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PROGRAMA

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA
INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR,
CELULAR, GENETICA Y BIOTECNOLOGIA

Jueves, 8 de mayo de 2014
Primera Sesion

8:30 Entrega de documentacién y colocacidn de pdsteres.

9:00 Inauguracion y Presentacidn de las Jornadas.
Excmo. y Mgfco. Sr. Rector D. José Manuel Roldan Nogueras.

9:15 Conferencia Inaugural: AGENCIA ANDALUZA DEL
CONOCIMIENTO: EVALUACION DE 1+D+l Y BECAS TALENTIA.
Soledad Rubio Bravo. Responsable del Area de Evaluacion de
1+D+1. Direccion de Evaluacion y Acreditacion. Agencia Andaluza
del Conocimiento.

Francisco Pérez Cutifio. Programa Becas Talentia. Agencia
Andaluza del Conocimiento.

Descanso/sesion de posteres.
MODERADORAS: Enriqueta Moyano Cafiete/Ana Maldonado Alconada

11:15 GRUPO BIO115: Biotecnologia de plantas superiores y algas
verdes. ANALISIS FUNCIONAL DEL METABOLISMO DE PURINAS Y
UREIDOS EN PLANTAS DE JUDIA. Josefa Mufioz Alamillo.

11:30 GRUPO AGR238: Biotecnologia vegetal. CEREALES PARA
COMBATIR LA INTOLERANCIA AL GLUTEN: SILENCIAMIENTO DE
GLIADINAS MEDIANTE RNAi Y DESARROLLO DE VARIEDADES DE
TRIGO APTAS PARA CELIACOS. Maria José Giménez Alvear.

11:45 GRUPO AGR146: Viticultura y enologia. PROTEOMICA Y
METABOLOMICA DE LEVADURAS ViNICAS. Jaime Moreno Garcia.

12:00 GRUPO AGR164: 1. Bioquimica y Protedmica Vegetal y
Agroforestal. DE LA INVESTIGACION BASICA A LA
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TRANSLACIONAL EN EL AREA AGROFORESTAL,
CARACTERIZACION DE BIODIVERSIDAD, = TRAZABILIDAD
ALIMENTARIA Y DETECCION DE ALERGENOS. Cristina Romero
Rodriguez.

GRUPO AGR164: 2. IDENTIFICACION DE PROTEINAS Y
ESTRUCTURAS DERIVADAS DE LA SUPERFICIE DE BACTERIAS
PATOGENAS GRAM-POSITIVAS CON FINES DE VACUNAS Y
DIAGNOSTICO. Manuel J. Rodriguez Ortega

MODERADORES: M€ Dolores Rolddn Ruiz/José Manuel Garcia
Ferndndez

12:35 Empresa MAGTEL: PRIORIDADES DE I[+D+l EN EL SECTOR
TERMOSOLAR. Francisco Lépez Banderas.

12:55 GRUPO BIO117: Metabolismo del nitrégeno microbiano.
BIORREMEDIACION DE RESIDUOS CIANURADOS DE LA
INDUSTRIA JOYERA POR LA BACTERIA ALCALOFILA Pseudomonas
pseudoalcaligenes CECT5344. Maria Isabel Ibafiez Garcia.

13:10 GRUPO BI0123: Asimilaciéon de nutrientes en Prochlorococcus,
cianobacteria clave en ecosistemas marinos. PAPEL DEL 2-
OXOGLUTARATO EN LA REGULACION DE LOS METABOLISMOS
DEL CARBONO Y NITROGENO EN PROCHLOROCOCCUS. Maria
Agustina Dominguez Martin.

13:25 Egresado 1: PAPEL DEL GEN alr4393 EN EL PROCESO DE
DIFERENCIACION DEL HETEROCISTO EN ANABAENA SP. PCC
7120. Antonio Lépez Lozano.

Descanso
Segunda Sesién
MODERADORES: Rafael Vdzquez Martinez/Juan José Garrido Pavdn

15:30 Empresa TIGENIX: ADULT MESENCHYMAL STEM CELLS: FROM
THE BENCH TO THE INDUSTRY. Olga de la Rosa Morales.

15:50 GRUPO TEP169: BIOSAHE (Biocombustibles y sistemas de
ahorro energético). REUTILIZACION DE RESIDUOS
AGROINDUSTRIALES MEDIANTE FERMENTACION PARA LA
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PRODUCCION DE BIODIESEL DE SEGUNDA GENERACION. David E.
Leiva Candia.

16:05 GRUPO FQM162: Quimica Organica-Biorefineria. PRODUCCION
ENZIMATICA DE UN NUEVO TIPO DE BIODIESEL QUE NO
PRODUCE GLICERINA COMO SUBPRODUCTO MEDIANTE LA
APLICACION DE DIFERENTES LIPASAS. Carlos Luna Duran.

16:20 GRUPO AGR248: Biotecnologia agroalimentaria. APLICACION DE
LAS NUEVAS PLATAFORMAS MULTINUCLEO EN
BIOINFORMATICA. Francisco José Esteban.

16:35 GRUPO AGR158: MERAGEM. Mejora de razas y genética
molecular. Genotoxicologia de alimentos. ENSAYOS IN VIVO E IN
VITRO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE BEBIDAS DE ALTO
CONSUMO. Angeles Alonso Moraga.

16:50 GRUPO CTS624: Neuroplasticidad y estrés oxidativo. EFECTO
NEUROPROTECTOR DE LA ESTIMULACION MAGNETICA
TRANSCRANEAL EN LA ENCEFALOMIELITIS AUTOINMUNE
EXPERIMENTAL EN LA RATA. Macarena Aguilar Luque.

17:05 GRUPO BIO202: Microbiologia agricola. LOCALIZACION
SUBCELULAR DE POTASIO Y SODIO EN LAS LEVADURAS
Saccharomyces cerevisiae Y Debaryomyces hansenii. José Ramos
Ruiz.

17:20 GRUPO BIO139: 2. Adipologia y Enfermedad Metabdlica.
NUEVOS MARCADORES CELULARES DE OBESIDAD Y
ENFERMEDAD METABOLICA. Natalia Moreno Castellanos.

Descanso/sesion de posteres.
Tercera Sesion
MODERADORES: Juan Jurado Carpio/Angel Llamas Azta

18:00 GRUPOS BIO151 y BIO187: Biomarcadores moleculares de
contaminacion ambiental y Biologia Molecular de los
mecanismos de respuesta a estrés. NUEVAS HERRAMIENTAS
MOLECULARES PARA LA IDENTIFICACION DE RESPUESTAS
BIOLOGICAS A LA CONTAMINACION AMBIENTAL. Noelia
Morales-Prieto, Ricardo Fernandez-Cisnal y Nieves Abril.
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18:20 GRUPO BI0128: Biologia molecular de la asimilacién de nitrato
en algas. GENOMICA FUNCIONAL DE LA ASIMILACION DE
NITROGENO Y PRODUCCION DE ENERGIA EN
CHLAMYDOMONAS. Aurora Galvan Cejudo.

18:35 GRUPO AGR231: Gendmica y mejora animal. ESTUDIO DE LA
INTERACCION SALMONELLA-HOSPEDADOR MEDIANTE
SECUENCIACION DEL TRANSCRIPTOMA (RNA-seq).
CARACTERIZACION DEL INTERACTOMA EN UN SISTEMA CELULAR
MODELO: EL NEUTROFILO. Sara Zaldivar Lépez.

18:50 GRUPO BI0272: Genética y trastornos del comportamiento.
CAENORHABDITIS ELEGANS, UN GUSANO PARA ESTUDIAR
TRASTORNOS DEL COMPORTAMIENTO EN HUMANOS.
APLICACIONES AL ESTUDIO DE LOS TRASTORNOS DEL ESPECTRO
AUTISTA. Jaime Osuna Luque.

Viernes, 9 de mayo de 2014
Cuarta Sesion
MODERADORAS: Carmen Alicia Padilla Pefia/Carmen M2 Michdn Dofia

09:00 GRUPO CTS985: REGMUS (Regeneracion muscular). ESTUDIOS
EXPERIMENTALES EN MEDICINA REPARATIVA DEL MUSCULO
ESQUELETICO. Fernando Leiva Cepas.

09:15 GRUPO BI0139: 1. Hormonas y Cancer. RESPUESTA DIFERENCIAL
IN VITRO A OCTREOTIDO Y PASIREOTIDO EN CULTIVOS
PRIMARIOS DE CELULAS HIPOFISARIAS NORMALES Y
TUMORALES EN HUMANOS. Raul Miguel Luque Huertas.

09:30 GRUPO BIO310: Balance energético y funcion reproductora.
INVESTIGACION TRASLACIONAL EN PUBERTAD, BALANCE
ENERGETICO Y FERTILIDAD. Manuel Tena-Sempere.

09:45 GRUPO BIO276: Biomembranas, antioxidantes y estrés
oxidativo. RESTRICCION CALORICA, BALANCE REDOX CELULAR Y
ENVEJECIMIENTO. José Manuel Villalba Montoro.
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10:00 GRUPO BIO216: Defensa antioxidante celular. EL EQUILIBRIO
REDOX CELULAR: DE LA LEVADURA A LOS TUMORES. Raul
Gonzalez Ojeda.

10:15 GRUPO BIO138: Genética molecular de la patogénesis flingica.
REVERTIENTES ESPONTANEOS DE F. OXYSPORUM PORTAN
DELECIONES Y DUPLICACIONES DE GRANDES SEGMENTOS
CROMOSOMICOS. Elena Pérez Nadales.

10:30 GRUPO BIO301: Mecanismos moleculares de mutagénesis y
reparacion de ADN. EPIGENETICA Y REPARACION DE ADN. Rafael
Rodriguez Ariza.

10:45 Egresado 2. TRANSPORTE DE MOLIBDENO EN EUCARIOTAS.
Manuel Tejada Jiménez.

11:05 Empresa CAMBRIX GENOMIX INSTITUTE: ISOGENES Y
VARIABILIDAD ALELICA EN EL DIAGNOSTICO GENETICO
HUMANO. José Redondo Nevado.

11:20 SEPA: GESTION DE RESIDUOS PELIGROSOS EN LOS
LABORATORIOS UNIVERSITARIOS DE BIOLOGIA MOLECULAR,
CELULAR, GENETICA Y BIOTECNOLOGIA. Antonio Gomera
Martinez.

Descanso.

12:15 Conferencia de Clausura: Maria Blasco Marhuenda. Directora del
Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO), Madrid.

13:15 Clausura de las Jornadas.
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Presentacion de las Jornadas

El Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad
de Cdérdoba organiza este afo las VI Jornadas de Divulgacién de la
Investigacion en Biologia Molecular, Celular, Genética y Biotecnologia
con el firme propédsito de animar y despertar vocaciones entre los
jovenes, fomentar y cristalizar colaboraciones entre los grupos, e iniciar
contactos y plasmar ideas con el sector empresarial.

En estas Jornadas, de dia y medio de duracién, participan
investigadores de los grupos de investigacidon de los Departamentos de
Bioquimica y Biologia Molecular, Biologia Celular, Fisiologia e
Inmunologia, Microbiologia, Genética, Botanica, Ecologia y Fisiologia
Vegetal, Quimica Orgdnica, Quimica Agricola y Edafologia, y Ciencias
Morfoldgicas, que se encuentran entre los mas activos de la UCO, asi
como grupos del Instituto de Agricultura Sostenible (IAS). Varios de
estos Departamentos participan en la docencia de los masteres
“Biotecnologia Molecular, Celular y Genética” e “Investigacion
Biomédica Translacional”, que gozan del reconocimiento de la Mencién
de Calidad y Hacia la Excelencia.

Los grupos participantes presentardn sus lineas de trabajo a
estudiantes de Licenciatura y Grado, investigadores, empresas vy
sociedad. En esta edicion participan dos doctores egresados que han
desarrollado exitosamente su actividad postdoctoral en Centros de
investigacion extranjeros de primer nivel. Contamos también con tres
empresas biotecnoldgicas, todo unos ejemplos de transferencia de
conocimiento, de cdmo los investigadores dan el salto del mundo de la
investigacion académica a la creacion y desarrollo de empresas
biotecnoldgicas, como una de las vias de busqueda de valor afiadido a
la investigacion.

