia E NIDO
Informacién, infomatica
y telecomunicaciones /
informatica y consuitoria

IBERMATICA S.A.

Pargue Tecnoitg<o &n, 205
48170 Zamud o (V2caya)
644310200 F 524310202
Informacon, .nfermatcay
Telecomun-cacones’ Infor-
MalCa y Consutor

Parque Tecnoiog (o ae
Zamudio E 205

"

Informacion, nfomat
¥ telecomunicacs
infarmatica y telecomu
fgaLones

Ll

Thales Information
Systems S.A.

Modulo Royo, ofena 203,
47151 Boeolio \alladold)
983546565 F 983546558
ceeruelo@sysecs es

Carlos Ceruelo

Parque Tecnologco de Cas-
tlla y Leon E Edificie Galieo

Algor Consultoria y Siste-
mas, 5.L

Ofc. 11 Parc. 130, 131,
47151Boeclio iValladohd)
983548168 F 983546606
gerardo pastor@aloor.es
WAVW ADEX 8%

Gerardo Pastor

Ingenieria y desarrollo de
aplicaciones software para
telecomumcac-ones

Parque Tecnologco de Cas-
ulla y Leon € De usos comu-
nes

Experience Ingenienia y
Servicios, 5.L.

Oficina 3

47151 Boeoillo (Valladohd)
917434077 F 217421702
msanchez@expenences co
m

Manuel Sanchez

Parque Tecnologico de Cas-
ullay Leon € Usos Comunes

Cable & Wireless

Inca Garcilaso, win
954467060 F 954467060
ow Bowes

WY O ComYes

Parque Cientifico - Tecnolo-
gico de Sewlla

Grupo IT-Deusto

Modulo 3 10, 47151 Boeqi-
lig (Valladokd)

983549729 F 983548200
valladold@tdeusto com
José Carlos Licrente
Inweshigacon y desarolo en
telecomunicaciones

Parque Tecnologco oe Cas-
iy Leon

Comunitel Global, S.A.
Oficna 9

47151 Boecdlio (Valladohd)
912963213 F 913843222
rbarbudo@comunitel s
Ratael Barbudo

Prestacion y explotacon de
seniios de telecomunica-
cones

Parque Tecnologico de Cas-
tilla y Lean

Divinum.es
Parque Tecnologico de Cas-
tilla y Leon

Parcela 114
47151 Boecillo (Valladahd)
983546603 F 983546604

el tratamiento de bases de
datos (hdelizacion de clen-
tes, data mimming, data
warehouse, data entry,

jacinto canal sidel es
veeew lecsdel ey

lacmto Canales

ingenieria y desarroilo de
aphcaciones software para
LEIECOMUNICac-ones

Pargue Tecnotogico de Cas-
t'lay Leon € Cent

Inzamac Asistencias Téc-
nicas, 5.A.

Parc 207, 47151 Boecillo
(Valladohd)

S83140600 F 983120601
valladol.o@nzateco net
WAL STECO Net

Dego Rodnguez
Asistencias Tecnicas
Parque Tecnologico de Cas-
tila y Leon

Elvex Sistemas

Modulo 1.03

47151 Boecillo (Valladoiid)
983549634 F 983549639
elvex@elvex es

Jorge Fernandez

Parque Tecnologico de Cas-
ulla y Ledn

Infarmacion, mfomatica
y telecomunicationos «
Informatica [ Settware

PalyphonicHMI , S.L.
Arntesans, 10

08290, Cerdanyola del
Valles {Barcelona)
627480817
mike@polyphonichm com
wvew polyphonschmt com
Nike McCready
Desarralio de sistemas de
recomendacion de mus<a
basada en intebgenca arti-
fical.

Parc Tecnologee del Valles

APE Software Compo-
nents, S.L.

Centre d’ Empreses de
MNoves Tecnologies

08290, Cerdanyola del
Valles (Barcelona)
935820258 F 935801354
ape@apesoft.com

www apesolt com

Jordi Ibort 7 Jaurme Juan
Diserio, produccion y
comercializacion de herta-
mentas y programas infor-
maticos basados en la inge-
miesia de software aorienta-
da a objetos. Prestacion de
servicios de Tormacion
especificos en este campo
Parc Tecnologe del Valles

e-Biolntel

Biocampus UAB, Masia
Can Fatjo del Moli, 08290,
Cerdanyola del Valles (Bar-
celona)

935812730
ebointel@ebiontel com
s elointel com
Cristina Santa

Desarrolio de platalormas
ionformaltcat para el
analirs e nterpretacion de
datos moleculares y biome-
dicos para ka industna far-
maceutica, otecnologica
y los centros de investiga-
cin

Parc Tecnologw del Valles

Edi Informatica bb, 5.A.
Centre d Empreses de

Avid Juan Lopez Pedalver, Altran 5dB Noves Tecnologies
21, 29590 Malaga Modulo 1 11 08290, Cerdanyola del
951010580 F 951010526 47151Boecdio (Valladold) Valiés (Barcelona)
Igonzalo@giobaltelewor- 983548883 F 983548009 935824441 F 935801354
ing es amarun@alrransdb com edspan@ed fr
www globalteleworking es www altransdb com www.ed fr
Lurs Gonzalo Cahas Fernando Doral Xawer Bartolomé
Informacon, miarmanca y Comsultoria en Altas Tecno- Comercializacitn, custome-
1elecomunc acones infor- loqgas. nzacon, implantacon y
mdtlca Pargue Tecnologico de Cas- plesta en marcha de aph-
Desar software a medida wllay Leon £ CEE cationes informaticas para
v T T S R A T i P L )
Por motivos de espacio, esta seccién continta en el
“Ygie SV e Ny M .53}‘-‘%_?’ bed
3 [k ’
gt " - % 157 V fysyak

ge keting, ) Presta-
cion de senn0os se sop0t-
te

Parc Tecnoiogic del Va'les

New Generation Softwa-
re, S.A.

Catrer dels Argentess, 2,
08250, Cerdanyola ae!
Valies (Barcelonal
935820222 F 9535824308
newgen@newgen es

W NEWGEN €5

Eduard Pupol

Desarrolio, produccion y
coemrcializacon de apica-
ciones informaticas en los
wslemas operativos UNIX y
WINDOWS con lenguaes
de cuarta generacan, 'en-
guaje orentado a obetos y
bases de datos relacicnales
Aspsona, analiss de o'o-
yecios

Parc Tecnologic del Vales

Software Tecnic Tecno-
cim, 5.1,

Centre d'Empreses de
Noves Tecnologies
08290, Cerdanyola de!
Vallés (Barcelonal
935824520 F 935801354
tecnocim@tecnoam com
WWW lecnoom com
Heéctor Soler

Prestacion de senvicios de
ingeniera, asesona y for-
macion en CADICAM
Parc Tecnologic del Valles

ENORNET, 5.L.

C/ Cabuefies s/n

33203 GUON

985-059214 F 985-091213
planas@enornet com
Patricio José Anas Alarez
Instalacion de redes de
telecomumcaciones, sste-
mas de cableado. domaotica
y telematica, sistemas alter-
natwos de telecomurica-
cones

Parque Centifico Tecnolo-
gico de Gyon

ITRESA INGENIERIA
ASTURIANA DE
INFORMATICA INDUS-
TRIAL, S.L.

C/ Cabuenes s'n

33203 GUON
985-099225 F 985-099226
iresa@iresa com

Ana Maria Alvarez
Control y supervision de
procesos industniales, des-
arrolio de software, auto-
matizaciin de viviendas y
edificios, formacon.
Parque Crentilico Tecnolo-
oo de Gyon

CENTRO DE INTELIGEN-
CIA ARTIFICIAL

Cf Cabuehes v'n

33203 GUON

985099313 F 985 091213
-t uniov s

Oscar Luaces

Institucion de la Univers-
dad de Ovedo dedicada 2
la investigacion aphcada en
el ambxito de la intehgencia
Artificial

Parque Centilico Tecnoio-
quo de Gyon

TELECA , S.A.

C/ Luss Moya sin

33203 GUON

985-099227 F 985091213
valiejo@teleca es

Iose Angel Valieo
Consultoria en telecomuni-
caciones. Soluciones infor-
matias relacionadas con
Internet y Teleforia Mol
Parque Crentifico Tecnolog:-
o de Gyon E Edihao | + D
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marzo/abril 2003

utorizadas cinco nuevas variedades
de maiz modificado
genéticamente en Espaiia

e

El Ministerio de Agricultura autorizé el pasado mes de febrero cinco

nuevas variedades de maiz modificado genéticamente resistente a la plaga r
del taladro que comercializardn las empresas Syngenta, Pioneer, Monsanto, ‘
Nickerson y Limagrain. Estas variedades contienen modificaciones genéticas :f
que fueron aprobadas por la Unién Europea a lo largo de 1997 y 1998 y esta- 'g
ban a la espera de su inscripcién en el Registro de Variedades Vegetales. g
b
]
;;

e

ntrevista

Pedro Barato, presidente de ASAJA

“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 maiz
transgénico, ;por qué no podemas
producirlo aqui en Espafa?”.

R i e e oo Sy
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a Secretaria General de Agricultura hace publica la autorizacion
de cinco variedades de maiz genéticamente modificado

El Ministerio de Agricultura ha autorizado cinco nuevas va-
riedades de maiz modificado genéticamente resistente a la plaga
del taladro que comercializardn las empresas Syngenta, Pioneer,
Monsanto, Nickerson y Limagrain. Estas variedades contienen
modificaciones genéticas que fueron aprobadas por la Unién
Europea a lo largo de 1997 y 1998 y estaban a la espera de su
inscripcion en el Registro de Variedades Vegetales. La Secreta-
ria General de Agricultura, llma. Sra. D° Isabel Gareta Tejerina,
hizo piiblica la decision del Ministerio de ampliar gradualmente
las variedades autorizadas en el acto de clausura de Biospain,
unas jornadas técnico-empresariales organizadas por la Asocia-

cion Espaiiola de Bioempresas (Asebio)

El Ministerio de Agricultura ha autorizado en el B.O.E. del
z Bt

genéticamente modificado resistente a la plaga del wladro que

1 1/03/2003 la comercializacidn de cinco variedades de ma

serin comercializadas por las empresas productoras de semillas
Syngenta, Pioneer, Monsanto, Nickerson y Limagrain. Estas va-
riedades proceden de los eventos Bt 176 y Mon 810, que fueron
aprobados por la Unién Europea en 1997 y 1998 respectiva-

mente.

En la actualidad Syngenta Sceds es la tinica compaiia que
comercializaba una variedad de maiz Bt, denominado Compa
CB. desde 1998. Durante la pasada campana se cultivaron unas
20.000 hectireas en zonas donde la plaga del taladro es mds per-
sistente. Estas 20.000 hectdreas suponen un 3% de la superficie
total de maiz sembrado en Espana, que asciende a 485,000 hece-

Lireas.