La prestigiosa cientifica Maria Blasco Marhuenda, Directora del Centro
Nacional de Investigaciones Oncolégicas (CNIO), Madrid, nos honrara
con la conferencia de clausura.

Agradecemos a Soledad Rubio Bravo, Francisco Pérez Cutifio y Maria
Blasco Marhuenda su desinteresado esfuerzo por asistir a estas
Jornadas; a Francisco Lopez Banderas (Magtel), Olga de la Rosa
Morales (Tigenix), José Redondo Nevado (Cambrix Genomix Institute)
y a Antonio Gomera Martinez (Servicio de Proteccion Ambiental de la

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA
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UCO) su generosa disponibilidad. A la Universidad de Cérdoba, su
Magnifico Sr. Rector y su Vicerrector de politica cientifica, a la OTRI
de la UCO, y a la Fundacidn Torres Gutiérrez su apoyo y financiacién.
A cada uno de los investigadores de los grupos de investigacidn
participantes por su respuesta tan positiva, y a los postdoctores
egresados invitados por hacernos participes de sus trayectorias
cientificas.

El comité organizador

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA
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Sesion Primera
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Conferencia Inaugural

AGENCIA ANDALUZA DEL CONOCIMIENTO: EVALUACION DE
1+D+1'Y BECAS TALENTIA

Soledad Rubio Bravo y *Francisco Pérez Cutifio

'Responsable del Area de Evaluacion de I+D+l. Direccién de Evaluacion
y Acreditacion. Agencia Andaluza del Conocimiento.
2Programa Becas Talentia. Agencia Andaluza del Conocimiento.

La Agencia Andaluza del Conocimiento (AAC) se crea el 30 de abril de
2011 y en ella se integran la Agencia Andaluza de Evaluacién y
Acreditacion Universitaria (AGAE), el Centro de Innovacién vy
Transferencia de Tecnologia de Andalucia (CITAndalucia) y la Sociedad
para el Impulso del Talento (Talentia). La extinta AGAE, ahora llamada
Direccion de Evaluacién y Acreditacidn (DEVA), se ubica en Cérdoba (C/
Dofia Berenguela, s/n 32 planta Edificio Vial Norte) mientras
CITAndalucia y Talentia estdn ubicados en Sevilla (Calle Max Planck 3,
Edificio Iris 1. Isla de la Cartuja). La Agencia goza de personalidad
juridica y patrimonio propios y estda dotada de autonomia
administrativa y financiera para el cumplimiento de sus fines, asi como
para la gestién de su patrimonio y de los fondos que se la asignen.

A la Agencia le corresponden “las competencias de evaluacion vy
acreditacion de las actividades universitarias; y de fomento, gestion,
evaluacién y acreditacion de las actividades de investigacidn, desarrollo
e innovacidn entre los agentes del Sistema Andaluz del Conocimiento.
Le corresponde también prestar servicios para la tramitacion y
ejecucion de programas y actuaciones vinculadas a la formacién
avanzada, al fomento de la innovacién o a programas de formacién de
universitarios y universitarias en otras regiones y paises. Asimismo, le
corresponde el fomento de la innovacidn tecnolégica en Andalucia,
transfiriendo conocimiento a través de los Agentes del Conocimiento y
de la participacion de las empresas y de dichos Agentes en los
programas [+D+l de la Unién Europea”. La Agencia goza de
personalidad juridica y patrimonio propios y esta dotada de autonomia
administrativa y financiera para el cumplimiento de sus fines, asi como
para la gestién de su patrimonio y de los fondos que se la asignen.

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA
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A la DEVA le corresponde la evaluacién y acreditacién de las
instituciones universitarias y su profesorado asi como la evaluacién de
las actividades de formacion e investigacién, desarrollo e innovacidn de
los agentes del Sistema Andaluz del Conocimiento. La DEVA cumple,
como miembro de pleno derecho de diferentes asociaciones europeas
(ENQA, INQAAHE y EQAR), los requisitos de calidad establecidos por la
comunidad internacional y goza de independencia en el ejercicio de sus
funciones de direccidn, coordinacidn y gestidn de las siguientes dreas:
a) Area de Evaluacién y Acreditaciéon Universitaria y b) Area de
Evaluacién de Investigacion, Desarrollo e Innovacién (1+D+1).

En el ambito de las competencias de formacién avanzada, la Agencia se
ocupa de la gestion del programa Becas Talentia, destinado a la
realizacion de programas de postgrado en universidades extranjeras
del mdximo prestigio, tanto Master como Doctorado. De este
programa, lanzado en 2007, ya han sido beneficiarios unos 500 jovenes
andaluces.

Por otra parte, este afio la Agencia ha lanzado por primera vez un
programa de ayudas a la contratacion de personal investigador, para la
realizacion de proyectos de investigacién postdoctoral en un contexto
de movilidad internacional. Se trata del programa Talentia Postdoc.

En esta ponencia se presentaran las actividades del Area de Evaluacion
de 1+D+l de la DEVA y el programa de becas Talentia. Se proporcionara
una visién general de los distintos programas de incentivos a los
Agentes del Sistema Andaluz del Conocimiento financiados por Ia
Consejeria de Economia, Innovacién, Ciencia y Empleo (CEICE) de la
Junta de Andalucia, con especial énfasis en las oportunidades ofrecidas
a jovenes investigadores, asi como los procedimientos y criterios
utilizados para la evaluacidn de estos incentivos.

Enlaces de interés:

www.aac.es|,|http://deva.aac.es||www.becastalentia.com

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA
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DEPARTAMENTO E INSTITUCION

Departamento de Botdnica, Ecologia y Fisiologia Vegetal. Universidad
de Cérdoba

LINEAS DE INVESTIGACION

-Busqueda de los factores moleculares responsables de |Ia
diferenciacion metabdlica de las leguminosas en ureidicas y amidicas

-Obtencién de organismos fotosintéticos con mayores niveles de
tocoferoles (vitamina E)

-Caracterizaciéon de los tocoferoles y polifenoles del aceite de oliva y
aplicacion como parametro de calidad y autentificacion en la lucha
contra el fraude
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PUBLICACIONES MAS RELEVANTES

Cabello-Diaz JM, Quiles FA, Lambert R, Pineda M, Piedras P (2012)
Identification of a novel phosphatase with high affinity for nucleotides
monophosphate from common bean. Plant Physiol Biochem. 53:54-61.

Diaz-Leal JL, Galvez-Valdivieso G, Fernandez J, Pineda M, Alamillo JM (2012)
Developmental effects on ureide levels are mediated by tissue-specific
regulation of allantoinase in Phaseolus vulgaris L. J Exp Bot. 63: 4095-4106.

Galvez-Valdivieso G, Alamillo JM, Fernandez J, Pineda M (2013). Molecular
characterization of PVAS3, an asparagine synthetase gene from common bean
prevailing in developing organs. J Plant Phys. 170: 1484-1490.

Diaz-Leal JL, Torralbo F, Quiles F, Pineda M, Alamillo JM (2014) Molecular and
functional characterization of allantoate amidohydrolase from Phaseolus
vulgaris. Physiol Plant DOI: 10.1111/ppl.12157.

Coleto |, Pineda M, Rodifio AP, de Ron A, Alamillo JM (2014) Comparison of N,
fixation inhibition and ureide accumulation under water deficit in four
common bean genotypes of contrasting drought tolerance. Ann Bot. 113(6)
1071-1082.

PONENCIA

ANALISIS FUNCIONAL DEL METABOLISMO DE PURINAS Y UREIDOS EN
PLANTAS DE JUDIA

RESUMEN

En plantas de judia se produce la acumulacién de ureidos no solo a
expensas de la fijacidon simbidtica en los nddulos sino también a partir
del reciclaje de otras moléculas nitrogenadas, especialmente de
nucledtidos. Este reciclaje ocurre tanto durante situaciones de estrés
como en las fases iniciales y finales del desarrollo. Los cambios en la
expresion de los genes y de la actividad de las enzimas implicadas en su
metabolismo han permitido concluir que la sintesis de ureidos se
induce como parte de las respuestas a estrés y que su acumulacion no
es la causante de la inhibicién de la fijacién de nitrégeno en los
nodulos. Asimismo, el bloqueo de la expresiéon de la alantoato
amidohidrolasa mediante RNAi, demostré que la degradacién de
alantoato estd catalizada por una Unica via enzimatica, y que su
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inhibicion en condiciones de sequia no es la que produce la
acumulacién de ureidos.

INTRODUCCION

Una de las mayores ventajas que ofrecen las leguminosas, en el
contexto de una agricultura sostenible, es su capacidad para
aprovechar el nitrégeno atmosférico a través del proceso de fijacién
simbidtica, lo que permite limitar el uso de fertilizantes nitrogenados.
Las leguminosas exportan el nitrégeno fijado en los nédulos en forma
de amidas, asparragina (Asn) y glutamina (GIn), en las llamadas
leguminosas amidicas (como medicago, guisante y Lotus) o en forma
de los ureidos alantoina y alantoato en leguminosas ureidicas (como la
soja y la judia). En estas ultimas, los ureidos se producen en los nédulos
a partir de la oxidacidn de nucleétidos de purina que se sintetizan de
novo utilizando el nitrogeno recién fijado (Zrenner et al., 2006). Lo
sorprendente de este proceso es que, en condiciones de fijacién
simbidtica, los ureidos pueden llegar a constituir el 90-95% del
nitrogeno que se transporta por el xilema, mientras que en condiciones
de fertilizacidon con nitratos las plantas ureidicas se comportan igual
que las leguminosas amidicas y que el resto de las plantas y usan los
aminodcidos Asn y GIn como principales compuestos de transporte. A
pesar de la relevancia funcional de los ureidos, se desconocen las
razones fisioldgicas y los mecanismos que gobiernan la utilizaciéon de
una ruta compleja, como es la de la sintesis de purinas y su posterior
oxidacion hasta ureidos, en lugar de una mucho mas simple como la de
sintesis de amidas. Ademas, en los ultimos afnos se ha encontrado una
relacién directa entre la acumulacion de ureidos y la inhibicion de la
fijacién simbidtica del nitrégeno por estreses abidticos como la sequia
(King y Purcell, 2005), por lo que el andlisis de la regulacion de la
sintesis y degradacién de estos compuestos ha cobrado un interés adn
mayor.

El estudio de la regulacidn tanto de la sintesis como de la degradacion
de las purinas y de los ureidos en leguminosas ha sido la linea
prioritaria de trabajo del grupo BIO 115 durante los ultimos afios.

OBIJETIVOS

-Analizar la respuesta de diversos genes y enzimas del metabolismo de
purinas y ureidos a los cambios en las condiciones ambientales, al
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estrés hidrico y al estado de desarrollo de plantas de judia cultivadas
en condiciones de fijacion de nitrégeno o fertilizadas con nitrato.

-Estudiar las causas y la posible funcidon de la acumulaciéon de ureidos
gue ocurre en respuesta al estrés hidrico.

-Determinar la contribucion relativa de la sintesis de novo de purinas o
de las vias de reciclaje de acidos nucleicos a la concentracién final de
ureidos en plantas de judia.

RESULTADOS

Se ha demostrado que, en contra de lo que se creia, los ureidos que se
acumulan en plantas de judia sometidas a condiciones de sequia no
son los causantes de la inhibicidn de la fijacidon de nitrégeno que ocurre
en tales condiciones. En cambio, la induccion de la sintesis de estos
compuestos forma parte de los mecanismos de respuesta de la planta
al estrés hidrico (Alamillo et al., 2010). No obstante, usando lineas de
judia que difieren en la tolerancia a la sequia, hemos comprobado que
existe una correlacién entre el aumento de de la concentracion de
ureidos en las hojas y la sensibilidad al estrés de los nddulos.
Sorprendentemente, también hemos visto que, en esas condiciones,
los ureidos ya no proceden de la sintesis de novo de purinas en los
nddulos, sino que deben formarse a partir del reciclaje del nitrégeno
contenido en otras moléculas (Coleto et al., 2014; Gil-Quintana et al.,
2013).

Ademas, se ha comprobado que el metabolismo de purinas y ureidos
depende no solo de la fuente de nitrégeno sino también del estado de
desarrollo de las plantas y que, en las leguminosas ureidicas, se
alcanzan concentraciones significativas de estos compuestos no solo a
expensas de la fijacion de nitrégeno sino incluso en ausencia de
nodulos, especialmente en las fases iniciales y tardias del desarrollo
(Diaz-Leal et al 2012).

Como se ha mencionado antes, las plantas ureidicas como la judia
utilizan amidas, principalmente Asn, cuando su fuente de nitrégeno es
nitrato. En judia hay tres asparragina sintetasas encargadas de la
sintesis de este aminodcido. Recientemente se ha caracterizado la
tercera de ellas, que muestra un patrén de expresidon claramente
diferenciado de las otras dos isoenzimas, y que también se regula por
el estado de desarrollo de la planta (Galvez-Valdivieso et al., 2013).
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Se han estudiado varios de los pasos enzimaticos que conducen a la
degradacion completa de los ureidos para liberar el nitrégeno que
contienen. Se han clonado y se han estudiado los patrones de
expresiéon de los genes responsables de este proceso y, usando
silenciamiento por RNAi en raices transformadas de judia, hemos
demostrado que la degradacion del alantoato esta catalizada por la
alantoato amidohidrolasa (Diaz-Leal et al., 2014).

Puesto que los ureidos se originan de la oxidacién de las purinas, y
estas pueden proceder tanto de la sintesis de novo como del reciclaje
de nucledtidos 4cidos procedentes de acidos nucléicos, estamos
intentando esclarecer cudl es la contribucion relativa de cada uno de
estos procesos a la sintesis final de ureidos en plantas dependientes o
no de la fijacién simbidtica de nitrdgeno y en situaciones de estrés.
Para ello se esta llevando a cabo el analisis funcional de los genes y de
las isoenzimas que catalizan los primeros pasos de la via de sintesis de
las purinas, y de genes y enzimas que participan en las vias de
degradacion y reciclaje de nucledtidos.
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DEPARTAMENTO E INSTITUCION

Departamento de Mejora Genética Vegetal, Instituto de Agricultura
Sostenible (IAS), Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CSIC).
Grupo de Transformacién genética y genémica funcional

LINEAS DE INVESTIGACION

La linea de investigacién utiliza modernas tecnologias de Mejora
Vegetal, como la transformacion genética y ARN de interferencia
(ARNi) en estudios de genémica funcional y en el desarrollo de nuevas
variedades con alto valor afiadido.

Objetivos prioritarios son:

i) ampliar la base genética de los cultivos mediante la identificacion
y clonacidn de caracteres de interés agricola de especies silvestres y su
introgresion en especies cultivadas.

ii) avanzar en el conocimiento de las bases moleculares de la
toxicidad de las proteinas del gluten de cereales en relacién a la
enfermedad celiaca y otras intolerancias al gluten.

iii) identificacidn de epitopos con muy baja toxicidad en cereales en
relacién a la celiaquia y su introgresiénen especies cultivadas
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iv) desarrollo de nuevas variedades de cereales aptas para celiacos y
otros colectivos con intolerancia al gluten mediante técnicas clasicas y
moleculares.

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES

Javier Gil-Humanes, Fernando Pistdn, Rossana Altamirano-Fortoul, Ana Real,
Isabel Comino, Carolina Sousa, Cristina M. Rosell, Francisco Barro (2014).
Reduced-gliadin wheat bread: an alternative to the gluten-free diet for
consumers suffering gluten-related pathologies. PLoS One 9(3): e90898.
doi:10.1371/journal.pone.0090898.

Fernando Pistén, Javier Gil-Humanes and Francisco Barro (2013). Integration
of promoters, inverted repeat sequences and proteomic data into a model for
high silencing efficiency of coeliac disease related gliadins in bread wheat.
BMC Plant Biology, 13:136, d0i:10.1186/1471-2229-13-136

Javier Gil-Humanes, Fernando Piston, Stig Tollefsen, Ludvig M. Sollid, and
Francisco Barro. (2010). Effective shut down in the expression of celiac disease
related wheat gliadin T-cell epitopes by RNA interference. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America. 107(39) 17023-
17028. DOI: 10.1073/pnas.1007773107.

Elena Ledn, Racha Aouni, Fernando Piston, Marta Rodriguez-Quijano, Peter R.
Shewry, Antonio Martin and Francisco Barro. (2010). Stacking HMW-GS
transgenes in bread wheat: combining subunit 1Dy10 gives improved mixing
properties and dough functionality. Journal of cereal Science 51: 13-20.
doi:10.1016/j.jcs.2009.09.001.

Barro, F., Rooke, L., Bekes, F., Gras, P., Tatham, A.S., Fido, R., Lazzeri P.A.
Shewry, P.R., and Barcelo, P. (1997). Transformation of wheat with HMW
glutenin subunit genes results in improved functional properties. Nature
Biotechnology 15:1295-1299.

SERVICIOS OFERTADOS

1. Transformacion genética de cereales. En colaboraciéon o mediante
contratacién de servicios se oferta la produccion de plantas
transgénicas de trigo. El sistema de transformacion es
fundamentalmente biobalistica, aunque también se dispone de la
transformacion mediada por Agrobacterium.

2. Produccidn de plantas haploides de brasicas mediante cultivo de
microsporas.
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PONENCIA

CEREALES PARA COMBATIR LA INTOLERANCIA AL GLUTEN:
SILENCIAMIENTO DE GLIADINAS MEDIANTE RNAi Y DESARROLLO DE
VARIEDADES DE TRIGO APTAS PARA CELIACOS

INTRODUCCION

Las proteinas del gluten (gliadinas y gluteninas) son esenciales para la calidad
harino-panadera de trigo. El impacto negativo de estas proteinas sobre la
salud humana, en relacién a las alergias e intolerancias, es poco conocido. Tres
patologias estan asociadas con las proteinas del grano de trigo: i) alergia al
trigo, ii) enfermedad celiaca (EC), y iii) la sensibilidad al gluten no celiaca. Para
las tres, el Unico tratamiento efectivo es una dieta libre de gluten durante
toda la vida

La mayoria de los epitopos reconocidos por las células T intestinales de los
enfermos celiacos residen en las gliadinas (49,5% en a-, 38,9% en y-y 6,3 % en
w-gliadinas). La situacion ideal seria obtener variedades de trigo libres de
estas proteinas pero, dada su complejidad genética, las aproximaciones
clasicas de mejora son muy dificiles de aplicar. Sin embargo, existe variabilidad
en colecciones de trigo de diverso origen para la induccidn de reactividad de
clones de células T de pacientes EC, que podria ser aprovechada para obtener
lineas menos tdxicas. También existen diferencias en cuanto a la toxicidad
entre el trigo harinero y otras especies de trigo por lo que seria posible la
introgresidon de nuevas variantes de gliadinas mediante la incorporacién de
especies afines a programas de mejora para la obtencién de lineas
comerciales con baja toxicidad.

OBJETIVOS

Desarrollo de variedades de trigo aptas para celiacos y otros colectivos con
intolerancia al gluten, que puedan ser usadas para la elaboracidn de pan con
la calidad adecuada.

RESULTADOS

El grupo de Transformacién genética y gendmica funcional es pionero en la
utilizacion de técnicas del ARNi para la mejora de la calidad del grano
mediante el silenciamiento de genes relacionados con la EC, habiendo
obtenido lineas de trigo harinero con las y-gliadinas y con todas las gliadinas
silenciadas, estas ultimas de muy baja reactividad (Gil-Humanes y col, 2010).
Estos trabajos se han continuado con la introgresion del silenciamiento de
gliadinas en variedades comerciales, perfeccionamiento de nuevas
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construcciones Gil-Humanes y col, 2012), y desarrollo de modelos integrando
promotores, secuencias de silenciamiento y protedmica para un
silenciamiento eficiente de las gliadinas de trigo (Piston y col, 2013).

Puesto que diversos estudios muestran que la ingesta diaria de entre 10 y 50
mg de gluten pueden ser seguros para los celiacos (Catassi y col, hemos
elaborado panes con lineas de trigo con los tres grupos de gliadinas
fuertemente silenciados, y los hemos comparado con panes elaborados con
harina normal y pan de harina de arroz. Los panes han sido estudiados en
cuanto a sus propiedades organolépticas, nutricionales y inmunotdxicas. Los
panes de trigos silenciados mostraron propiedades sensoriales, aptitud para el
horneado, asi como de aceptacidn general, similares a los de la harina normal,
pero con hasta un 97 % menor contenido de gliadina (figura 1). Por otra parte,
la harina de los trigos con bajo contenido en gliadina ha mejorado las
propiedades nutricionales respecto al trigo control, ya su contenido de lisina
es significativamente mayor que el de la harina normal. Las estimaciones mas
conservadoras indican que los pacientes celiacos podrian consumir con
seguridad 67 gramos de pan de harina de estas lineas por dia (Gil-Humanes y
col, 2014). Aunque todavia se necesitan estudios adicionales, tales como los
ensayos de alimentacidn con pacientes con intolerancia al gluten, con el fin de
determinar si el producto puede o no ser consumido por la poblacion celiaca
general, asi como la cantidad tolerada real que puede ser ingerida con
seguridad, los resultados presentados aqui ofrecen una gran oportunidad para
mejorar la calidad de vida de millones de personas que sufren de intolerancia
al gluten en todo el mundo.

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA



A
B
Bread Bread Bread specific Width/
Line volume (ml) weight (g) volume (ml/g) Height ratio
BW208wt 1003 a 40.3 ab 249 a 14 b
D793 697 b 401 ab 174 b 1.5 ab
D&%4 737 b 401 ab 184 b 15 b
E82 72 b 40.2 ab 192 b 1.7 a
E33 773 b 400 ab 194 b i5b
BW2003wt 945 a 40.7 a 232 a 14 b
D874 700 b 405 a 173 b 15b
E93 75 b 406 a 189 b 1i5b
E140 718 b 408 a 176 b 15b
Rice 430 c 390 b 110 ¢ 14 b

33

Figura 1. Pan con contenido en gliadina reducido: propiedades fisicas. (A)
Panes y rebanadas del trigo control BW208, de la linea con bajo contenido en
gluten D793, y arroz. (B) Propiedades fisicas de los pnes elaborados con lineas
control, lineas con contenido en gliadinas disminuido, y arroz. De acuerdo al
test post-hoc HSD Tukey, no existen diferencias significativas entre lineas con

la misma letra (P,0.05).

doi:10.1371/journal.pone.0090898.g001
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Departamento de Quimica Agricola y Edafologia y Departamento de
Microbiologia. Campus de Excelencia Agro-Alimentario de Andalucia.
Universidad de Cérdoba.

LINEAS DE INVESTIGACION

1. Protedmica y metaboldmica de levaduras. Estudio de las
interacciones entre proteinas y metabolitos de levaduras en
condiciones de estrés caracteristicos de la fermentacién alcohdlica y
de la crianza bioldgica de los vinos.

2. Inmovilizacion de células de levaduras y aplicaciones. Bio-
inmovilizacion de levaduras seleccionadas para la elaboracion de
diferentes tipos de vinos y para la obtencién de bioetanol.

3. Elaboraciéon de vinos dulces. Tratamientos post-cosecha y pre-
fermentativos para elaborar diferentes tipos de vinos dulces.
Fermentaciones parciales con levaduras osmo-etanol-tolerantes y
enriquecimiento de los vinos en moléculas de accién antioxidante.

4. Caracterizacion y control de la crianza de vinos. Caracterizacién del
estado de crianza bioldgica de los vinos finos andaluces y estudio de
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los factores que influyen en ella: cepa de levadura, contenido en
oxigeno y aporte de la madera a la crianza.

5. Caracterizacion y aprovechamiento de subproductos de Ia
industria vitivinicola. Capacidad antioxidante de distintas fracciones
de las uvas y derivados, influencia de los tratamientos post-cosecha.
Aplicaciones al enriquecimiento de alimentos y bebidas en
moléculas con efecto beneficioso para el organismo humano.

6. Produccion de hidromiel con levaduras vinicas. Seleccion de
levaduras vinicas para la elaboracidon de hidromiel en base a su
cinética de fermentacién, rendimiento en etanol y caracteristicas
organolépticas.