El anuncio de las auwtorizaciones lue realizado por Isabel
Garcia Tejerina, Secretaria General de Agricultura, durante
Biospain, un ciclo de conferencias téenicas organizadas por la
Asociacion Espaiiola de Bioempresas (Asebio), quien explicod
con todo detalle qué razones habian motivado estas autoriza-

CIONes.

Durante su intervencion, Garcia Tejerina basé la premisa de la
aprobacion de estas variedades “en los cinco afos de exitosa con-
vivencia del maiz Bt con los cultivos convencionales, se ha de-
mostrado 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 ningun efecto perjudicial, y por
ultimo hay que tener en cuenta el clima europeo de mayor apertura
hacia el desarrollo de esta tecnologia®.

afiflama -

Garcia Tejerina anadid que la firma de estas variedades “no
pOr Ser un paso pequenio es Menos importante para mover un pro-
ceso que llevaba afios estancado”, destacando el papel relevante

que ha tomado Espana “en una realidad que se impone™.

También comentd que estas nuevas variedades dardn la opor-

tunidad a los ag

icultores espanoles de competir en los mercados

europeos y mundiales en un momento especialmente dificil como

es la reforma de la PAC y que impulsarin el desarrollo de las zo-

nas rurales mds desfavorecidas.

Por dltimo, dijo que el seguimiento de estas nuevas varieda-
des serd exhaustivo. para garantizar su calidad. su seguridad, y

el respeto a la biodiversidad que caracteriza a un pais como es

Espa

Caracteristicas del maiz Bt

El maiz Bt tiene la propicdad de ser resistente a las orugas de
la plaga del taladro, un insecto que puede producir hasta un 15%
de pérdidas en las cosechas en ciertas zonas en las que es muy

ersistente, como ¢l Valle del Ebro. Para conseguir ser inmune
p tente, como el Valle del Ebro. Para consegu T

frente a las esta plaga, el maiz Bi expresa una proteina natural

procedente de un bacilo del suelo, Hamada Bacillus Tthuringien-
vis. que sin embargo es inocua para el resto de insectos benefi-

CIOSOS,

En zonas de plaga de tiladro, el maiz Bt puede ser hasta 150
curos por hectires mis rentable para el agricultor, y ahorrarle una
media de 20 curos por hectirea en productos fitosanitarios. Estos
datos se desprenden del informe elaborado por la consultora inde-
pendiente Brookes West y presentado el pasado mes de septiem-

bre en Lleida.



reguntas basicas
sobre el maiz Bt

1) Que es el maiz Bt?

El maiz Bt es una variedad de maiz que ha sido modificado
genéticamente para protegerlo contra unas plagas conocidas como
taladros (Ostrinia nubilalis y Sesamia nonagroides). gracias a una
proteina procedente de una bacteria natural del suelo llamada Ba-

cillus thuringiensis. El maiz Bt es inocuo para el resto de insectos

auxiliares, asi como para el resto de flora y fauna y para el ser hu-

mano.

2) ;Por qué resulta tan dificil controlar la plaga del taladro?

La mayoria de los insecticidas
convencionales actian por contacto
y su actividad residual es limitada,
por lo que tienen un acceso casi nulo
a las larvas de taladro, que se intro-
ducen nada mds nacer en el tallo de
la planta donde quedan protegidas.
Ademds, normalmente aparecen dos
o tres generaciones de taladros por temporada, algo que complica y

encarece un control efectivo sobre la ple

3) s rentable para los agricultores invertir en el maiz Bt?

En caso de infestaciones de taladro, el descenso de productivi-
dad puede rondar un 10% de la cosechas. es decir, en torno a
1.200 kilos por hectirea. Suponiendo que el agricultor vendiera el
maiz a un precio medio de 0.15 euros/kilo la pérdida total rondaria

los 180 euros por hectirea.

4) LQué controles pasan las variedades de maiz Bt antes de su

comercializacion?

1. El procedimiento comin de evaluacion de riesgo para el
medio ambiente. que se basa en el principio de precaucion.
2. Lainclusion de los posibles efectos directos, indirectos, in-

mediatos y diferidos.
3. El Plan de Seguimiento de los cultivos,

La autorizacion de comercializacion de un cultivo modificado
genéticamente en la Unidn Europea debe ser aprobada por los
quince Estados miembros por mayoria cualificada a propuesta de

los organismos nacionales competentes.

Una vez que una modificacion gendtica especifica esti auto-
rizada en la UE las nuevas variedades de semilla que contengan
estas modificaciones genéticas solo pueden cultivarse en ague-
llos paises en los que sean autorizadas por los organismos com-

xlentes.
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ientificos y agricultores
dan la bienvenida
a las nuevas variedades

Esteban Andrés, secretario general de Asaja Aragin

El sector esperaba desde hace aiios que la biotecnologia fuera
una herramienta competitiva al servicio de la agricultura. En Aragén
ya tenemos experiencia con una variedad de maiz Bt que se ha culti-
vado durante cinco anos. Por ello sabemos que estas variedades
aportan competitividad al sector gracias a una mayor productividad.
La incorporacion de este tipo de cultivos supone también una ven-

taja medioambiental al restringir los tratamientos fitosanitarios.

Ramon Tamames, economista

La decision del Ministerio me parece bien. Es un avance signifi-
cativo frente al quietismo observado hasta el momento. En mi opi-
nidn, estas variedades tendrdn consecuencias positivas. Serdn nece-
sarios menos insecticidas, y eso mejorard el medio ambiente, sobre
todo para la avifauna. Estas autorizaciones son un paso para el fin de
la moratoria de la UE. que estd orientindose -y sobre todo Francia-

hacia una linea mds abierta y de mayor aceptacion de los OGMs.

José Ignacio Cubero, catedrdtico de Genética y Mejora
Vegetal de la Universidad de Cordoba

Esta autorizacién da optimismo a todos los investigadores. Ha-
bia dudas sobre si los proyectos de investigacién basados en biotec-
nologia iban a tener éxito o no. Ahora los investigadores confiarin
mds en que su trabajo tendrd eficacia prictica y no se quedard en
investigacién académica. Desde el punto de vista agricola, las nue-
vas variedades constituyen una oferta mds. La sociedad debe estar
tranquila porque las autoridades han comprobado que estos produc-

tos no tienen ningiin efecto negativo y si efectos positivos.

Pere Puigdomenech, director del Instituto de Biologia
Molecular 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 emplearian.
La autorizacion es un reconocimiento al trabajo de andlisis de las va-

riedades llevado a cabo por los comités cientificos espaiol y europeo.

Andreu Palou, catedrdtico de Biogquimica y Biologia Mo-
lecular de la Universidad de las Islas Baleares

La autorizacién en Espafia de nuevas variedades de maiz-Bt,
genéticamente protegidas contra insectos es una buena noticia, que
se corresponde con el camino en la normalizacién en Europa del

empleo de la biotecnologia en agroalimentacién,
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Periodistas y cientificos coinciden en la necesidad de informar con rigor sobre los transgénicos

Cientificos y empresas de Biotecnologia han mejoradeo en la comu-
nicacidn sebre los organismos modificados genéticamente (OMGs) en
los iiltimos dos o tres aitos, segin afirmo el vicepresidente de la Aso-
ciacidn de Periodistas de Informacion Ambiental (APIA), Antonio
Calvo Roy. Periodistas y expertos reivindican la importancia de gque los
medios se hagan eco de los progresos cientificos como parte esencial de
la cultura.

Es necesario mejorar la comunicacidn entre cientificos v periodistas
para ofrecer una informacion de calidad sobre los transgénicos y el con-
junto de los avances cientificos en los medios de comunicacion. Esta ha
sido la conclusién mds importante de las jornadas sobre “Los medios de
comunicacion en el debate piblico sobre los transgénicos”, organizadas
por la Facultad de Ciencias de la Informacién de la Universidad Complu-
tense y la Fundacién ANTAMA y celebradas los dias 2 y 3 de abril.

Estas sesiones han sentado en la misma mesa a periodistas y cientifi-
cos con el fin de intercambiar opiniones sobre la informacién que ofre-
cen los medios de comunicacién de los organismos modificados genéti-
camente (OMGs). La opinién general es que en los dltimos tres afios se
aprecia que los medios dan mds espacio a las informaciones sobre los as-
pectos positivos de los transgénicos. El vicepresidente de APIA, Antonio
Calvo Roy, atribuye esta evolucidn a que cientificos y empresas de bio-
tecnologia han mejorado su labor de comunicacién. En este sentido, la
directora de comunicacidn de la orgamizacién de consumidores CE-
ACCU. Yolanda Quintana, destacé que se estd 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.

Por su parte, Emilio Mufioz, cientifico del Consejo Superior de In-
vestigaciones Cientificas (CSIC) destacé los datos del dltimo Eurobur6-
metro sobre Biotecnologia. segin el cual ha crecido el optimismo de los
europeos respecto de esta tecnologia: un 43% de la poblacién comunita-
ria es optimista frente a un 17% de pesimistas, datos que invierten la ten-
dencia observada en los dltimos aios.

Estas jornadas han contado con la participacion de Malén Ruiz de
Elvira (EL PAIS). Coral Larrosa (Tele 5), Miguel Villarejo (LA GA-
CETA DE LOS NE-
GOCIOS), Mercedes
Salas (EFEAGRO), M*
Garcia de la Fuente
(Europa Press), Pere
Estopinyd (Programa
Redes de TVE) y otros
muchos profesionales
de la informacidén.
Como representantes
de la comunidad cien-

tifica acudieron José

Luis Garcia y Emilio Mufioz (CSIC), Carmen Fenoll (Universidad de
Castilla-La Mancha), Montaia Cmara (Universidad Complutense) y
Daniel Ramén (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-
maciones serias.

La sociedad demanda mas informacion fiable sobre los transgénicos

Miles de personas visitaron el stand de la Fundacion ANTAMA
en la 1V Feria Madrid por la Ciencia para conocer mejor qué son los
organismos modificados genéticamente (OMGs) y cudles son sus
aplicaciones en la agricultura, el medio ambiente y la alimentacion.
La encuesta realizada entre ellos revela que falta informaciin sobre
el tema.

Las personas que acudieron a esta cuarta edicion de Madrid por la
Ciencia, celebrada del 13 al 16 de febrero en el recinto ferial Juan Carlos
I de Maudrid. mostraron una gran curiosidad por los OMGs. Ademis de
recoger documentacion y preguntar por las fotos, plantas y datos que
aparecian en el stand,
cerca de 200 personas
participaron en nues-
tra encuesta de opi-
nién sobre los trans-

génicos.