7. Desarrollo de sensores electroquimicos para la deteccion y
cuantificacion de compuestos en mostos y vinos. En colaboraciéon
con el Grupo de Investigacion FQM-198. Construccion de sensores y
biosensores electroquimicos para determinacién de compuestos de
interés enoldgico, mediante nuevos materiales.

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES

Moreno-Garcia, J, Garcia-Martinez, T, Moreno, J, Millan, MC, Mauricio, JC
(2014) A proteomic and metabolomic approach for understanding the role of
the flor yeast mitochondria in the velum formation Int J Food Microbiol. 172:
21-29

Garcia-Martinez, T, Puig-Pujol, A, Peinado, RA, Moreno, J, Mauricio, JC (2012)
Potential use of wine yeast immobilized on Penicillium chrysogenum for
ethanol production J Chem Technol Biot. 87: 351-359

Moreno-Garcia, J, Raposo, RM, Moreno, J (2013) Biological aging status
characterization of sherry type wines using statistical and oenological criteria
Food Res Int. 54:285-292

Garcia-Martinez, T, Bellincontro, A, Lopez De Lerma-Extremera, MN, Peinado,
RA, Garcia-Mauricio, JC, Mencarelli, F, Moreno, J (2011) Discrimination of
sweet wines partially fermented by two osmo-ethanol-tolerant yeasts by gas
chromatographic analysis and electronic nose Food Chem. 127:1391-1396.

Garcia-Martinez, T, Peinado, RA, Moreno, JJ, Garcia-Garcia, |,Garcia-Mauricio,
JC (2011) Co-culture of Penicillium chrysogenum and Saccharomyces cerevisiae
leading to the immobilization of yeast J Chem Technol Biot. 86:912-817
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PONENCIA
PROTEOMICA Y METABOLOMICA DE LEVADURAS VINICAS.

RESUMEN

Protedmica y metabolémica son ciencias complejas que han
experimentado un notable desarrollo en las Gltimas décadas. Su interés
cientifico radica en el enorme numero de proteinas que son
compatibles con un mismo genoma y a que algunos cambios que
experimenta el proteoma no son codificados por el genoma y se deben
fundamentalmente a la edicion del ARNm y a modificaciones pos-
traduccionales. Los estudios del metaboloma despiertan actualmente
interés por su posicidn final en el diagrama de informacién bioldgica:
genotipo/genoma/transcriptoma/proteoma/metaboloma/fenotipo  y
porque sus cambios estan relacionados con niveles superiores del
sistema bioldgico y pueden usarse como indicadores para evaluar y
comprender los mecanismos moleculares de respuesta de los
microorganismos a factores de estrés ambiental. El uso de estas
ciencias en el estudio del comportamiento de levaduras fermentativas
de uso industrial en situaciones de estrés genera un conocimiento,
cuya aplicacién practica es la mejora de los procesos fermentativos y la
diversificacion de las bebidas obtenidas, y también la mejora del
rendimiento en los procesos de obtencion de bioetanol.

INTRODUCCION

Las levaduras fermentativas de interés enoldgico son seleccionadas
fundamentalmente por su rendimiento en etanol y su capacidad de aportar al
vino determinadas caracteristicas organolépticas valoradas positivamente por
los consumidores. El comportamiento de estas levaduras estd influido por
factores fisicos y quimicos impuestos por el medio de composicion cambiante
en que se desarrollan y que afecta a su viabilidad y productividad (Stanley et
al., 2010). Para mantener su supervivencia, los microorganismos desarrollan
un conjunto de respuestas al estrés provocado por los cambios en el medio
(Ding et al., 2009; Dinh et al., 2009) que afectan a su proteoma y metaboloma
y que se refleja en cambios en la composicidn y concentraciones del conjunto
de metabolitos excretados al medio.

La protedmica se diferencia de otras disciplinas dmicas por su complejidad, ya
gue el nimero de proteomas obtenidos a partir de un genoma especifico es
extenso, variable y dependiente de la cepa de levadura ensayada, ademas de
las condiciones del medio de cultivo. El estudio protedémico de los
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microorganismos esta justificado por la existencia de cambios en el proteoma
gue no estan codificados en el genoma debido fundamentalmente a la edicidn
del ARNm y a modificaciones postraduccionales (PTM). De acuerdo con
Rodriguez et al., (2012), la informacién que proporciona la protedmica de
levaduras vinicas no sélo es util para controlar la fermentacion y para
garantizar la calidad del vino obtenido, sino que ademas ofrece excelentes
perspectivas para la mejora de los procesos fermentativos y la diversificacion
en el futuro préximo.

Por otra parte, el notable desarrollo que los estudios metaboldmicos han
experimentado en las Ultimas décadas se justifica por la posicidn final que el
metaboloma ocupa en el diagrama de informacidn bioldgica: genotipo/
genoma/transcriptoma/proteoma/metaboloma/fenotipo. Los cambios en el
metaboloma estan relacionados con cambios producidos en los niveles
superiores del sistema bioldgico y pueden usarse como indicadores,
constituyendo una poderosa herramienta para evaluar y comprender los
mecanismos moleculares de respuesta de un microorganismo a factores de
estrés ambiental (Li et al., 2012) y a estimulos externos (van Ravenzwaay et
al., 2007).

Aunque hasta la actualidad se han realizado importantes progresos, aun es
necesario comprender plenamente el mecanismo de tolerancia al etanol y a
grandes concentraciones de azucares en levaduras de interés enoldgico.

La informacidn aportada por los estudios del proteoma y metaboloma ayudara
a mejorar los procesos de elaboracion de bebidas fermentadas, incidiendo
particularmente en su calidad y diversificacion (Li et al., 2012). También
mejorara los procesos fermentativos de diferentes sustratos procedentes de
subproductos o residuos de las industrias agro-alimentarias utilizados en la
obtencion de bioetanol, aumentando su rendimiento y reduciendo la
demanda de energia en la separacién posterior del etanol de la mezcla hidro-
alcohdlica que es el medio fermentado (Krause et al., 2007).

OBJETIVOS

Estudiar los cambios en el proteoma de levaduras provocados por elevadas
concentraciones de azucares fermentables y de etanol en el medio y
establecer relaciones con los metabolitos producidos, con el fin de mejorar los
procesos industriales.

RESULTADOS

Se ha estudiado el comportamiento de la levadura Saccharomyces cerevisiae
G1, en dos condiciones de estrés, simulando los procesos fermentativos y de
formaciéon de velo de flor y utilizando las técnicas de identificacion de
proteinas LTQ-Orbitrap XL MS y de analisis metabolémico GC-FID y SBSE-GC-
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MS. Esta levadura diauxica fué aislada en las fermentaciones y en el proceso
de crianza bioldgica de los vinos finos andaluces y seleccionada por su elevada
produccion de etanol y su capacidad de formar velo de flor.

Como se puede ver en el diagrama de Venn adjunto, se han identificado 361
proteinas en fermentacion y la mayoria estan relacionadas con la glucolisis y el
estrés osmotico. Otras 209 proteinas en condiciones
de formacion de velo, relacionadas con la respiracion

Proteinas

o . e .
mmm;"m y estrés oxidativo y 206 proteinas comunes a las dos

condiciones estudiadas, la mayoria implicadas en la
gluconeogénesis.

En la siguiente figura se muestra el diferente
comportamiento de la levadura de velo S. cerevisae
G1 en los dos medios ensayados que implica cambios
relevantes en algunos exometabolitos relacionados
con la calidad del vino. El uso

de bases de datos con Incr de )en litos
informacion sobre el aVelo
genoma y proteoma de , e Fermentacion
levaduras y de analisis

estadisticos avanzados

permite relacionar los
cambios observados en el
metaboloma con las
proteinas implicadas.

Mas informacidén sobre estos
aspectos puede encontrarse
en la publicaciédn de Moreno-
Garcia et al., (2014).
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1. Bioquimicay Biologia Molecular Vegetal y Agroforestal.

2. Protedmica (plantas, hongos fitopatégenos, levaduras).
Modificaciones postraduccionales, proteoma redox.

3. Transcriptémica, marcadores moleculares de DNA.

4. Aspectos moleculares relacionados con la variabilidad,
embriogénesis y respuesta a estreses bidticos y abidticos en
plantas.

5. Investigaciéon  traslacional: trazabilidad alimentaria vy
caracterizacién de alérgeno

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA


mailto:bf1jonoj@uco.es
mailto:bb3mogom@uco.es
mailto:mcrr_21@hotmail.com
mailto:q42gofer@uco.es
mailto:bb2vagaj@uco.es
mailto:bb2maala@uco.es
mailto:bb2reloi@uco.es
mailto:g82salur@uco.es

42

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES

Se incluyen aquellas publicaciones mas representativas publicadas en
el periodo 2012-2014.
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(Eds.). 2013. Plant Proteomics: Methods and Protocols, 2nd edition.
Methods in Molecular Biology, Vol. 1072, Humana Press, 786 p. ISBN
978-1-62703-630-6.

VALERO-GALVAN J., GONZALEZ-FERNANDEZ R., NAVARRO-CERRILLO
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Proteomic Analyses of Drought Stress Response in Holm Oak
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NOVO J.V. 2013 Application of Label-Free Shotgun nUPLC—-MSE and 2-
DE Approaches in the Study of Botrytis cinerea Mycelium. Journal of
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PONENCIA

DE LA INVESTIGACION BASICA A LA TRANSLACIONAL EN EL AREA
AGROFORESTAL, CARACTERIZACION DE BIODIVERSIDAD, TRAZABILIDAD
ALIMENTARIA Y DETECCION DE ALERGENOS

RESUMEN

En esta comunicacién se resume lo que ha sido la actividad
investigadora y produccion cientifica del Grupo de Investigacion
“Bioquimica y Protedmica Vegetal y Agroforestal” (AGR-164) durante el
periodo 2012-2014. Se presentan, ademds, nuevos proyectos que
pretenden ajustarse a los objetivos priorizados en este momento,
como son la investigacion translacional y biomédica, sin olvidar de que
la funcién primordial de la Universidad, mas alld de las lineas vy
metodologias, es la formacion de estudiantes de grado, madster y
doctorado.

INTRODUCCION

En nuestro grupo de trabajo una de las lineas es la protedmica vegetal
y agroforestal, siendo la encina la especie mds estudiada. La relevancia
de la investigacién forestal, en general, y de la encina, en particular, se
pone de manifiesto y queda reflejado en: i) la importancia de las
especies forestales en el secuestro del carbono, ciclo del agua,
proteccion del suelo y reserva de biodiversidad); ii) el incremento en
los programas de reforestacion; ii) la elaboracién de una normativa
especifica sobre la dehesa’. La conservacion de la dehesa es, en este
momento, un objetivo prioritario, entendido como forma de preservar,
desarrollar y revalorizar su riqueza econdmica, biolégica, ambiental,
social y cultural, por lo que se hace necesario promover su gestidon de
una manera integral y sostenible; todo ello a través de su estudio y el
desarrollo de nuevas estrategias y técnicas aplicadas al manejo vy
mantenimiento sostenible del sistema agroforestal.

El manejo y mantenimiento sostenible del sistema agroforestal
requerira la identificacién de rodales selectos y genotipos productivos y
adaptados a condiciones ambientales adversas, para lo que habra que

1“Ley 7/2010 para la Dehesa”, BOJA 144, 2010, de la Junta de Andalucia; Directiva
“Habitats”, 92/43/CEE.
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explotar la variabilidad natural existente en encina (tipica de especies
alégamas poco intervenidas por el hombre). Es necesario establecer y
consolidar una linea de investigacion sobre el estudio de la variabilidad
en encina y la seleccién de arboles “plus” que una técnicas de analisis
fenotipico y molecular con estudios de relaciones filogenéticas y de
dinamica poblacional.