La
mds importante es
que la mayoria de los
encuestados (un 83%)
quieren tener infor-
macién contrastada
sobre estos productos, frente a un 17% que asegura que si recibe infor-
macion suficiente. Aungue la mayoria de los encuestados (un 80% en to-
tul) tiene alguna o bastante informacitn sobre los transgénicos, muchos
de ellos se quejan en sus comentarios de que el principal problema para

conclusion

formarse una opinién sobre este tema es la confusion y las opiniones ex-
tremas (a favor y en contra) de los OMGs.

Ademads del medio de informacidn preferido para recibir mds datos
sobre los OMGs, quisimos saber cudles de las fuentes de informacidn tie-
nen mds credibilidad en la sociedad, A juicio de los encuestados, los
cientificos son los que merecen mds confianza, con mds de un 53% de
opiniones favorables. Le siguen a cierta distancia las organizaciones eco-
logistas y las organizaciones de consumidores (26 y 21%, respectiva-
mente). En este apartado. llama especialmente la atencidn la escasa cre-
dibilidad medios de
administraciones publicas (ambas rondan el 59 ).

que merecen los comunicacién y las

A la pregunta de si cree que son seguros para la salud humana y el
medio ambiente, la mayoria de las personas (casi el 59%) que contesta-
ron a la encuesta cree que si son seguros, De ellos, casi el 42% creen que
an dudas al respecto. Mientras, algo mds del 17%
estd convencido de que son seguros. Por el contrario, mis del 40% consi-

son seguros pero albe

dera que no son seguros y de éstos: de este porcentaje, casi el 21% cree
que no son seguros pero tiene dudas, mientras que el 20% estd conven-
cido de que no son seguros.

La pregunta relativa a la decision de compra de alimentos transgéni-
cos ha dado resultados muy curiosos, ya que los encuestados parecen dar
mis importancia a los beneficios medioambientales que a los nutniciona-
les. Asi, un 48% de los encuestados asegura que compraria alimentos
transgénicos si fueran beneficiosos para el medio ambiente, pero s6lo un
219 los adquiriria si fueran mds nutritivos.
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ada variedad modificada genéticamente aprobada lleva detrés
un trabajo inmenso no sélo de obtencién sino de control 22

José Ignacio Cubero, catedrdtico de Genética de la Escuela Técnica Supe-
rior de Ingenieros Agrénomos de Cérdoba acaba de publicar la segunda edicion
actualizada de su obra Introduccién a la mejora genética vegetal, que pretende
ser un compendio bdsico, aunque muy completo, de todas las herramientas ac-
tuales de mejora vegetal, asi como de la legislacidn que las enmarca.

Pregunta: ;Qué novedades introduce esta segunda edicion de Inoduceion a

la Mejora Genética Vegeral respecto a la primera edicién?

Muchas, de hecho, el libro pasa de 365 ¢ 367 pdginas. Todos los capimilos
han sido ampliados, sobre todo los destinados a ingenieria gendtica v a conserva-
cion. registro y proteccion de semillas, que se han actualizado hasta la fecha de
edicion. Hay cuatro capitulos nuevos, entre ellos 1ino dedicado a marcadores v
mapas genéticos, una herramienta absolutamente necesaria para ¢l mejorador de

hov, ¥ orra a especies forestales, tan olvidadas en los textos de mejora.

P: También es curioso ver que la portada estd llena de rosas. ya que sabemos

que usted es un gran experto en estas flores. ;Las consideraria un simbolo de las

variadas posibilidades que ofrece la mejora genética vegetal?

Desde luego. v en muchos sentidos. La portada de la 1° edicion tenia una se-
rie de maices, desde el silvestre hasta un hibrido moderno, para mostrar lo que se
puede hacer en mejora, pero me quedaba dentro de una misma especie, el maiz.
La rosa actual tiene genes de por lo menos diez especies distintas, con constiti-
ciones cromosomicas diversas v origenes geogrdficos que van desde el Lejano
Oriente hasta América del Norte, pasando por Persia, Oriente Praximo v Europa.
Ha side un trabajo lento v paciente de auréntica biotecnologia que viene desde

tiempos muy antiguos. Es algo, ademds, en lo que todavia cabe el trabajo del afi-

cionado junte al del profesional. Y, por no alargarme en explicaciones, he que-
rido indicar que las especies ornamentales también caen dentro de la competen-
cia de la Mejora Vegetal, ya que han sido olvidadas tradicionalmente en los
rextos cldsicos, como si existieran dos mundos diferenciados.

““Nos falta una politica agraria que dirija a largo
plazo, que defina prioridades en funcion de la
agricultura que se desea para el futuro’’
P: ;(Qué protagonismo considera usted que le corresponde a la mejora gend-
tica vegetal a la hora de hacer frente al constante aumento de poblacidn, que tiene
que alimentarse con la mis

ma lierra que siempre?!

Cuda época de crisis alimentaria, que sucede cuando o aumenta la poblaciin en
conjunto o, normalmente, cuando se masifica en ciertos lugares llamados cindades,
ha necesitado una nueva agricultura x, por lo tanto, una nueva mejora, es decir, nie-
vas téenicas. Digo “por lo tanto™ porgue no es posible pensar en nueva agricultura
sin nuwevas variedades. También, Por supuesto, nuevas fEcnicas agrendmicas, cuve
avance debe ser no sdlo paralelo sino coordinado con el de las nuevas variedades.

Aquellas y éstas han de ir de la mano. Es tan absurdo darle a un buen agricultor una

afiflama s

variedad primitiva como darle a uno malo la mejor
de las variedades. Es algo ligico pero que se olvida

con demasiada frecuencia.

P: ; Podria describirnos c6mo esti el panorama
actual en Espafia en lo que a investigacién de me-

Jora genética vegetal se refiere en comparacion a

olros paises europeos y al resto del mundo?

El nivel es muy bueno, tan bueno come en otro

pais cualquiera. Incluso en lo mds complejo. Nos

falta una politica agraria que dirija a largo o por lo

menos a medio plazo, gue defina prioridades en fun-
cion de la agricultura que se desea para el fituro. No
es lo mismo obtener variedades para invernadero
que para campifias, o gue para agricultura sosteni-
ble. Cuando se piensa en grandes cultivos gue le han
proporcionade al pais no pocos ingresos v que esiin
virgenes en cuante a la labor de mejora sobre ellos,
ner puede wno dejar de caer una lagrimita. Seguimos
vendo por cosas a otros paises cuando pueden con-
seguirse m‘mr' Cenn i (‘.\ﬁu'i'm. s S continue voen
cquipo. Faltan incentivos, v el mds importante es la

estabilidad en el trabajo para la gente joven.

P: (Cree usted que la reciente inscripeion en el
Registro de Variedades de nuevos maices Bt modi-
ficados genéticamente supondri un impulso para el

desarrollo de la Biotecnologia agricola en Espana?

Desde luego que si. aunguee todavia no sé, si bien
lo sospecho. por qué se ha tardado tanto. Es hora de
que se sepa que cada una de esas variedades lleva
detrds un trabajo inmenso no sélo de obtencion, sino
de control para asegurar su inocuidad en el am-
biente, en la agricultura v en los himanos. Cuando
se sepa que son productos excelenies ¥, en otros sen-
tidos, tan normales como los demds, espero que se
potencien las nuevas téenicas. Estd siendo una es-

pera demasiado larga sin justificacion cientifica.



E,l genoma del arroz

Si hemos de creer lo que dicen quienes han comentado el re-
sultado, el genoma del arroz va a ser el proyecto genoma mids
importante después del humano. Dejando el obvio entusiasmo
por el resultado obtenido, y los intereses ligados al proyecto, no
hay duda que se trata de un conjunto de datos de una enorme
importancia. El arroz es la base de la alimentacién para una
parte muy importante de la humanidad y los cereales: trigo, ce-
bada, maiz, sorgo, etc., son la base esencial de la alimentacién
de la humanidad y lo serdn 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 estd haciendo
en muchos casos en los proyectos genoma. El trabajo es grande
y se estira en varias publicaciones. A principios de este aiio se
publicaron dos borradores relativamente primitivos del genoma
del arroz. Uno de ellos fue realizado por la empresa Syngenta y
otro por un Instituto de la Repiblica Popular China. Hay que
decir que el genoma del arroz ha sido también secuenciado por
otra empresa, Monsanto, y que desde hace afos un consorcio
publico en el que participan distintos paises como Japdn, Esta-
dos Unidos, Francia, y distintos paises del Asia del Sudeste,
estd abordando el tema. Puede parecer sorprendente que un pro-
yecto dificil 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 publicos que. quizd mds lentamente, se proponen
poner este conocimiento al alcance de toda la comunidad cienti-

fica,

ptiblica y privada. Finalmente hay iniciativas de gobiernos
que pretenden demostrar que llevan la delantera en proyectos de

una importancia tan fundamental, es el caso de China.

En el caso de las publicaciones de este aiio el trabajo esti le-
jos de estar terminado y los datos del genoma del arroz que es-
tin disponibles tienen todavia muchas lagunas. Si se puede co-
menzar a decir alguna cosa. por ejemplo, parece que el nimero
de genes es superior al del otro genoma de plantas disponible. el
de Arabidopsis thaliana, quizd algo asi como entre 40 y 60 mil
genes, con lo que seria incluso superior al del genoma humano.
Habrd que analizar qué nivel de duplicacidn de genes. un fend-
meno que parece muy general en los genomas de plantas, existe
en ¢l arroz. Y el trubajo posterior nos deberd permitir conocer ¢l

significado de estos niimeros.

En cualquier caso el arroz es el punto de partida para cono-

cer mejor el funcionamiento de genes que sean importantes para

la agricultura. Comparando este genoma con el de Arabidopsis

va estd indicando elementos esenciales entre los distintos tipos
de plantas ¥ los que distinguen especies que son tan diferentes
entre ellas. Se estdn también desarrollando sistemas para el and-
lisis de la funcion de los genes en el arroz que claramente estd
mis cerca de las que interesan a la agricultura que Arabidopsis.
La comparacion de genomas de plantas indica que habri que
analizar en cada especie para conocer para qué sirve cada gen
en concreto. Ya aparece que la extrapolacion de datos genéticos
de una a otra especie no serd tan obvia como parecia. Por esto.

si bien los sistemas modelo son esenciales para entender meca-

nismos bdsicos 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 de
las plantas, en las que se utiliza una variedad de especies muy
distintas, habra que realizar un esfuerzo de comparar y analizar
entre ellos genomas de distintas especies. Por ello se estd abor-
dando el genoma del maiz. (que es cinco veces mayor que el del
arroz) y por ello el tener el primer genoma de una planta econé-
micamente importante como el arroz ¢s una gran noticia. Lo es
incluso tener mis de un genoma de la misma especie porque la
comparacion entre variedades distintas nos revelard la base de la
variabilidad genética que es de donde extraemos los clementos
que necesitamos para tener una agricultura mis adaptada a

nuestras necesidades.