Hemos iniciado nuevos proyectos que pretenden ajustarse a los
objetivos priorizados en este momento, como son la investigacién
translacional y biomédica, sin olvidar de que la funcién primordial de la
Universidad, mas alla de las lineas y metodologias, es la formacién de
estudiantes de grado, master y doctorado. La investigacion traslacional
en el drea agroalimentaria tiene como objetivo el uso de la
investigacion basica en la generacién de tecnologias innovadoras que
son cruciales para el crecimiento econdmico y agricola, contribuyendo
asi a satisfacer las necesidades de alimentos, fibra, combustible,
etc.[Jorrin-Novo and Valledor 2013). Este concepto estd muy bien
comprendido en el campo de la biomedicina, no asi en el darea
ambiental y agricola.

En concreto, pretendemos aplicar técnicas de uso rutinaria en
nuestro laboratorio (p.e. protedmica) a la trazabilidad alimentaria.
Segin el Comité de Seguridad Alimentaria de AECOC (Asociacion
Espafiola de Codificacion Comercial) “Se entiende trazabilidad como el
conjunto de aquellos procedimientos preestablecidos y autosuficientes
gue permiten conocer el histdrico, la ubicacidén y la trayectoria de un
producto o lote de productos a lo largo de la cadena de suministros en
un momento dado, a través de unas herramientas determinadas”.
Estos sistemas permiten el seguimiento y localizacién del producto a
través de la cadena de procesamiento del alimento y ademads en la
cadena comercial. La implantacion de este sistema implica la
incorporacién nuevas tecnologias, como la protedmica o gendmica,
gue permitan la deteccién y el registro de los datos relacionados al
proceso de produccién hasta que este llegue al consumidor. La
implantacion del sistema de trazabilidad sirve ademads para localizar un
producto inseguro de forma rapida y eficaz para evitar que llegue al
consumidor; ademds permite evitar fraudes relacionados a la
autenticidad de un alimento.
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Por ultimo, abordamos la caracterizacidon de alérgenos presentes en
muestras de polen de distintos especies alergdgenas entre las que se
incluyen el olivo, pino, encina y gramineas; y en muestras de aire
colectadas en distintos meses del afio. Mediante el uso de la
protedmica se pretende identificar proteinas alergénicas
correspondientes a las distintas especies mencionadas ademads de las
gue estan descritas, y ademas identificar las proteinas que permanecen
en las muestras de aire durante los picos de casos de alergia.

OBIJETIVOS

1. Estudio de la variabilidad mediante marcadores moleculares:
Proteotipado y genotipado de poblaciones.

2. Protedmica de polen de distintas especies alergdgenas y de
muestras de aire.

3. Andlisis protedmico de alimentos.
RESULTADOS

Se han llevado a cabo estudios de variabilidad en poblaciones de
encinas mediante andlisis morfométrico, NIRS (contenido en proteinas,

almidon, lipidos y acidos grasos){Valero Galvan, Jorrin Novo et al.

2012), y protedmico de bellotas y polen[Valero Galvan, Valledor et al.

2011]|Valero Galvén, Valledor et al. 2012). Los resultados permitieron

agrupar poblaciones de acuerdo a su localizaciéon latitudinal vy
actitudinal. La variabilidad en el perfil proteico de semillas y polen fue
inferior al encontrado en hojas (Jorge et al., 2005, 2006, Echevarria-
Zomefio et al., 2009), cuyo andlisis no permitié discriminar claramente
entre poblaciones. Esto es debido al caracter dindmico del proteoma,
como fenotipo molecular, y, por lo tanto, a la influencia del ambiente.

Teniendo en cuenta las limitaciones de la aproximacion de protedmica,
se planted, en paralelo, el andlisis de la variabilidad utilizando técnicas
de marcadores moleculares de DNA. En relacion a este punto, se
optimizo, para Quercus métodos de extraccion y analisis de DNA y RNA
(Echevarria Zomefio, 2011; Echevarria Zomefio et al., 2012). El tipo de
marcador molecular mas utilizado para los analisis genéticos o analisis
de “huella genética” son los microsatélites o SSR (short sequence
repeat). Dicha estrategia ha sido utilizada por nuestro grupo, aunque
para un numero reducido de poblaciones, el polimorfismo de los SSR
nucleares no ha permitido realizar una agrupacién con respecto a las
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procedencias de las poblaciones analizadas. En cambio los datos
obtenidos de diversas regiones polimdrficas en el genoma haploide del
cloroplasto carente de recombinacién y con herencia uniparental
paterna, nos permitié agrupar las poblaciones segun su procedencia
geografica y podria afirmar las hipdtesis de migraciones de poblaciones
de encina propuestas por Lumaret [Lumaret, Mir et al. 2002).

En el ambito de la investigacidn translacional, se estdn poniendo a
punto técnicas de protedmica basadas en espectrometria de masas e
inmunolégicas (ELISA, western) para el andlisis de alérgenos en
muestras de polen y aire, y para el analisis simultdneo de DNA, RNA y
proteinas en aceite y alimentos infantiles.

El grupo de investigacion continla o ha iniciado recientemente
colaboraciones con otros grupos de nuestro departamento (Prof.
Manuel Rodriguez, Prof. Gabriel Dorado), Universidad (Prof. Rafael
Navarro; Prof. Carmen Galdn, Prof. Ricardo Fernandez), otras
Universidades Espafiolas (Dr. Luis Valledor) y Extranjeras (Dr. Christof
Lenz, Universidad de Gottingen, Prof. Luz M Melgarejo, Universidad
Nacional de Colombia, Prof. Francisco Cabello, Universidad de Rennes,
Dr. Gabriel Donoso, INIA Chile).
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DEPARTAMENTO E INSTITUCION

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de
Cérdoba; Seccién de Enfermedades Infecciosas Pediatricas e
Inmunopatologia, Hospital Universitario Infantil Virgen del Rocio,
Sevilla.

LINEAS DE INVESTIGACION

1. Identificacién mediante protedmica de proteinas antigénicas de
superficie de bacterias Gram-positivas patégenas con fines
vacunales y de diagnéstico.

2. Caracterizacién de vesiculas de membrana derivadas de |Ia
superficie de bacterias patdgenas y su funcién en la interaccidon
patégeno-hospedador.

3. Caracterizacion de nuevas moléculas con actividad antimicrobiana y
estudio de los mecanismos de accidn.

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES

Rodriguez-Ortega MJ, Norais N, Bensi G, Liberatori S, Capo S, Mora M, Scarselli
M, Doro F, Ferrari G, Garaguso |, Maggi T, Neumann A, Covre A, Telford JL,
Grandi G (2006). “Characterization and identification of vaccine candidate
proteins through analysis of group A Streptococcus surface proteome”. Nature
Biotechnology, 24(2): 191-197.
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Olaya-Abril A, Gémez-Gascon L, Jiménez-Munguia |, Obando |, Rodriguez-
Ortega MJ (2012). “Another turn of the screw of shaving Gram-positive
bacteria: optimization of proteomics surface identification in Streptococcus
pneumoniae” . Journal of Proteomics, 75 (12): 3733-3746.

GOmez-Gascon L, Luque [, Olaya-Abril A, Jiménez-Munguia |, Orbegozo-
Medina RA, Peralbo E, Tarradas C, Rodriguez-Ortega MJ (2012). “Exploring the
pan-surfome of Streptococcus suis: looking for common protein antigens”.
Journal of Proteomics, 75 (18): 5654-5666.

Olaya-Abril A, Jiménez-Munguia |, Gomez-Gascon L, Obando |, Rodriguez-
Ortega MJ (2013). “Identification of potential new protein vaccine candidates
through pan-surfomic analysis of pneumococcal clinical isolates from adults”.
PLoS One Jul 23;8(7):e70365.

Olaya-Abril A, Prados-Rosales R, McConnell MJ, Martin-Pefia R, Gonzalez-
Reyes JA, Jiménez-Munguia |, Gdmez-Gascdn L, Fernandez J, Luque-Garcia JL,
Garcia-Lidén C, Estévez H, Pachdn J, Obando I, Casadevall A, Pirofski LA,
Rodriguez-Ortega MJ (2014). “Characterization of protective extracellular
membrane-derived vesicles produced by Streptococcus pneumoniae”. Journal
of Proteomics, en prensa.
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PONENCIA

IDENTIFICACION DE PROTEINAS Y ESTRUCTURAS DERIVADAS DE LA
SUPERFICIE DE BACTERIAS PATOGENAS GRAM-POSITIVAS CON FINES
DE VACUNAS Y DIAGNOSTICO

RESUMEN

Las proteinas de superficie bacteriana desempefian un papel fundamental en
la interaccién entre célula y ambiente. Constituyen un grupo diverso de
moléculas con importantes funciones. Ademads, son dianas potenciales de
farmacos, asi como de vacunas, ya que son las moléculas que tienen mayor
probabilidad de ser reconocidas por los elementos del sistema inmune. Por
otro lado, pueden ser la base para el desarrollo de nuevas y mas eficaces
herramientas de diagndstico de infeccién temprana en pacientes, basadas en
el empleo de sueros de personas infectadas. Nuestro grupo de investigacion
tiene como lineas principales de trabajo la identificacion en bacterias
patégenas Gram-positivas de los géneros Streptococcus y Staphylococcus,
mediante estrategias protedmicas, de aquellas proteinas de superficie mas
prometedoras que cumplan los requisitos para el desarrollo de nuevas
vacunas y herramientas de diagndstico (o sea, expuestas en superficie,
inmunogénicas y comunes a los serotipos mas prevalentes y virulentos).
Ademas, estudiamos el papel de las vesiculas de membrana que estos
organismos producen en la interaccion patégeno-hospedador.

INTRODUCCION

Las proteinas de superficie bacteriana desempefian un papel fundamental en
la interaccién entre célula y ambiente {Navarre, 1999 #11}. Estan implicadas
en la adhesidn e invasidn a las células hospedadoras, sefalizacion, defensa,
toxicidad, etc. Por tanto, son dianas potenciales de medicamentos dirigidos a
prevenir infecciones y enfermedades bacterianas {Janulczyk, 2001 #7;
Zagursky, 2003 #8}. Aun mas, ya que las proteinas de superficie pueden
interactuar con el sistema inmune, pueden convertirse en componentes de
vacunas eficaces {Rappuoli, 2003 #10}. Muchos microbios producen ademas
vesiculas de membrana que liberan al exterior, con fines tanto de defensa
como de ataque a los organismos a los que infectan. Sélo recientemente han
empezado a describirse estas estructuras en bacterias Gram-positivas.

En los ultimos afios, ha crecido mucho la preocupacion debido al gran
aumento de las infecciones por bacterias Gram-positivas de los géneros
Streptococcus y Staphylococcus, debido a la creciente resistencia a los
antibidticos convencionales. Por tanto, se requieren nuevas armas para poder
luchar contra las infecciones causadas por estos microorganismos, cuyas
frecuencias estan incrementandose en los paises desarrollados. Asimismo, se
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requieren técnicas de diagndstico temprano mas eficaces que las existentes, y
que puedan servir ademas para monitorizar poblaciones en programas de
vigilancia epidemiolégica. Los mejores candidatos para nuevas vacunas y
moléculas diagndsticas son las proteinas de superficie. En nuestro grupo,
aplicamos técnicas protedmicas para identificarlas, principalmente aquella
basada en el “pelado” de bacterias vivas con proteasas y el posterior analisis
de los péptidos resultantes mediante cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de masas en tandem.

OBIJETIVOS

1. Identificar mediante protedmica un conjunto de proteinas de las especies
de trabajo que puedan ser usadas con fines vacunales y de diagndstico.