Pere Puigdoménech
Profesor de Investigacidn del CSIC.
Instituto de Biologia Molecular

de Barcelona,
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RAMON TAMAMES PRESENTA EL LIBRO
LOS TRANSGENICOS: CONOZCALOS A FONDO

El préximo 27 de abril a las 13:00 horas en el salén de actos
del Museo Nacional de Ciencias Naturales (¢/ José Gutiérrez
Abascal n® 2), tendrd lugar la presentacion del libro Los transgéni-

cos: condzcalos a fondo.

Este libro ha sido escrito por Ramén Tamames, catedrético
de Estructura Econémica de la Universidad Auténoma de Ma-
drid, catedritico Jean Monnet de la Unién Europea e ingeniero
de Montes de Honor en colaboracién con el Instituto de Cues-
tiones Agrarias y Medioambientales (ICAM) y ha sido editado
por Ariel. La Fundacion Antama ha colaborado en su publica-

cion.

El informe supone una presentacién de carticter general, y con
intenciones de difusién a un piblico 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 Espaia y en Europa todavia no existe una idea de la magnitud
de este tema. Esta y otras razones constituyen la motivacién prin-
cipal de este libro.

Segiin palabras de Ramén Tamames en la introduccién de
su libro, “estamos ante desarrollos cientificos y nuevas tecnolo-
gias que estdn aqui para quedarse. Negarlo, o argumentar con
situaciones no plenamente comprobables o superables un dia,
es cerrar la senda del progreso cientifico y de las mejoras eco-

ndmicas”.

Mis informacién y confirmacion de asistencia:
Fundacién Antama
91 571 46 46

Cultura Biotec
Directora: Elena Ferndndez Guiral

Redaccion: Marfa [sabel Cartén

Edita: Fundacién Antama
c/ Pensamiento, 27 esc. lzda. 3° puerta 3 « 28020 Madrid
Tfno.: 91 571 46 46 » Fax: 91 571 14 31

www.fundacion-antama.org

antama @ fundacion-antama.or

Maquetacién e impresién: Conorg, S.A.
Depésito Legal: M-52055-2002
ISSN: 1695-6338

afiflama s

ublicaciones

LA SEBIOT PRESENTA EL CUADERNO DIVULGATIVO
BIOTECNOLOGIA Y ALIMENTOS

La Sociedad Espafola de Biotecnologia (SEBIOT) y la Fundacién
Antama presentaron el pasado martes 29 de abril en el salén de actos
del Museo Nacional de Ciencias Naturales de Madrid el cuaderno di-
vulgativo Biotecnologia y alimentos, perte-
neciente a la serie Biotecnologia en pocas
palabras.

Esta publicacién. en la que han partici-
pado mds de 20 expertos en Biotecnologia
procedentes de universidades y centros pii-
blicos de investigacién, forma parte de una
ambiciosa serie de cuadernos que bajo el
titulo Biotecnologia en pocas palabras,
pretende hacer llegar al publico no espe-
cializado las lineas maestras de esta nove-
dosa tecnologia de forma rigurosa y accesible al mismo tiempo. Hasta
la fecha se han publicado dos cuadernos divulgativos de la serie: Plan-
tas transgénicas: preguntas y respuestas y Biotecnologia y salud.

En la presentacién participaron el director del Museo Nacional de
Ciencias Naturales, Alfonso Navas, el presidente de la Sociedad Espa-
fiola de Biotecnologia, Francesc Godia, el Dr. Daniel Ramén, catedri-
tico de Tecnologia de los Alimentos de la Universidad de Valencia y
el Dr. José Luis Garcia, investigador del Centro de Investigaciones
Biolégicas y coordinador del cuaderno.

Los interesados en obtener un ejemplar pueden encontrar mds in-
formacién en la pdgina web de Antama www.fundacion-antama.org

LA BIOTECNOLOGIA VEGETAL EN EL FUTURO
DE LA AGRICULTURA Y LA ALIMENTACION

Los textos que se presentan en esta publicacién 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-
boracién de la Fundacién Antama. n

Numerosos interrogantes se plantearon
y debatieron en esta jornada. Preguntas
como ;Deben Europa y Espafia seguir ig- VEGETAL
norando el potencial que representa esta
tecnologia para la nueva agricultura? ;En
qué condiciones se pueden utilizar las va-
ricdades transgénicas de manera que no
presenten riesgos para la salud de los con-
sumidores ni para ¢l medio ambiente?

Las conclusiones representan, sintéticamente, el estado del cono-
cimiento en la hora presente, la opinién de los expertos que asistieron
a la jornada y las recomendaciones para una correcta interpretacién de
la importancia que la biotecnologia vegetal tendrd en el futuro en la
agricultura y en la alimentacién.

Este libro se puede adquirir a través de la editorial Mundi Prensa:
www.mundiprensa.com



MICROBOMBARDEO DE TEJIDOS VEGETALES
Lorenzc
SISTEMA BIORAD PDS100/He

Preparacion de los microproyectiles

1.- Pesar 60 mg de microparticulas (tungsteno M10, I um diametro medio) en un tubo de 1,5 ml.
2.- Afiadir 1 ml de etanol 70% y agitar en vortex 5 min.
3.- Incubar 15 min a temperatura ambiente.
4 - Centrifugar 5°” en microfuga y descartar el sobrenadante (micropipeta).
5.- Repetir 3 veces:
a) Anadir 1 ml agua estéril y agitar en vortex | min.
b) Dejar sedimentar las particulas (1 min).
c) Centrifugar 5’ en microfuga y descartar el sobrenadante (micropipeta).
6.- Anadir 1 ml glic;':rol 50% estéril y agitar en vortex | min.

7.- Almacenar la suspension de microparticulas (60 mg/ml) a 4°C (maximo 2 semanas).

Recubrimiento de los microproyectiles con el DNA

Para cada bombardeo:

l_-lAgitar en vortex la suspension de microparticulas (60 mg/ml)’5 min.

2 - Pasar 10 pl de microparticulas (600 pg) a un tubo de 1,5 mI._

3 - Mientras se agita constantemente el tubo en vortex, afiadir:
I ul (1 pg) de DNA (plasmido purificado por Qiaprep o similar). )ul N 4-2 i
14 pl solucién de precipitacion (10 pl de CaCl; 2,5 M y 4 pl espermidina 0,1M). /

4.- Continuar agitando en vortex 5 min.

5.- Dejar sedimentar las particulas (1 min).

6.- Centrifugar 5°” en microfuga y descartar el sobrenadante (micropipeta).

7.- Afiadir 100 pl de etanol 70% sin resuspender las microparticulas.

8.- Eliminar el sobrenadante (micropipeta).

9 Anadir 100 pl de etanol absoluto sin resuspender las micropartiqulas.

10.- Eliminarisobrenadantc (micropipeta).

I'l - ARadir 6'ul de etanol absoluto y resuspender las microparticulas con la micropipeta.

Seed A M A Holaona  ASdi,



Microbombardeo

I.- Poner en marcha la cabina de flujo laminar.

2.- Esterilizar con etanol la superficic de la cabina y el interior de la cimara de bombardeo.
\ s ; ‘

3.- Esterilizar sumergiendo brevemente cn placas Petri con etanol:

soporte metalico para las membranas portadoras.

membranas portadoras.
rejillas de parada.
4.- Dejar secar las piczas esterilizadas sobre papel secante.

5.- Abrir la bombona de helio y ajustar la presién a 1300 psi.

6.- Depositar las microparticulas recubiertas del DNA (6 pl) sobre una membrana portadora seca.
7.- Dejar que se evapore el etanol (1 min).
8.- Poner la membrana portadora en ¢l soporte metélico con las microparticulas hacia arriba.
9.- Ajustarla empleando el tapén rojo.
10.- Poner una rejilla de parada en el soporte disparador.
I'l.- Colocar el soporte con la membrana en el disparador, con las microparticulas hacia la rejilla.
12 .- Cerrar el disparador enroscando el cierre metalico.
I3.- Esterilizar un disco de ruptura (1100 psi) sumergiéndolo brevemente en etanol.
14.- Poner el disco de ruptura en su soporte y enroscarlo en la parte superior de la camara.
15.- Poner la plataforma con el disparador montado cn 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 camara y poner en marcha la bomba de vacio.
18.- Conectar la camara de bombardeo y accionar el interruptor del vacio (posicidn superior).
19.- Cuando la presion de vacio llegue a 27, accionar el interruptor para pararlo (posicion 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 manémetro que mide la presion de helio
situado en la parte superior de la camara mostrara la caida de presion desde 1100 a 0.
21.- Abrir el véc}o (posicion intermedia) hasta que la presion alcance el nivel normal.
22 - Sacar la muestra e incubar para permitir la expresion de la construccion 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 sesion de microbombardeo:
Limpiar las piezas utilizadas y el interior de la camara con etanol.
Cerrar la bombona de helio.
Hacer el vacio en la camara hasta que se encienda el botén disparador.
Disparar varias veces hasta liberar el helio de los conductos (la presion cae a cero).

Romper el vacio y abrir la camara.
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Optimization of Biolistic® Transformation
Using the Helium-Driven PDS-1000/He System

William Heiser, Ph.D., Rescarch and Development Department,
Genetic Systems Division, Bio-Rad Laboratories, 2000 Alfred
Nobel Dnve, Hercules, CA 94547

Summary

We have found that the most important [actors which must be
optimized in Biolistic transformation are 1arget distance and
microparticle size. Changing most other parameters, within a
broad range. usually has minimal effect on translormation effi-
ciencies. In‘this report we describe a strategy for optimizing
Biolistic transformation. We use two model systems to show
how this strategy can be employed by developing optimal con-
ditions for stable transformation of yeast and transient expres-
sion in cauliflower stem sections

Introduction

The Biolistic process, first reported by Sanford, et al. (1987),
is a method by which foreign substances are introduced into
intact cells and tissues via high-velocity microprojectiles
Transformation, of biological material using the Biolistic

method has been shown to be a valuable technique for deliv-

ering DNA into the cells of plant (Klein, et al., 1988 a, b}, ani-
mal (Williams, et al., 1991), and microbial species (Shark, et al.,
1991), as well as into subcellular organelles (Johnston, et al.,
1988; Daniell, et al., 1991). Achieving high rates of DNA
expression in each of these cases often requires that time be
spent in optimizing some of the parameters involved in trans-
formation. However, this task can be difficult, considering the
large number of parameters which can be varted in the system.
In addition, there has been a recent modification of the com-
mercially available instrument which now uses a helium-pow-
ered acceleration system (Sanford, et al., 1991). This report
outlines an approach to optimizing microparticle and particle
accelerator parameters with Bio-Rad's PDS-1000/He system
using two biological systems, transient expression of the 8-glu-
curonidase (GUS) gene in cauliflower epidermal cortex, and
stable expression of a wild-type URA 3 gene in an auxotroph-
ic murtant of Saccharomyces cerevisiae. The microparticle van-
ables include the size, amount, and type of microparticles; the
accelerator parameters include the helium pressure, the dis-
tance between the rupture disk and macrocarrier (the gap dis-
tance), the distance between the macroprojectile and the
stopping screen (the macrocarrier travel distance), and the dis-
tance between the stopping screen and the biological warget (the
target distance). See Figure 1 for a graphic representation of

these vanable distances. In order to obtain the maximum num-
ber of transformants, 1t is also necessary to optimize the bio-
logical parameters associated with the target tissue. These
factors include the state of growth of the target cells, the cell
density, the osmolarity of the bombardment medium, the treat-
ment of the cells post-bombardment, and the expression vec-
tor being used for transformation (Sanford, et al., 1992).