2. Ensayar la capacidad de proteccion de dichas proteinas en modelos
animales.

3. Desarrollar chips de proteinas que puedan usarse como herramientas de
diagndstico de infeccidn.

4. Estudiar el papel de las vesiculas de membrana en la interaccion patdgeno-
hospedador.

RESULTADOS

La estrategia del “pelado” de células bacterianas vivas con proteasas,
originalmente descrita en el patoégeno Streptococcus pyogenes (Rodriguez-
Ortega 2006), ha sido aplicada en tres bacterias con las que trabajamos:
Streptococcus suis, Streptococcus pneumoniae (neumococo) y Staphylococcus
aureus. En todos los casos, tras la optimizacién del protocolo para cada
especie, hemos analizado sendas colecciones de aislados clinicos para
determinar el “pansurfoma” o conjunto de proteinas de superficie, con el fin
de encontrar nuevos candidatos para vacunas y diagndstico. En S. suis, hemos
encontrado una proteina protectora en ratones (Mandanici 2010), y otra
cuyos resultados en cerdos han sido menos satisfactorios (Gomez-Gascon
2012). En neumococo, tras una optimizacion inicial mas compleja, debido al
fendmeno de autolisis que experimenta (Olaya-Abril 2012), hemos
determinado potenciales candidatos proteicos en colecciones de aislados
clinicos de adultos (Olaya-Abril 2013) y nifios (resultados atun no publicados),
pero los ensayos de proteccién ain no han dado resultados concluyentes. Los
analisis en S. aureus son aun algo preliminares. Por otra parte, hemos descrito
por primera vez la produccidon de vesiculas extracelulares derivadas de
membrana en neumococo, cuyo mecanismo de biogénesis queremos
comprender. Hemos obtenido una alta tasa de proteccién en ratones
inmunizados con dichas vesiculas (Olaya-Abril 2014), y hemos estudiado el
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efecto de las mismas sobre el sistema inmune, viendo que inducen la
produccion de citoquinas proinflamatorias y la muerte por apoptosis de
macrdéfagos (resultados aun no publicados).
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Ponencia empresa

MAGTEL (MAGTEL OPERACIONES)

COMPONENTES:
RESPONSABLE: L6pez Banderas, Francisco................. flopez@magtel.es

DEPARTAMENTO E INSTITUCION

Departamento de |+D+i

LINEAS DE INVESTIGACION

Disefio 6ptimo de plantas basadas en la hibridacion de fuentes renovables de
la energia.

Prediccion, control y automatizacion: Nowcasting y Forecasting.

Gestionabilidad de la planta: estabilidad la produccion mediante las
soluciones técnicas en almacenamiento, hibridacién y GDV.

Mantenimiento de centrales: Calibracion y limpieza. Técnicas y procesos clave
para reducir el riesgo de degradacidn del HTF y de los equipos.

Optimizacion de la operacion: transitorios, refinado de tiempos de arranque
y paradas para maximizar la produccion de la planta.

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES

Solar Parabolic Trough — Biomass Hybrid Plants: a costefficient

concept suitable for places in low irradiation conditions. 17th International
SolarPACES Symposium on Solar Thermal Concentrating Technologies, Sept
2010.

Concept design of an optimized thermosolar-biomass hybridization plant
based on the COEL values. SolarPACES Symposium on Solar Thermal
Concentrating Technologies, Sept 2011.

Solar Parabolic Through - Biomass Hybrid Plants: Features and Drawbacks.
SolarPACES Symposium on Solar Thermal Concentrating Technologies, 2012.

Thermal Design and Optimization. Symposium on Solar Thermal Concentrating
Technologies. CSP Today, Nov 2013.
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Tower & CCP: reducing LCOE. Dossier on Solar Thermal Concentrating
Technologies. CSP Today Eng., Jun 2013.

PONENCIA
PRIORIDADES DE 1+D+l EN EL SECTOR TERMOSOLAR

RESUMEN

Aspectos claves sobre las lineas de investigacidn y desarrollo tecnolégico en el
sector de la solar termoeléctrica y diversas técnicas innovadores de
mantenimiento predictivo, asi como las posibilidades en hibridacién con
biomasa de esta tecnologia

INTRODUCCION

La potencia termosolar instalada actualmente en Espafia asciende a 382 MW.
En 2013, con las 60 plantas finalizadas, se alcanzaran los 2.500 MW, y en 2020,
las previsiones apuntan a que alcanzard los 10.000 MW.

OBIJETIVOS

* Descubrir los fundamentos de las técnicas y equipos empleados en el
disefio de sistemas de aprovechamiento térmico de alta temperatura

* Adquirir nociones basicas que permitan abordar convenientemente
problemas relacionados con los procesos de generacién eléctrica termosolar.

* Capacitar desde el punto de vista técnico, organizativo y de gestion para
la elaboracion de proyectos de generacidn eléctrica de origen termosolar.

* Integracion de dos de las principales fuentes de energia de origen
renovable hacia la accién generadora de electricidad. Hibridacidn sol-biomasa.

RESULTADOS

A partir de las investigaciones realizadas hemos podido comprobar que la
hibridaciéon de las centrales solares termoeléctricas con biomasa permitiria
mejorar su rendimiento, disminuir su coste de generacién y disminuir su
impacto medioambiental por una menor superficie ocupada por MWh
producido.

De esta manera, hemos podido llegar a la conclusién de que los conceptos de
rendimiento, coste de generacion e impacto medioambiental estan
directamente relacionados, de manera que cuanto mayor rendimiento tenga
una central de produccidon de energia eléctrica a partir de una fuente
renovable de energia, tendrd asociado un menor coste de generacion y
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ademas tendrd un menor impacto medioambiental asociado vy, por lo tanto,
sera mas sostenible. El objetivo final es demostrar, mediante la instalacion de
una planta piloto de demostracion, la viabilidad técnica y econdmica de un
nuevo concepto de planta hibrida solar — gasificacién de la biomasa.

Gracias también a nuestra labor investigadora acerca de esta tecnologia, se ha
adquirido un conocimiento sobre problemas asociados a las condiciones de
trabajo en planta, que requieren de una solucion eficaz.

REFERENCIAS
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Symposium on Solar Thermal Concentrating Technologies, Sept 2010.

Concept design of an optimized thermosolar-biomass hybridization plant
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Solar Parabolic Through - Biomass Hybrid Plants: Features and Drawbacks.
SolarPACES Symposium on Solar Thermal Concentrating Technologies, 2012.

Thermal Design and Optimization. Symposium on Solar Thermal Concentrating
Technologies. CSP Today, Nov 2013.

Tower & CCP: reducing LCOE. Dossier on Solar Thermal Concentrating
Technologies. CSP Today Eng., Jun 2013.

Sostenibilidad energética - Agenda 2013. Revista Economia Industrial. Jun
2013. Pag. 47-48.
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DEPARTAMENTO E INSTITUCION

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular. Universidad de Cérdoba.

LINEAS DE INVESTIGACION

Biodegradacion bacteriana de residuos cianurados y otros contaminantes
nitrogenados.

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES

Luque-Almagro VM, Lyall VJ, Ferguson SJ, Roldan MD, Richardson DJ, Gates AJ.
(2013). Nitrogen oxyanion-dependent dissociation of a two-component
complex that regulates bacterial nitrate assimilation. J. Biol. Chem. 288:29692-
296702.

Luque-Almagro VM, Acera F, Igefio MI, Wibberg D, Roldan MD, Sdez LP et al.,
(2013). Draft whole genome sequence of the cyanide-degrading bacterium
Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344. Environ. Microbiol. 15:253-70.

Estepa J, Luque-Almagro VM, Manso |, Escribano MP, Martinez-Luque M,
Castillo F, Moreno-Vivian C, Roldan MD (2012). The nitlC gene cluster of
Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 involved in assimilation of nitriles
is essential for growth on cyanide. Environ. Microbiol. Rep. 4:326-334.

Huertas MJ, Sdez LP, Roldan MD, Luque-Almagro VM, Martinez-Luque M,
Blasco R, Castillo F, Moreno-Vivian C, Garcia-Garcia | (2010). Alkaline cyanide
degradation by Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 in a batch reactor.
Influence of pH. J. Hazard. Mater. 179:72-78.
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Roldan MD, Pérez-Reinado E, Castillo F, Moreno-Vivian C (2008). Reduction of
polynitroaromatic compounds: the bacterial nitroreductases. FEMS Microbiol.
Rev. 32:474-500.

PONENCIA

BIORREMEDIACION DE RESIDUOS CIANURADOS DE LA INDUSTRIA
JOYERA POR LA BACTERIA  ALCALOFILA  Pseudomonas
pseudoalcaligenes CECT5334.

Ibafiez MI, Sdez L, Luque-Almagro VM, Castillo F, Moreno-Vividan C,
Roldan MD

RESUMEN

El cianuro es un compuesto tdxico que genera graves problemas de
contaminacién como debido a su utilizaciéon en un gran nimero de industrias,
principalmente la minera y la joyera. Las formas mas tdxicas en las que se
puede encontrar el cianuro son el acido cianhidrico (HCN) y el ién cianuro
(CN"). La degradaciéon bioldgica del cianuro supone una forma efectiva de
eliminar este compuesto, sin embargo este proceso requiere condiciones
alcalinas para impedir la volatilizacion del cianuro en forma de HCN, ya que el
pK, del par CN /HCN es 9,2. Nuestro grupo de investigacidon ha aislado una
bacteria autdctona alcaldfila identificada como  Pseudomonas
pseudoalgacaligenes CECT5344, que es capaz de asimilar y tolerar altas
concentraciones de cianuro (hasta 30 mM). En este trabajo se ha optimizado
la degradacidn del cianuro presente en el residuo de la joyeria por la estirpe
CECT5344 en biorreactor, ademas se ha estudiado la resistencia de este
microorganismo a los distintos metales presentes en el residuo.

INTRODUCCION

Uno de los principales problemas de la sociedad actual es la contaminacidn
ambiental ocasionada por residuos generados por la actividad industrial, como
los residuos cianurados de las industrias minera y la joyera. A pesar de la
toxicidad del cianuro, los microorganismos utilizan este téxico como fuente de
nitréogeno. La mayoria de éstos asimilan cianuro a pH neutro, con lo que el
cianuro se evapora como HCN. Para que este proceso sea eficiente se
necesitan condiciones alcalinas, y el uso de microorganismos alcaldfilos (1, 2).
Son numerosos los estudios bioquimicos en los que se describen distintas
rutas de degradacién de cianuro, contemplando la posibilidad de emplear
estos microorganismos en procesos de degradacién de cianuro. Sin embargo,
los estudios de descontaminacion bioldgica de residuos cianurados en
biorreactores son escasos. Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 es una
bacteria autdctona aislada a partir de lodos del rio Guadalquivir a su paso por
la ciudad de Cdrdoba capaz de asimilar cianuro en condiciones alcalinas (2).
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Puede tolerar hasta 30 mM de cianuro libre y es capaz de utilizar cianato,
nitrilos y complejos cianuro-metdlicos como fuente de nitrégeno, por lo que
es considerada un organismo cianotrofo ideal para la descontaminacién de
residuos cianurados procedentes de la industria joyera (2). Recientemente se
ha elucidado la ruta de asimilacidn de cianuro en la estirpe CECT5344 (3) y se
ha secuenciado el genoma completo de esta bacteria (4, 5). La secuenciacion
del genoma de la estirpe CECT5344 ha revelado, ademas de la presencia de
genes implicados en la degradacién del cianuro, la existencia de genes de
resistencia a metales y metaloides (arsénico, mercurio, etc), genes
involucrados en el metabolismo de polihidroxialcanoatos (PHA) o bioplasticos
y genes de degradacion de compuestos ardmaticos. P. pseudoalcaligenes
CECT5344 es una buena candidata para su utilizacion en procesos
biorremediacidn de residuos contaminados con cianuro y sus derivados, y la
produccion de bioplasticos durante este proceso podria suponer un valor
afiadido al proceso de descontaminacion.

OBJETIVOS

El objetivo principal de este estudio es la optimizaciéon del proceso de
biodegradaciéon de residuos industriales cianurados procedentes de la
industria joyera por la estirpe P. pseudoalcaligenes CECT5344 en biorreactor.
Para ello, se ha estudiado la influencia de diversos parametros, tales como pH,
concentracion de cianuro y fuente de carbono sobre el proceso de
degradacion de cianuro en el reactor. Ademds, se ha determinado la
resistencia de la estirpe CECT5344 a metales presentes en el residuo joyero.
Ademas, se han estudiado los PHA que se acumulan durante la degradacion de
cianuro en reactor por P. pseudoalcaligenes CECT5344.

RESULTADOS

El residuo de la industria joyera contiene, ademas de cianuro libre, distintos
metales y complejos cianuro-metalicos, presentando aproximadamente 1,5 M
de cianuro total. Mediante espectrofotometria de absorcién atdémica se
determind la presencia de los principales metales presentes en dicho residuo,
hierro, zinc y cobre. Estudios de tolerancia a distintas concentraciones de
estos metales (Fig. 1) indican que esta estirpe es capaz de tolerar altas
concentraciones de éstos (5 mM, concentracion final), incluso a
concentraciones superiores de las que se encuentran en el residuo de la
joyeria (concentracidn de cada metal en el residuo alrededor de 1 mM).
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Figura 1. Tolerancia a los metales cobre, hierro y zinc de la bacteria P.
pseudoalcaligenes CECT5344.