After

Gas acceleration lube —

Rupture disk
Macrocarrier
- DNA-coated microcarniers

Stopping screen

ssesene

—_0
e

 Targe! celly— e rmagal

Fig. 1. Schematic.representation of the PD5-1000/He system
before and after activation (not to scale). A, B, and C are the
adjustable distances that influence the velocity with which the
microcarriers hit the target ceils. A. rupture disk - macrocarrier gap

. distance. B. macrocarrier travel distance. C. target distance. The

arrows indicate the direction of helium flow.

Methods

* Preparation of Yeast and Cauliflower

The yeast auxotroph, S. cerevisiae st 948 (Armaleo, et al., 1990),
contains non-reverting mutations in the ura 3 and leu 2 genes,
and was used for all experiments with yeast. Yeast were pre-
pared ot bombardment as described by Klein, et al. (1991)
Briefly, cells were grown to early stationary growth phase in
YEPD media Cells were concentrated 100-fold by centrifuga-
tion, and 10? cells were spread on uracil-deficient agar plates
containing 0 75 M sorbitol and 0.75 M mannitol. Seeded plates
were kept for 2-4 hours at room temperature before transfor-
mation. After bombardment, the cells were incubated for 60
hours at 30 °C, at which time the colonies were counted.

Cauliflower was obtained from a local produce market. The
main stems were sectioned into approximately 1 cm squares
(2-4 mm thick), and nine longitudinal sections were placed in
a 3 x 3 array in the center of 100 mm Petri plates containing
1% agar (Klewn, et al., 1991). The agar acted as a support to

W



help the tssue sections absorb the shock from the bombard.
ment and also kept the tssues most duning overnight incuba-
von Alter bombardment of the epidermal cells, the ussue was
mcubated for 24 hours at 24 °C The location of GUS-express-
g cells was visuahized using a histochenucal reaction
Uelferson ctal 1987) Cauliflower sections were translerred 1o
16 mm wells contming 0 8 ml of GUS assay bulfer (05 my/ml
5-hromo-4-chloro-3-indoyl-8-D-glucuronic acid. 0 3 mM
potassium ferncyanide. 0.5 mM potassium lerrocyanide.
000% Triton X-100, 0.1 M sodium phosphate bulfer, i)!l 7.0
and incubated at 37 °C After 18 hours, the ussue sections were
evaluated for their level of GUS expression (see Table 1. foot-
note o)

Plasmids

Plasud YEp352 (Hil!, et al, 1986), whick contains a wild-type
wra 3 gene, was used lor transformauon of yeast: Cauliflower
tissue was bombarded with the plasnud pBI221, which con-
tuns the GUS gene expressed [rom the cauliflower mosaic virus
355 promoter (Jefferson, et al . 1987) Both plasnids were pre-
pared by alkeline lysis (Mamians, et al., 1982) followed by
cestum chloride purification and ethanol precipuanon

Biolistic Transformation

We recommend using conditions previously reported 1o trans-
form a similar biological system as a starting pont for the opti-
mization of Biolistic transformation. For example, Armaleo, et
al (1990) report the use of I 1 pm tungsten particles (equiva-
lent to M17 tungsten) and a vacuum of 0.03 atmosphereg
(equivalent to 29 inches Hg) ic transform yeast cells with the
gunpowder-powered PDS-1000 unit (the precursor to the
PDS-1000/He systein). These parameters were used as starting
conditions for opumizing bombardment of yeast with the heli-
um-dnven PDS-1000/He system. Preliminary experiments had
indicated that a helium pressure of 1.300 pounds per square
inch (pst) would produce large numbers of translormants
(R. Arentzen, personal communication). Starting conditions
for transformation of caulillower sections were chosen as 1 um
diameter gold or M17 tungsten microparticles and a helium
pressure of 1,300 psi, based on expeniments using other plant
systems (T, Klein, pers. comm )

Unless othenwise noted, the [ollowing parameters were kept
constant in all of the expeniments described here

Chamber vacuum 28" Hg (0.06 ztm)
Gap distance 1/4"

8 mm (stopping screen
at middle level)

500 ug
833 ng

Macrocarrier travel distance

Microcarriers/bombardment
DNA/bombardment

These conditions have proven to be “standard” for Biolistic
experiments involving most cell types (] Sanlord, pers
comm )

Both gold.and tungsten microparucles were prepared, and

coated with supercoiled plasmid essenuially as described by
Sanford, et al. (1992, see Appendices | and 2) Microparticles

were dred onto macrocarners in indmdual “desiccators” (Petn
dishes contaming CasS0,) immediately upon application, and
were used within 2 hours of drying

Results
Cauliflower

An example of cauliflower sections transformed with the plas-
mud pBI221T and stained for Gt 'S-expressing cells is shown in
Figure 2 Each section m the array was scored separately and
gen a semi-quantitauve score based on the relative number of
GUS-positive cells (see Figure 2 and Table 1, footnote ¢)
Results of an experniment 1o deternune the effects of micropar-
ticle size, helum pressure, and target distance are shown in
Fable 1. Several observations were made from the initial exper-
iment (Table 1. Expeniment 1) (1) while bpth M10 (median
particle diameter of 0.7 pm) and M17 lungdi‘rﬁmﬂmpamclm
may be used for cauliflower transformation, the latter are con-
sistently more effective; (2) tssue sections bombarded at level
2 (6 cm target distance) are transformed more efficiently than
sections bombarded at level 4 (12 em target distance), and, (3)
changing the helium pressure between 1,100 and 1,550 psi
has lttle effect on transformation efficiency. Subsequent results
confirmed these conclusions and also indicated that similar
transformation efficiencies were achieved with all pressures
from 900 1o 1,550 psi (Table 1, Experiments 2 and 3). Trans-
formation results using 1.0 pm and 1.6 pm gold microparti-
cles to bombard ussue sections at level 2 or 4 also indicated
that the highest transformation efficiency was obtained using
the larger particles with the shorter target distance. As with the
tungsten microparticles, varying the helium pressure between
900 and 1,550 psi had little elfect on transformation efficiency.

Fig. 2. Example of GUS expression in cauliflower epidermal sec-
tions. Cauliflower sections were bombarded with pBI221 coated
onto 1.6 um gold microparticles and stained with GUS assay buffer
as described in the Methods section. Each cauliflower section is
placed in its location, but not necessarily its actual orientation, at the
time of bombardment. The spot marked by the arrow represents a
typical positive response.



rabi 1. Effects of microparticle size, helium pressure,
and target distance on transformation of cauliflower
tissue

Helium  Target GUS Score*
Microparticles Pressure’ Distance® Expt. 1 Expt.2 Expt. 3
M10 tungsten 1,100 6 +
1,300 6 44
1,550 6 +
1,100 12 0
1,300 12 +
1,550 12 0
M17 tungsten 900 6 4
1,100 6 444 e+
1,300 6 e b+
1,550 6 P
1,100 12 44
1,300 12 0
1,550 12 -
1.0 um gold 1,100 6 ++
1,300 6 +
1,550 6 4+
1,100 12
1,300 12
1,550 12
1.6 pm gold 900 6 4+
1,100 6 +H+ At
1,300 6 F+++ 4+
1,550 6 +++
1,100 12 ++
1,300 12 4+ ++
1,550 12 et +++
1,800 12 ++

1solating stable transformants could be determined in a frac-
tional factonal experiment as outlined in Table 4. Such an
experiment should be undertaken only if experimental quanti-
tation is relatively simple. A more practical approach would be
to vary those parameters which have the greatest effect on tran-
sient expression, in this case helium pressure and target level
In optimizing for stable transformation, the most severe
Biolistic condutions which are used should be the mildest con-
diions which produce a high levei of transient expression (e.g.,
helium pressure of 900 psi and target at level 2). Optimization
ol stable transformation should use lower helium pressures
and/or longer target distances than conditions for transient
expression (Also sec comments in the Discussion section.)
Since similar levels of GUS expression were obtained using
M17 tungsten and 1.6 pm gold microparticles, it may be
preferable to use gold microparticles for producing stable trans-
formants due to the demonstrated toxicity of tungsten in some
plant cells (Russell, et al., 1992b).

Table 2. Effect of gap distance or macrocarrier travel
(stopping screen) distance on GUS expression in
cauliflower tissue bombarded with pBI221®

a Burst pressure of rupture disk in psi.

b Approximate distance (in cm) from the stopping screen to the biological
sample. The biological target may be placed at one of four positions,
approximately 3 cm (level 1), 6 cm (level 2), 9 cm (level 3), or 12 cm
(level 4), below the stopping screen,

¢ The GUS Score is a semi-quantitative estimation of the level of GUS
expression in all nine cauliflower sections in a bombarded plate; each
score is the average obtained from three bombardments. Each cauliflower
section was given a low (0, +), intermediate (++, +++), or high (++++,
+++++) value based on the number and density of the blue spots which
were visible on the surface of the tissue (see Figure 2). The scores in each
column are from separate experiments.