El estudio de degradacién del residuo joyero cianurado se llevd a cabo
cultivando la bacteria en un biorreactor de 10L de capacidad, donde se
optimizaron varios parametros como pH, fuente de carbono y concentracion
de cianuro. Para prevenir la formacién de HCN es necesario un pH alcalino,
por lo que se probaron diferentes valores de pH (8,5; 9,0y 9,5).
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Figura 2. Degradacién del residuo joyero en biorreactor por P. pseudoalcaligenes
CECT5344. A. Consumo de cianuro y crecimiento bacteriano. B. PHA acumulado
durante la degradacién de cianuro (imagen obtenida mediante microscopia
electrénica).

Aunque la estirpe CECT5344 crecié de forma similar en todos los valores de
pH, sdlo se llevd a cabo la degradacion completa de cianuro total a pH 8,5y
9,0. Otro de los parametros a tener en cuenta en la degradacién de cianuro es
la fuente de carbono. En este trabajo se utilizé acetato, octanoato o malato
como fuente de carbono en la degradacién del cianuro presente en el residuo.
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En los tres casos se afiadidé una concentracion fija de citrato a lo largo del
experimento, el cual ademas de una fuente de carbono adicional es un
quelante de metales que podria contribuir a la degradacién de los complejos
cianuro-metdlicos. En los tres casos la degradacion de cianuro fue similar,
elimindndose 10 mM de cianuro total al final de proceso. En la Figura 2 se
muestra el consumo de cianuro total y el crecimiento de la estirpe CECT5344
durante la degradacién de cianuro total en reactor. Ademas, se presenta la
produccion de PHA durante el proceso.
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PONENCIA

PAPEL DEL 2-OXOGLUTARATO EN LA REGULACION DE LOS
METABOLISMOS DEL CARBONO Y NITROGENO EN
PROCHLOROCOCCUS

RESUMEN

Prochlorococcus es el organismo fotosintético mas abundante de la Tierra, y
uno de los principales productores primarios. El objetivo de nuestro estudio es
analizar el papel del 2-oxoglutarato en el control del balance C/N en esta
cianobacteria, profundizando en las diferencias que existen respecto a otros
modelos de cianobacterias e incluso en las posibles diferencias regulatorias
entre las diferentes estirpes del género de Prochlorococcus. Para abordar este
objetivo, hemos medido la concentracién de 2-oxoglutarato intracelular y la
expresion de diferentes genes (gInA, icd, glsF, ginB, pipX y ntcA) que participan
en el metabolismo del C/N en diferentes estirpes de Prochlorococcus
(PCC9511, MIT9313 y SS120) usando distintas concentraciones de azaserina,
inhibidor especifico de la glutamato sintasa (GOGAT). En esas mismas
condiciones, hemos analizado las actividades glutamina sintetasa (GS) e
isocitrato deshidrogenasa (ICDH). Ademas, hemos analizado la interaccién
entre el factor de transcripcidon NtcA y el promotor para el gen g/nA, que
codifica la glutamina sintetasa. Por ultimo, hemos analizado el efecto de la
azaserina sobre el proteoma de Prochlorococcus SS120 usando tecnologia en
espectrometria de masas de ultima generacion.

INTRODUCCION

Los océanos juegan un papel clave en el ciclo global de nutrientes y la
regulacion del clima. La cianobacteria unicelular Prochlorococcus es un
importante contribuyente a estos procesos, ya que es responsable de una
fraccién muy importante de la produccidn primaria en amplias zonas de los
océanos. En el contexto actual de preocupacion global por el cambio
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climatico, la importancia de los estudios sobre uno de los principales fijadores
de CO,, como Prochlorococcus, resulta evidente.

La importancia de Prochlorococcus ha provocado su utilizacion como
organismo modelo en muy diversos estudios y durante la ultima década,
diversas iniciativas han dado lugar a la secuenciacién del genoma de trece
estirpes de Prochlorococcus. Sin embargo, en otros campos el conocimiento
sobre Prochlorococcus es muy escaso, y en particular en lo referente a los
metabolismos del nitrégeno y del carbono.

En relacion con el metabolismo del nitrégeno, durante décadas ha sido
aceptado que las cianobacterias tienen un ciclo de los acidos tricarboxilicos
incompleto al carecer de la enzima 2-oxoglutarato deshidrogenasa.
Recientemente, se han caracterizado dos enzimas que completan dicho ciclo
(zhang, S., and Bryant, D.A., 2011) excepto en Prochlorococcus vy
Synechococcus teniendo asi una situacién diferente al resto de cianobacterias.
Estd descrito en cianobacterias que la molécula responsable del control
balance C/N es el 2-oxoglutarato (Muro-Pastor, M. et al., 2001) respondiendo
a diferentes niveles de nitrogeno. Las variacones en los niveles de 2-
oxoglutarato van a tener efecto sobre NtcA, primer elemento responsable del
control del nitrégeno en cianobacterias y dos proteinas reguladoras Pll y PipX.

A pesar que Prochlorococcus tiene todos los componentes del sistema
regulador, estudios previos sugieren, la mayoria realizados por nuestro grupo,
que dicha regulacion del balance C/N no sigue el modelo descrito para el
resto de cianobacterias e incluso, parece ser que esas posibles diferencias
también existen entre diferentes estirpes del género de Prochlorococcus.

OBIJETIVOS

Por todo lo expuesto anteriormente, el objetivo principal de este trabajo es
comprender los posibles cambios regulatorios en el mecanismo del balance
C/N en el metabolismo de Prochlorococcus.

RESULTADOS

Hemos analizado el efecto de la acumulacion del 2-oxoglutarato en
Prochlorococcus a diferentes niveles y con diferentes estrategias. Se han
realizado distintos tipos de tratamientos: ausencia de diferentes
oligoelementos, luz/oscuridad o distintos inhibidores entre los que
destacamos la azaserina, un inhibidor especifico de la glutamato sintasa
(GOGAT) en tres estirpes de Prochlorococcus: MIT9313, PCC 9511 y SS120.
Este tratamiento conduce a una subida de la concentracién de 2-oxoglutarato
y hemos estudiado el efecto del aumento de la concentraciéon de este
metabolito sobre la actividad glutamina sintetasa e isocitrato deshidrogenasa.
También hemos estudiado el efecto de dicho aumento sobre la expresion de
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genes claves en el metabolismo del nitrégeno como son ntcA, ginB, ginA, icd,
glsF, pipX o gdh. Los resultados indican que el 2-oxoglutarato es la molécula
responsable del balance C/N en Prochlorococcus al igual que en el resto de
cianobacterias, pero los datos muestran diferencias en el comportamiento de
las enzimas y de los genes entre las tres estirpes analizadas.

Asi mismo, se han realizado estudios de interaccién DNA-proteina con el
objetivo de investigar el papel que juega el factor de transcripcion NtcA en el
control del balance N/C. Para ello, por un lado se han clonado y sobrexpresado
de forma heterdloga el factor de transcripcion NtcA, MIT9313 y S5120 (mismo
ecotipo pero diferente aparicion a lo largo de la evolucion). Se han realizado
estudios de interaccidon entre NtcA de ambas estirpes y el correspondiente
promotor para el gen glnA (codifica la glutamina sintetasa) y el efecto del 2-
oxoglutarato sobre dicha interaccion usando la técnica de SPR (Surface
Plasmon Resonance) gracias a una colaboracién con el Dr. Burkovski de la
Universidad Friedrich-Alexander Universitdt Erlangen-Nirnberg. Ademas,
datos preliminares sugieren que la afinidad entre ambos elementos,
dependiente del 2-oxoglutarato, puede ser diferente dependiendo de la
estirpe de Prochlorococcus.

Finalmente, se ha realizado una aproximacién protedmica usando tecnologia
de ultima generacion en espectrometria de masas en colaboraciéon con el
grupo del Prof. Robert Beynon de la Universidad de Liverpool. Con esta
tecnologia hemos analizado los cambios en el proteoma debidos al aumento
de los niveles intracelulares del 2-oxoglutarato tras afadir azaserina. Hemos
identificado aproximadamente el 50% del proteoma. Hemos cuantificado
cambios significativos en mas de 200 proteinas en la condicidon azaserina,
entre las que se encuentran tanto proteinas relacionadas con el metabolismo
del nitrégeno como con otras rutas metabdlicas de interés.
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HETEROCISTO EN ANABAENA SP. PCC 7120

Lopez Lozano, Antonio; Herrero Moreno, Antonia; Flores Garcia,
Enrique.

DEPARTAMENTO E INSTITUCION

Grupo BIO129. Instituto de Bioquimica Vegetal y Fotosintesis (IBVF).
CSIC-Universidad de Sevilla.

RESUMEN

El gen alr4393 de Anabaena sp. PCC 7120 se sitla a continuacion del
gen ntcA, codificante del regulador transcripcional NtcA, no sélo en el
genoma de esta cianobacteria filamentosa, sino también en la mayoria
de los genomas cianobacterianos secuenciados hasta la fecha. Los
resultados que se presentan en esta ponencia muestran que alr4393 es
un gen que se cotranscribe con ntcA y que ve inducida su expresidon en
ausencia de nitrégeno combinado, principalmente en los
proheterocistos. La proteina Alrd393 se localiza en la fraccidon de
membrana y la delecidon de su gen codificante parece afectar tanto al
crecimiento diazotréfico de esta cianobacteria a largo plazo en medio
solido como a la expresidn de ntcA y otros genes regulados por este
factor de transcripcion.

INTRODUCCION

Las cianobacterias son un grupo de organismos procariotas que se
caracterizan por su capacidad para realizar la fotosintesis oxigénica, y se
diferencian de otros grupos de bacterias fotosintéticas por utilizar la molécula
de agua como donador de electrones [1].

Muchas estirpes de cianobacterias, como la filamentosa Anabaena sp.
PCC 7120, son capaces de llevar a cabo la fijacion del nitrogeno atmosférico en
unas células especializadas llamadas heterocistos. El proceso de diferenciacion
de los heterocistos implica una serie de cambios, tanto estructurales como
metabdlicos, encaminados a minimizar la concentracion de oxigeno
intracelular y a incrementar la eficiencia del proceso de fijacién. Este proceso
de diferenciacion da lugar a un organismo con dos tipos celulares
interdependientes especializados en diferentes funciones, representando uno
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de los primeros pasos que evolutivamente se han dado hacia la
multicelularidad en los seres vivos. Las diferencias que se observan entre los
heterocistos y las células vegetativas de las que proceden son en buena
medida el resultado de un programa caracteristico de expresion génica que se
establece durante el proceso de diferenciacion, consistente en la activacidén, o
represidn, jerarquizada de multiples genes. A nivel molecular, la proteina
NtcA, que ejerce el control por nitrégeno en las cianobacterias, juega un papel
principal en el control de la expresidon génica durante todas las fases del
desarrollo de los heterocistos, asi como en el funcionamiento del heterocisto
maduro [2, 3].

La posicidn que ocupa el gen alr4393, situado a continuacion del gen ntcA no
sélo en el genoma de Anabaena sp. PCC 7120, sino también en la mayoria de
los genomas de cianobacterias secuenciados hasta la fecha, sugiere una
posible relacion funcional de la proteina que codifica alr4393 con NtcA.

OBIJETIVOS
1. Determinar el papel de la proteina Alr4393 en Anabaena sp. PCC 7120.
2. Determinar su localizacion subcelular.

3. Estudiar la posible interaccion de Alr4393 con NtcA y otras proteinas de
Anabaena sp. PCC 7120.

RESULTADOS

En este trabajo se ha abordado el estudio del gen alr4393 y su producto
génico haciendo uso de diferentes aproximaciones experimentales.