The elfect of changing the gap width and macrocarrier travel
distance on GUS expression was assayed using optimal condi-
tions determined in the initial experiments (Table 2). At a tar-
get distance of 6 cm and bombardment pressures of either 900
or 1,300 psi, changing the gap width or macrocarrier travel
distance had very little effect on transient expression. These
experiments indicate that [or Biolistic transformation ol
cauliflower sections using the PDS-1000/He system, optimum
transient expression is obtained when the sample is placed at
level 2 (6 cm target distance) and bombarded at a helium pres-
sure of 900 psi with either M17 tungsten or 1.6 pm gold
microparticles

Stable transformants can not be isolated from cauliflower tissue
sections. However, these transient assays may be used as start-
ing conditions [or optimizing stable transformation. A rigor-
ous experiment for resolving the optimal conditions for

Stopping

Gap Screen GUs
Microparticles Pressure® Width®  Position® Score®
1.6 um gold 900 1/8" Middle +H+t+
1/4"” Middle ot

3/8"” Middle At

1,300 1/8" Middle A
1/4" Middle -+
3/8" Middle +++4+

M17 tungsten 900 1/4" Top +++
1/4” Middle 4+

1/4" Bottom ++++

1,300 1/4” Top +++
1/4" Middle +++++

1/4” Bottom et

a Burst pressure of rupture disk in psi.

b Distance between the rupture disk retaining cap and the macrocarrier
cover lid as measured with the PDS-100C/He gap tools.

¢ Location of the stopping screen support within the fixed nest. Top.
Middle, and Bottom refer to the stopping screen support above both
spacer rings, between the two spacer rings, and below bnth spacer rings,
respectively. Moving the stopping screen support through the three posi-
tions changes the macrocarrier flight distance from approximately 3 mm
(Top) to 8 mm (Middle) to 13 mm (Bottom).

d See Table 1, footnote ¢.

e All bombardments were performed with the tissue samples 6 cm from the
stopping screen,

Yeast

The effects of microparucle size, helium pressure, and target
distance on transformation of the uracil auxotroph S. cerevisiae
st 948 with the uracil-containing plasmid YEp352 are shown in
Table 3. The initial experiment (Table 3, Experiment 1) shows
that both M10 and M 17 tungsten microparticles are eflfective in
transforming S cerevisiae, that cells on level 2 are transformed
>500-fold more efficiently than cells on level 4, and that chang-
ing the helium pressure between 1,100 and 1,550 pst has very



hutle elfect on transtormaton elhiciency A second experiment
(Tabie 3, Expenment 2) confirmed these conclusions, and also
suggested that bombardment with M17 tuingsten microparu-
cles consistently produced more transformants than did bom-
bardment with M10 tungsten microparticles Results with
1O pm gold and 1.6 pm gold microparucles indicated that the
former were approximately equivalent to M10 tungsten
microparticles i transformaton efficiency. but that Larger gold
particles had a 100-fold lower transformaton rate than the
other three types of microparticles. This suggests that the
1 6 pm gold particles, the largest particles used i this expen
ment with an average diameter of 1.6 pm, probably destroy the
cells upon bombardment

Table 3. Effects of microparticle size, helium pressure,
and target distance on transformation of $. cerevisiae
with YEp352 DNA

Micro- Helium Target Colonies
Particles Pressure® Distance® Average‘ t St. Dev.

Experiment 1

M10 1,100 6 639 + 269
M10 1,300 6 876 + 400
MI10 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 8+ 3
MI10 1,550 12 Tk d
M17 1,100 12 2 &2
M17 1,300 12 T & 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
1.0umAu 1,100 6 1,096 + 107
1.0 um Au 1,300 6 792 + 131
1.0umAu 1,550 6 878 + 72
1.6 pm Au 900 6 S + 6
1.6 umAu 1,100 6 7 + 2
1.6 um Au 1,300 6 9 + 8

a Burst pressure of the rupture disk in psi

b Approximate distance (in cm) from the stopping screen to the Petn plate
containing the yeast

¢ *The number of transtormed colonies are the averages obtained on three
or four replicate dishes bombarded at each set of conditions

Subsequent expenments with S cerevisiae used a Iractuonal fac-
torial design to optuimize both gap distance and macrocarner
travel distance as a function of both helium pressure and target
distance In a fractional factonal experiment (Kempthorne,
1983) interactions between several factors are measured at

selected pomts. A staustical model 1s then used to predy;..
opumum conditons. An example of this type of experiment, in
which the macrocarrier travel distance was varied along with
the helium pressure and target distance, is shown in Table +
Analysis of the three variables indicates that the maximum
number of transformants is obtained with the sample at level 2
and the helium pressure between 900 and 1,500 psi The
macrocarnier travel dhistance had Intle effect on either increasing
or decreasing the transformanon efhciency. Similar results were
found when the gap width was varied as a function of the heli-
um pressure and target distance, neither increasing nor
decreasing the gap width affected the number of transformants
produced (results not shown) These results were [urther ver-
thed by changing either the gap width or the macrocarrier trav-
cl distance under condiions which were optimal for
transformation (M17 tungsten microparticles, target at level 2,
and helwm pressure of 1,100 psi). Again, there was no signil-
want ellect on the number of yeast translormants (results not
shown).

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
Position® Pressure® Distance® Average® + St. Dev.
Middle 900 6 459 * 54
Middle 900 12 5 E 9
Top 900 9 112 £ 31
Bottom 900 9 111 £ 21
Bottom 1,300 12 3N +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 B t 6
Top 1,800 9 Tt 2
Middle 1,800 6 228 + 93
Middle 1,800 12 21

a  Location of the stopping screen support within the fixed nest (see Table 2,
footnote c).

b Burst pressure of the rupture disk in psi.

¢ Approximate distance (in cm) from the stopping screen to the Pelri plate
containing the yeast.

d The number of transformed colonies are the averages obtained on three
or four replicate dishes bombarded at each set of conditions.

e All bombardments were performed using M17 tungsten microparticles.

Discussion

I'tansient expression of the GUS gene in cauliflower stem sec-
tions and stable transformation of a yeast ura auxotroph with
the wild type URA gene were used as model systems to identi-
fy those hombardment parameters which are important for
optimization of Biolistic transformation. The parameters and
their optimum conditions are summarized in Table 5 for both
systems. In bath cases, the most important parameter to opti-
mize is target distance; there is a significant decrease in expres-



sion +~hen the target level is changed from the opumum of 6
cm. This is apparent when caulillower sections are transformed
~with M17 tungsten microparucles (Table 1) and when yeast
are transformed with M10 and M17 wingsten or 1.0 pm gold
microparticles (Table 3). This reduced transformation efficien-
¢y 1s most hikely due to the lower velocity of the nicroparticles
at longer travel distances.

Table 5. Summary of optimum conditions for stable
transformation of S. cerevisiae and transient expres-
sion in cauliflower stem sections using the PDS-
1000/He system

Parameter Yeast Cauliflower

M17 or 1.6 um gold

Microcarrier M17 tungsten

Rupture disk-

macrocarrier gap 1/4" 1/4"
Macrocarrier

travel distance 8 mm 8 mm
Chamber vacuum 28 in Hg 28 in Hg
Helium pressure 900 psi 900 psi
Target distance 6 cm 6 cm

Microparticle size also has a significant effect on transforma-
tion efficiency, probably for different reasons, however. In the
case of cauliflower stem sections, when the optimum particle
accelerator parameters were used, the 1.6 pm gold and M17
tungsten (median diameter 1.1 um) microparticles produced
more GUS-expressing cells than did the smaller 1.0 pm gold
and M10 tungsten (median diameter 0.7 pm) microparticles
Furthermore, using the 1.6 pm gold microparticles, significant
GUS expression was obtained when the caulillower sections
were bombarded at level 4. This may be attributable to the larg-
er size of the 1.6 pm gold microparticles compared to the other
microparticles assayed; the velocity of the larger microparticles
is less alfected by the travel distance. On the other hand, in the
case of yeast transformation, using optimum particle accelera-
tor parameters, the M17 tungsten microparticles were slightly
better than the 1.0 pm gold and M10 tungsten microparticles
in producing ura” transformants. However, almost no trans-
formants were found when the 1.6 pm gold microparticles
were used. This effect is most likely the result of the larger
1.6 um gold microparticles causing significant damage to the
yeast cells (average diameter 6 pm) upon penetration. Because
of the heterologous size distribution of the tungsten micropar-
ticles. their biological effect is due to a subset of small diameter
microparticles.

The final parameter which should be verified in optimizing
Biolistic transformation is the helium pressure. While the [un-
gal and plant experiments reported here show that the range
over which opumum transformation occurs is quite broad
(there is little difference in transformation efficiency between
900 and 1,550 psi), this 1s not always the case. In other sys-
tems, such as the stable transformation of bactena (Smuth, et al |
1992) or plants (Russell, et al., 1992a), the optimum helium
pressure range is narrower. Because microparticle bombard-
ment will result in cell damage, the most gentle condivions
which give a high transformation elficiency should be used

I'his s parucularly true when transient gene assays are per-
formed as preliminary expeniments for determining conditions
to use i generaung stable transformants (see below).

The expenmental results obtained here indicate that two of the
parameters which can be varied on the PDS-1000/He instru-
ment, the gap distance and the macrocarrier travel distance,
may have lutle effect on the transformation efficiency. Varying
cither of these parameters and subsequently assaying their
clfect on yeast transformation (Table 2) or transient expression
in cauliflower (Table 4) failed to show a significant effect.
Fable 6 summanzes the effect of changing the particle acceler-
ator parameters on microparticle velocity and transformation
elliciency

Biohstic transiormanon of yeast and caulillower stem sections
has not been reported previously using the PDS-1000/He
mstrument. However, transformation of yeast and other plant
tissues has been reported using the gunpowder-driven PDS-
1000 unit. Armaleo. et al. (1990) described optimized biolog-
1cal parameters for yeast, and recommended using 1.1 pm
tungsten microparticles. Starting wath the biological conditions
reported by this group, we have optimized microparticle accel-
erator parameters for the helium-powered unit. In the case of
transient expression in plants, earlier work with the gunpow-
der unit (Klein, et al., 1988¢) had shown that high levels of
transient expression in maize could be achieved using 1.2 pm
tungsten microparticles, a target distance of 6 cm, and a cham-
ber vacuum of 28 inches Hg. These conditions formed the basis
for the starting conditions used in these assays, and, in fact, are
the optimal conditions which we found for transient expres-
sion in cauliflower stem sections. We recommend using a sim-
ilar strategy of starting with previously reported conditions
when optimizing parameters for other cell types of interest.

When extrapolating from transient to stable expression, it is
important to remember that the optimum transformation con-
ditions may be different in the two cases. For example, Biolistic
transformation may damage cells such that they score positive
in transient expression assays, but can not divide, and therefore
would not produce a stable transformant. As a result, condi-
tions which are found to be optimum for transient expression
may be too harsh to produce the maximum number of stable
transformants. Therefore, when optimal conditions for tran-
sient expression are known, it may be necessary to use more
gentle conditions to achieve maximum stable expression. The
transformation process may be made less harsh by reducing
the velocity of the microcarriers. This may be achieved by
reducing the helium pressure, the macrocairier travel distance,
and the size and number of microparticles, and/or by increas-
ing the target distance and the gap distance (Table 6). In addi-
tion, using smaller microparticles and reducing the chamber
vacuum may result in less tissue damage. Initial starting con-
ditions which may be used for the PDS-1000/He with various
types of biological systems are given in Table 7. These condi-
uons, though probably not optimal, may be used in any initial
experiments to assess optimal biological parameters (e.g.,
expression vector, cell type, etc.) prior to optimizing the con-
ditions descnibed here



Table 6. Particle accelerator parameters which affect
transformation with the PDS-1000/He

Theoretical Observed
Effect on Effect on
Parameter velocity transformation
Microparticle size Inc vel w/ inc size  Major®
Target distance Dec vel w/ inc dist  Major’
Vacuum Inc vel w/ inc vac  Major®

Helium pressure Inc vel w/ inc press Variable®
Gap distance Dec vel w/ inc dist  Minor

Macro. flight distance Inc vel w/inc dist  Minor

a  The effect on transformation is probably more dependent on the size of
the target cells than on the velocity of the microparticle.

b The smaller the particle, the more pronounced the effect.
¢ See Discussion section

Finally, the hehum pressures reported here are all based on the
raung of the rupture disk which was used in each bombard-
ment. The actual pressures at which the rupture disks burst
were monitored using the gauge on the PDS-1000/He in
approximately hall of the 500+ bombardments performed in
the course of these experiments. In all cases, the disks burst
within 100 psi of their rated pressure. In order to correctly mon-
itor the pressure at which the rupture disks burst, it is imponant
to set the helium pressure at the regulator valve 200 psi over
the pressure rating of the rupture disk being used. and to adjust

the helium metering valve so that the helium [low rate into the
)

gas aceeleration tube oceurs at a rate such that a 1,550 paivuy.
ture chsk will burstin 12 + 1 seconds Additionally, in all «:[ the
bombardments performed 1n this study, there was only oue
rupture cisk falure In order to obtain this low failure rate, 1t 15
very important to ughten the rupture disk retaining cap onto
the gas aceeleration tube as much as possible (the torque on the
cap should be between 40 and 50 in-Ib)

Conclusions

Stable expression in yeast and transient expression in cauliflow-
er ussue sections have been demonstrated using the PDS-
1000/He imstrument. Transformation elficiencies can be
maximized by optinmzing the microparticle size, target dis-
tance, and helium pressure. In both systems studied here, the
first two parameters are the most important. Little difference
i results was found using helum pressures between 900 and
1,550 psi. This report also shows that these conditions may be
optimized i one or two experiments; because of shot-to-shot
varability, 1t is important to perform at least three to five repli-
cates for each set of conditions. The optimum parameters
found for the yeast and caulillower systems assayed here are
summanzed in Table 6. When optimizing other systems, we
suggest 1o begin by using conditions given in Table 7, then
examine in order target distance, microparticle size and type,
and helium pressure

Biolistw s a regostered trademark of E 1. du Pont de Nemours & Co The
Brolistic technology 1s licensed 1o Bro-Rad Laboratones

Table 7. Suggested starting conditions for optimizing several types of biological systems using the PDS-1000/He

system”
Helium Target
Biological system Microcarrier® Vacuum® pressure® distance® References
Bacteria 0.8 um tungsten 29 1,100 6 cm Shark, et al., 1991
Smith, et al., 1992
Yeast 1.1 pm tungsten 28 1,100 6cm Armaleo, et al., 1990
This report
Algae 1.2 um tungsten 27 900 12cm K. Kindle, pers. comm.
Plant cells/tissues 1.2 pm tungsten 28 1,100 9cm Klein, et al., 1988c¢
Russell, et al., 1992a
Animal cell cultures 1.0 pm gold 15 2,000 9cm S. McElligott, pers. comm.
Subcellular organelles'
Macrocarrier 1.0 um tungsten 28 900 6cm Ye, et al., 1990
Gas entrainment 1.0 um tungsten 28 1,500 8 cm G.-N. Ye, pers. comm.

a In all cases, the rupture disk-macrocarrier gap distance was set at 1/4 inch
and the macrocarrier travel distan.e at 8 mm (one spacer ring above and
one below the stopping screen support). To optimize Biolistic transforma-
tion, begin with the paramcters given in Table 7 and test conditions both
above and below those listed in Table 7 and described in the Discussion
section. In all cases, the rost important parameters o examine are the
target distance, the microparticle size, and the helium pressure.

b Mean particle size of the tungsten and gold microcarriers (there is lot-to-
lot variation in the size of microcarriers, particularly with tungsten). The
M10 and M17 tungsten particles used in this study have a median size of
1.1 and 1.7 um, respectively,

¢ Chamber vacuum in inches Hg. Some cell types are more sensitive to
reduced atmospheric pressure. Il reduced cell viability from excessive vac-
uum is suspected, test this in a separate experiment.

d  Burst pressure of rupture disk in psi.

e Approximate distance from the stopping screen to the biological sample;
the four levels for the sample holder in the PD5-1000/He instrument cor-
respond to distances of approximately 3, 6, 9, and 12 cm.

f  Transformation of organelles may be accomplished by launching micropar-
ticles from a macrocarner as described in the PDS-1000/He instrument
manual. Ye, et al (1990) have also reported efficient results using gas
entrainment :



Appendices

The procedures described in Appendices 1 and 2 were devel-
oped by Sanford, et al. (1992).

Appendix 1. Microcarrier preparation

For 120 bombardments using 500 ug per bombardment

I Inal5mlmicrofuge tube, weigh out 60 mg of micropar-
ucles

Add 1 ml of 70% ethanol, [reshly prepared
Vortex on a platform vortexer lor 3-5 minutes

Incubate for 15 minutes.

Vo e

Pellet the microparticles by spinning for 5 seconds in a
microfuge.

=}

Remove the liquid and discard

Repeat the following steps three times

a. Add 1 mlof stenle water.

b. Vortex [or | minute.

c. Allow the particles to settle for 1 minute

d. Pellet the microparticles by spinning for 2 seconds in
a microfuge

e. Remove the liquid and discard.

8. Add sterile 50% glycerol to bring the microparticle con-
centration to 60 mg/ml (assume no loss during prepara-
tion).

9. Store the microparticles at room temperature for up to 2
weeks.

Appendix 2. Coating DNA onto microcarriers

The lollowing procedure is sufficient for six bombardments; if
fewer bombardments are needed, prepare enough microcarn-
ers for three bombardments by reducing all volumes by one-
hall. When removing aliquots of microcarriers, it is
important to vortex the tube containing the microcarriers
continuously in order to maximize uniform sampling.

1. Vortex the microcarriers prepared in 50% glycerol (60
mg/ml) for 5 minutes on a platform vortexer to resuspend
and disrupt agglomerated particles.

2. Remove 50 pl (3 mg) of microcarriers to a 1.5 ml
microfuge tube.

3. While vortexing vigorously, add in order:
5 ul DNA (1 pg/ul)
50 pl CaCl, (2.5 M)
20 pl spermidine (0.1 M)
4. Continue vortexing for 2-3 minutes.
Allow the microcarriers to settle for 1 minute

6. Pellet the microcarniers by spinning for 2 seconds in a
microfuge.

7. Remove the hquid and discard.
8. Add 140 pl of 70% ethanol without disturbing the pellet

10.

11

12.
13.

Remove the liquid and discard.

Add 140 ul of 100% ethanol without disturbing the pellet.
Remove the hiquid and discard.

Add 48 pl of 100% ethanol.

Gently resuspend the pellet by tapping the side of the tube
several times, and then by vortexing at low speed for 2-3
seconds.

Remove six 6 pl aliquots of microcarriers and transfer
them to the center of a macrocarrier. An effort is made to
remove equal amounts (500 pg) of microcarriers each
tume and 1o spread them evenly over the central 1 cm of
the macrocarrier using the pipette tip. Desiccate immedi-
ately.
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V. MATERIALES Y METODOS

contra IgG de raton o conejo (segln estuviesen dirigidos frente al anticuerpo anti-DXS! o anti-DXR

respectivamente) acoplados en ambos casos a particulas de oro de 15 nm (British Biocell) en dilucion 1/2°

5.-Lavados:
-3x5 min con tampdn TBS.
-4x5 min con H,0.

-Finalmente lavar abundantemente con H,O.

6.-Colocar la rejilla en una placa de Petri con papel secante. F- .mportante prestar atencion a la

orientacion, procurando que la muestra quede siempre hacia arriba.

SOLUCION de BLOQUEO: TAMPO TBS:

Se prepara resuspendiendo Albamina de b . [ 10 mM
Suero Bovina (BSA) al 1 % en TBS. No N1 150
b ol e I mM

Ajustar a pH=7,4 con NaOH.

V.4.5.4. Observacion de las muestras al mit ©scopio:

Se utilizaron las instalaciones de lg Unitat de Tecniques de M.E.T. de los Serveis Cientifico-Tecnics
de la Universitat de Barcelona. En cv.ulquier caso, las observaciones se efectuaron en un microscopio
electronico de transmision Hitachi w delo H 800 MT. Las imagenes obtenidas fueron captadas a través de
una camara digital acoplada al m’ .oscopio, utilizando la aplicacion informatica de adquisicion de iméagenes

Digital Micrograph version 3.3 . (Gatan Ltd.).

V.4.6. Biolistica sobre tejidos de Arabidopsis thaliana.

Con el propésito de estudiar la localizacion subcelular de las proteinas se ha combinado la capacidad
de los sistemas de microbombardeo para transformar células vegetales con ADN con las propiedades de la
proteina verde fluorescente (GFP) como delator en tejidos vegetales [271]. La visualizaciéon al microscopio

confocal de la fluorescencia emitida por la GFP refleja la localizacién de la misma.

Como tejido vegetal se han utilizado hojas de roseta de plantas de 4. thaliana de 2 a 3 semanas. El
protocolo seguido ha sido basicamente el descrito por el proveedor del sistema de biolistica, con adaptaciones

especificas destinadas al bombardeo de tejidos vegetales.

V.4.6.1. Descripcion de las construcciones utilizadas para los experimentos de microbombardeo.

Las construcciones utilizadas para los experimentos de biolistica fueron generadas a partir del vector
pGFP-MRC [240]. Este vector incorpora una region de policlonaje que permite fusionar traduccionalmente un
ADNCc concreto a una variante de la GFP (sGFP:S65T) mejorada para multiplicar la sefial fluorescente en

células vegetales [59]. Las construcciones resultantes codifican para las distintas proteinas quiméricas bajo el
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DXS y DXR de A. thaliana Carretero Paulet, L

control del promotor 355-CaMV. Para este trabajo, se disefiaron construcciones en las que la secuencia
codificante completa de los genes DXS/ y DXR se fusionaron traduccionalmente con el extremo N-terminal
de la proteina verde fluorescente GFP. En el caso de DXS2, la construccion era la resultante de la fusion
traduccional del dominio correspondiente al hipotético péptido de transito del extremo N-terminal,
concretamente hasta su posicion 45, con la GFP. En todos los casos el clonaje se efectué mediante reacciones
de PCR (ver apdo. V.5.4) que amplificaron los fragmentos deseados y en los que los oligonucleétidos
utilizados introducian los sitios de restriccion necesarios para su integracion en el vector de destino pGFP-
MRC [240]. La Tabla V.2 muestra los juegos de oligonucledtidos utilizados en cada caso, asi como los sitios
de restriccion empleados en el clonaje. La Figura I1.10 incluye una representacion esquemitica de las

construcciones empleadas en los experimentos de microbombardeo.

OLIGONUCLEOTIDO SITIOS DE RESTRICCION

5|

3I
DXS.SallA T7-21 Sall Sall
DXS2.NcolGFP DXS2.Sall3GFP-TP Ncol Sall

CONSTRUCCION

DXS1:GFP
DXS2.PT:GFP

DXR:GFP DXR.SallA T7-21 Sall Sall

Tabla V.2: Pares de oligonucledtidos empleados en la generacién de las construcciones de microbombardeo.
V.4.6.2. Protocolo de microbombardeo:

Material:

o Sistema Biorad PDS100/He-Particle Delivery System.
e  Cabina de flujo laminar.

o Vortex.

e Microparticulas de tungsteno M17, @ medio=1,1 pm.
*  Membranas de ruptura, membranas portad;)ras y rejillas de parada.
«  Etanol absoluto y al 70 %.

e Ghicerol 50 %.

e  ADN purificado.

. Espermidina 0,1 M.

= CaCl;2,5M.

Preparacion de microprovectiles:

1.-Pesar 30 mg de microparticulas de tungsteno en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.

2.-Anadir 1 ml de etanol al 70 %. Agitar vigorosamente al vortex durante unos 3-5 minutos,
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V. MATERIALES Y METODOS

3.-Incubacién 15 min a temperatura ambiente.

4.-Precipitar las microparticulas mediante un pulso de unos 5 seg en la microcentrifuga. Eliminar el

sobrenadante con la pipeta.

5.-Adicionar 1 ml de H,O estéril y agitar con el vortex 1 min. Dejar incubando las microparticulas |

min hasta que sedimenten. Finalmente repetir el pulso en la centrifuga y eliminar el sobrenadante con la

ayuda de la micropipeta.
6.-Repetir el paso anterior 2 veces mas.

7.-Agregar 0,5 ml de glicerol 50 % estéril (concentracion final=60 mg/ml). Conservar a —20 °C para

prevenir la oxidacion.

Precipitacion del ADN sobre los microprovectiles:

1.-Mantener las microparticulas preparadas segiin el paso anterior en una plataforma vértex. Es
conveniente dejarlas el tiempo suficiente (minimo 5 min) para poder resuspender y romper los aglomerados

de microparticulag.
2.-Pasar 10 pl de microparticulas (600 pg) a un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml.
3.- Manteniendo en agitacion el tubo anterior se afiaden:
-1-2 ng de ADN plasmidico.
-14 pl de solucion de precipitacion (10 pl de CaCl, 2,5 M: 4 pl espermidina 0,1 M).
4.-Mantener agitando en el vortex durante unos 5 min mas.
5.-Dejar 1 min sedimentando las microparticulas.

6.-Aplicar un pulso de centrifuga de 5 seg y eliminar el wbrenadante cuidadosamente con la ayuda

de la micropipeta.
7.-Lavar el precipitado sin levantarlo con etanol 70 %. Reirar el sobrenadante.
8.-Lavar el precipitado sin levantarlo con etanol 100 %. Lesechar el sobrenadante.

9.-Resuspender en 8 ul de etanol absoluto valiéndose dela micropipeta.

Microbombardeo:

El sistema de bombardeo utiliza la presion del helio aministrado por una bombona (dotada de un
manometro) para acelerar las microparticulas recubiertas de ADN e introducirlas directamente sobre las hojas

de Arabidopsis, transformandolas.

Los parametros del procedimiento de transfeccion fueon optimizados, y del modo en que se ilustra

en la Figura V.2, se refieren a:
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-Disco de ruptura (presion 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 mm
-Distancia membrana portadora-muestra a bombardear (C)=12 cm.
-Presion de helio en la bombona de suministro.

Figura V.2: Representacidn esquemitica del sistema de biolistica, antes y después de aplicar la presion de

Tubo de aceleracion del Helio

Disco de ruptura erered
Membrana portadora —— g

Rejilla
disparadora

Microproyectiles-ADN LRy

Células diana

helio.

Asimismo, hay que considenr los parametros bioldgicos relacionados con la muestra que se desea

bombardear, eleccion de células diana,etcétera.

Para evitar contaminaciones cen las construcciones entre un episodio y otro de bombardeo, conviene
esterilizar la zona de trabajo (cabina y:#imara de bombardeo) con etanol y lavar con agua. Lo mismo se hizo
con el material fungible utilizado en ¢xda bombardeo, manteniendo las membranas de ruptura, membranas
portadoras y rejillas de parada en eanol absoluto, y manejandolos siempre con pinzas. También se
esterilizaron y lavaron cuidadosamente as piezas metalicas y de plastico que sirven de soporte a aquellos

elementos. Una vez secado este materialsobre papel de filtro, se procede como sigue:

1.-Depositar los 8 pl de micromrticulas recubiertas de la muestra de ADN con la que se quiere

transformar sobre una membrana portadua ya seca.

2.-Mientras se espera a que el eaol se evapore, ajustar el regulador de la bombona de helio a una

presién de 1300 psi, unas 200 psi por en¢ma de la soportada por el disco de ruptura.

3.-Ajustar la membrana portado:icorrectamente orientada sobre el soporte metélico con la ayuda de

la pieza roja disefada al efecto.
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4.-Colocar una rejilla de parada en la plataforma. A continuacion, el soporte metilico con la

membrana portadora de modo que las microparticulas estén orientadas hacia la rejilla.
5.-Cerrar firmemente el montaje enroscando el cierre del soporte metalico.

6.-En este momento se esteriliza un disco de ruptura sumergiéndolo brevemente en etanol absoluto.

Se dispone rapidamente sobre el soporte correspondiente y se enrosca en el tubo de aceleracion del gas en el

extremo superior de la cdmara de bombardeo.

7.-Acto seguido colocar la plataforma con la membrana en el nivel 5. La camara posee 6 niveles, lo

cual permite adecuar la distancia entre los distintos elementos segiin conveniencia.

8.-Finalmente, disponer la plataforma con la muestra vegetal depositada en una placa de agar 0.8 %
en el nivel 2. Este soporte absorbera el impacto resultante del bombardeo y mantendra condiciones de

humedad para el tejido durante la incubacion posterior.
9.-En este momento cerrar la camara de bombardeo y encender la bomba de vacio.

10.-Conectar la camara de bombardeo y accionar el interruptor en la posicion de vacio (posicion

superior).

11.-La presién de vacio ira subiendo. En el momento en que llegue a 27-29 mm (0,06 atm) de Hg,

pasar el interruptor a la posicién inferior, en la que se mantendra la presién de vacio.

12 .-Pulsar rapidamente el interruptor de disparo. La presion de Helio indicada en el manémetro del
sistema se ira acumulando sobre el disco de ruptura hasta alcanzar el maximo soportado, momento en que
estallara, despidiendo un ruido sordo y bajando bruscamente la presion de Helio desde el maximo alcanzado

de 1100 psi hasta 0.

13.-Poner inmediatamente el interruptor en la posicion intermedia para permitir la liberacion del
vacio. Es conveniente realizar los pasos 11 a 13 lo mas velozmente posible a fin de reducir los danos que el

vacio 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 °C para que

tenga lugar la expresion de la construccion bombardeada.
15.-Descartar el disco de ruptura, 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 vacio el tiempo suficiente para permitir que se encienda el boton 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 manémetro cae a 0.

-Liberar finalmente el vacio.
V.4.6.3. Observacion de las muestras microbombardeadas.

Las muestras obtenidas tras el proceso de transformacion transitoria mediante el sistema de biolistica
fueron examinadas en el Servei de Microscopia Confocal de los Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat
de Barcelona. Las observaciones se realiéaron directamente utilizando un microscopio laser de escaner
confocal modelo Leica TCS 4D, o bien Olympus [X70. La fluorescencia verde correspondiente a las proteinas
de fusion con la GFP fue detectada a través de un filtro BP515-525 tras excitacion con luz azul a 488 nm de
longitud de onda, mientras que la autofluorescencia roja correspondiente a la clorofila se detectd usando un
filtro LP590, tras excitar mediante la emision con luz verde a 568 nm. Ocasionalmente, se efectué una
observacion 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 analisis de la superposicion de los dos tipos de imagenes obtenidas, asi como el tratamiento de las
mismas, fue efectuado mediante la aplicacion Corel Photo-Paint, integrada en el paquete informatico Corel-
Draw 9.

V.4.7. Deteccion de la actividad GUS.

V.4.7.1. Analisis histoquimico de la actividad GUS.

Las plantas transgénicas portadoras de construcciones resultantes de la fusiéon de la region 5’
flanqueante del gen a estudio con el gen wid4 (GUS) de E. coli permiten estudiar su patron de expresion a lo
largo de los distintos estadios de desarrollo, tejidos y condiciones de crecimiento analizados gracias a la
actividad S-glucuronidasa (GUS) codificada por dicho gen (apdo. V.4.1.1.). Para ello, se incuba la muestra
problema en presencia del sustrato 5-bromo-4-cloro-indolilglucurénido (X-Gluc). La actividad GUS hidroliza
este sustrato liberando una aglicona que al dimerizar adquiere una coloracién azul facilmente visualizable. La
dimerizacion a su vez vendra estimulada por el oxigeno atmosférico y puede incrementarse mediante agentes

catalizadores [141].

Los analisis se llevaron a cabo con al menos 6 lineas de plantas transgénicas transformadas con cada
una de las construcciones a analizar en la generacién T,. Se confirmé que las diferencias entre las distintas
lineas pertenecientes a una misma construccién eran unicamente de naturaleza cuantitativa, esto es ligeras
variaciones en la intensidad de tincién, y que cualitativamente el patrén de expresion espacio-temporal no
variaba de unas a otras. De este modo, se seleccion6 una de las lineas para cada construcciéon como
representativa. Sobre estos individuos se llevaron a cabo los experimentos definitivos, siguiendo la

metodologia que se detalla a continuacion:
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