El analisis mediante RT-PCR de los transcritos que incluyen las secuencias de
los genes ntcA y alr4393 mostré que ambos cotranscriben en Anabaena sp.
PCC 7120. Aunque la anotacién del gen alr4393 no le asigna ninguna funcidn
conocida, el analisis mediante “northern blot” del RNA extraido a partir de
cultivos de esta cianobacteria reveld que la expresion de alr4393 se
incrementa en ausencia de una fuente nitrégeno combinado en el medio, si
bien con cierto retraso respecto a la mostrada por el gen ntcA. Por otra parte,
el estudio de un mutante en el que se habia fusionado el gen gfp-mut2 a los
tres primeros codones de alr4393 (estirpe CSAL3) permitié observar la
proteina fluorescente GFP localizada principalmente en el proheterocisto,
cuando los filamentos se transfirieron a un medio sin fuente de nitrégeno
combinado.

Con el objetivo de determinar la localizacion subcelular de la proteina Alr4393,
se generd un mutante de Anabaena sp. PCC 7120 que expresaba Alr4393 con
la proteina GFP-MUT2 fusionada en su extremo carboxilo (estirpe CSAL4). El
fraccionamiento de los extractos obtenidos a partir de cultivos de este
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mutante confirmd la presencia de Alr4393 en la fraccion de membrana
mediante “western blot”, empleando anticuerpos anti-GFP-MUT2 para su
deteccion.

Para determinar la funcidn que pueda tener la proteina Alr4393 en esta
cianobacteria filamentosa se generaron un mutante de delecién (estirpe
CSAL2) y otro de sobreexpresion del gen alr4393 (estirpe CSAL29). Estas
estirpes fueron objeto de un analisis fenotipico, centrado en su capacidad de
crecimiento en medio liquido y sélido en ausencia o presencia de diferentes
fuentes de nitrégeno. Sélo el mutante de delecién mostré un comportamiento
diferente al observado en la estirpe silvestre, tras un largo periodo de
crecimiento en sélido sin fuente de nitrégeno combinado.

Ademas, se ha estudiado mediante analisis de “northern blot” la expresidon de
los genes ntcA y nifH tanto en Anabaena sp. PCC 7120 como en la estirpe
mutante CSAL2. El gen nifH codifica una subunidad de la nitrogenasa y esta
regulado por la proteina NtcA en funcién de la fuente de nitrégeno disponible.
Los resultados obtenidos por “northern blot” han podido compararse con los
datos sobre la expresion de ntcA aportados por la fusion transcripcional del
gen gfp-mut2 a la regidn promotora de ntcA en fondo silvestre (estirpe
CSAL16) y en el mutante de delecion (estirpe CSAL19).

El conjunto de los resultados presentados en este trabajo confirma la
implicacion de la proteina Alr4393 en el proceso de diferenciacion del
heterocisto en Anabaena sp. PCC 7120, ademas de sugerir una posible
relacion funcional de esta proteina con el regulador NtcA.
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Manchefio-Corvo P, Franquesa M, de la Rosa O, Ramirez C, Garcia-Benzaquén
L, Fernandez V, Menta R, Beraza A, Dalemans W, Hoogduijn MJ, Lombardo E
(2013) Adipose mesenchymal stromal cell function is not affected by
methotrexate and azathioprine. Biores Open Access. Dec 1;2(6):431-9.

DelaRosa O, Dalemans W, Lombardo E. (2012) [Mesenchymal stem cells as |
[therapeutic agents of inflammatory and autoimmune diseases.| Curr Opin
Biotechnol. Dec;23(6):978-83. Jun 7. Review

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22682584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22682584

76

Zonca M, Manchefio-Corvo P, DelaRosa O, Maiies S, Blischer D, Lombardo E,

Planelles L. (2012)|APRIL and BAFF proteins increase proliferation of human |
[adipose-derived stem cells through activation of Erk1/2 MAP kinase.|Tissue

Eng Part A.

DelaRosa O, Sanchez-Correa B, Morgado S, Ramirez C, del Rio B, Menta R,
Lombardo E, Tarazona R, Casado JG (2012)|{Human adipose-derived stem cells |
impair natural killer cell function and exhibit low susceptibility to natural killer-|
mediated lysis.|Stem Cells Dev.

DelaRosa O, Lombardo E, Beraza A, Manchefio-Corvo P, Ramirez C, Menta R,

Rico L, Camarillo E, Garcia L, Abad JL, Trigueros C, Delgado M, Bischer D.

(2009) [Requirement of IFN-gamma-mediated indoleamine 2,3-dioxygenase |
expression in the modulation of lymphocyte proliferation by human adipose-|
derived stem cells. [Tissue Eng Part A. Oct;15(10):2795-806.

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22059379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22059379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21867426
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21867426
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21867426
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19231921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19231921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19231921

77

PONENCIA

ADULT MESENCHYMAL STEM CELLS: FROM THE BENCH TO THE
INDUSTRY

RESUMEN

TiGenix has developed its platform using expanded stem cells extracted
from adipose tissue (eASCs), which are sourced from and applied to
consenting patients. Therefore, and in contrast to cells of embryonic
origin, there are no complex ethical issues associated with the use of
eASCs. By using eASCs, TiGenix is also able to capitalize on the benefits
associated with this type of cell compared to other cell types (i.e. bone
marrow- derived stem cells). TiGenix aims to exploit the immuno-
modulatory capacity of eASCs pursuing the delivery of the cells via the
most appropriate route of administration according to the indication
targeted. Accordingly, clinical stage programs are currently in place
using both local and systemic administration. Further programs are in
pre-clinical development using additional routes of administration
within these two categories.

ADIPOSE DERIVED STEM CELL PLATFORM

Cx611 is an allogeneic eASC product candidate for the treatment of
rheumatoid arthritis that has been investigated in a Phase lla trial. The
trial was based on a three-step dose-finding protocol, where each step
started with a safety review of the first three patients after 40 days of
dosing, and successfully met its primary safety endpoints as well as its
secondary endpoint of preliminary efficacy. On April 22, 2013, TiGenix
reported positive 6-month safety data of its Phase lla study of Cx611 in
refractory rheumatoid arthritis (RA), as well as a first indication of
therapeutic activity on standard outcome measures and biologic
markers of inflammation for at least three months after dosing.

The multicenter, randomized, double blind, placebo-controlled Phase
Ila trial enrolled 53 patients with active refractory rheumatoid arthritis
(mean time since diagnosis 15 years), who failed to respond to at least
two biologics (mean previous treatment with 3 or more disease-
modifying antirheumatic drugs and 3 or more biologics). The study
design was based on a three-cohort dose-escalating protocol. For both
the low and medium dose regimens 20 patients received active
treatment versus 3 patients on placebo; for the high dose regimen 6
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patients received active treatment versus 1 on placebo. Patients were
dosed at day 1, 8, and 15 and were followed up monthly over a six-
month period. Follow-up consisted of a detailed monthly workup of all
patients measuring all pre-defined parameters. The aim was to
evaluate the safety, tolerability and optimal dosing over the full 6
months of the trial, as well as exploring therapeutic activity.

In July 2012, TiGenix enrolled the first patient in the ADMIRE-CD trial,
its pivotal Phase Il clinical trial with Cx601, an adipose derived
allogeneic stem cell suspension for the treatment of complex perianal
fistulas in Crohn’s disease patients. This multicenter, randomized,
double-blind, placebo-controlled Phase Il trial will enroll
approximately 278 patients at 46 centers in 7 European countries and
Israel. The main objectives of the study are to demonstrate safety and
superior efficacy over placebo in perianal fistulas in Crohn’s disease
patients who failed to respond to previous treatment(s), in most cases
biologicals, and to confirm the strong safety and efficacy results from
the Phase Il trial completed in 2011. Readout of the trial is expected in
H1 2015, and, if positive, allows the Company to file for marketing
authorization with the European Medicines Agency.

Cx621 is an allogeneic eASC product candidate for the treatment of
autoimmune diseases via a proprietary technique of intralymphatic
administration. The great promise of the intralymphatic route is that
the systemic effect of the expanded adipose stem cells occurs at the
secondary lymphoid organs: draining lymph nodes and spleen.

Recent preclinical and clinical experience with vaccines and antitumor
agents indicates that intralymphatic administration is feasible and safe.
Indeed, the subcutaneous lymph nodes are readily visible by
ultrasound, as their paracortical area is hypoechoic. Injection of a
superficial lymph node in the groin area can be performed very quickly,
within minutes, even by doctors who have little experience with
ultrasound. Finally intralymphatic injection is relatively painless, since
lymph nodes are poorly innervated. After obtaining positive results
from toxicology, biodistribution and efficacy models in mice using
human eASCs via the intralymphatic route, and TiGenix conducted a
Phase | clinical study in 10 healthy volunteers, which was concluded in
July 2012.

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA



79

The results of the Phase | study confirmed the safety, tolerance and the
feasibility of injection technique feasibility in the inguinal ganglia. The
confirmation of the safety of intra-lymphatic administration of our
expanded adipose stem cells (eASCs) has potentially important clinical
and commercial implications. It opens up the possibility of achieving
efficacy at lower dosage, which would further increase the safety
profile of TiGenix’s eASCs, while it would simultaneously significantly
reduce the cost of goods (COGS) and improve margins. An additional
benefit is that the subcutaneous lymph nodes are superficial and
readily visible by ultrasound, and thus allow for a rapid and easy
injection.
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DEPARTAMENTO E INSTITUCION

Quimica Fisica y Termodinamica Aplicada, Universidad de Cérdoba
LINEAS DE INVESTIGACION

1. Biocombustibles para motores de combustidn interna. Andlisis de
propiedades, emisiones y prestaciones.

2. Biorrefinerias a partir de la valorizaciéon de residuos que incluyen
bioplasticos, biodiésel de segunda generacidn y otros productos de
alto valor afiadido.

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES

Pinzi S, Leiva-Candia DE, Lopez-Garcia |, Redel-Macias MD, Dorado MP (2014)
Latest trends in feedstocks for biodiesel production. Biofuels bioproducts &
biorefining 8:126-143

Leiva-Candia DE, Pinzi S, Redel-Macias MD, Koutinas A, Webb C, Dorado MP
(2014) The potential for agro-industrial waste utilization using oleaginous
yeast for the production of biodiesel. Fuel 123:33-42
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PONENCIA

REUTILIZACION DE RESIDUOS AGROINDUSTRIALES MEDIANTE
FERMENTACION PARA LA PRODUCCION DE BIODIESEL DE SEGUNDA
GENERACION

RESUMEN

El biodiésel es un biocombustible renovable producido principalmente
a partir de aceites vegetales. Actualmente, las investigaciones se
centran en la identificacion de nuevas materias prima que podrian ser
utilizadas para su produccidn, con la caracteristica primordial de que
no compitan con la industria alimentaria. El aceite microbiano
producido a partir de levaduras oleaginosas constituye una nueva
fuente de triglicéridos que puede ser producida a partir de diversos
recursos renovables, incluyendo residuos agroindustriales. Este estudio
se basa en la produccién de aceite microbiano a partir de tres cepas de
levadura oleaginosa (Rhodosporidium toruloides DSM 4444, Lipomyces
starkeyi DSM 70296 y Cryptococcus curvatus ATCC 20509), utilizando
glicerina como fuente de carbono en dos concentraciones diferentes
(60 g/l y 100 g/l) y tres fuentes de suplementos nutricionales
(hidrolizado de torta de girasol, hidrolizado de torta de girasol previa
extraccidén de antioxidantes y parte proteica y, por ultimo, suplementos
comerciales). Los principales acidos grasos presentes en este aceite son
los acidos oleico (C18:1), palmitico (C16:0) y linoléico (C18:2), similar al
aceite de palma. Este estudio demuestra la capacidad de acumular
aceite intracelular de las cepas analizadas, lo cual permite valorizar los
residuos de la industria agroalimentaria y del biodiésel, conduciendo al
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desarrollo de un nuevo concepto tecnoldgicamente viable de este
biocombustible.

INTRODUCCION

La produccién de biodiésel se basa en la transesterificacion de acidos
grasos con un alcohol en presencia de un catalizador acido o basico. En
la actualidad, los 4cidos grasos usados para producir biodiésel
provienen en su mayoria de aceites vegetales, lo que incrementa los
costos de produccién de biodiésel, ya que el precio de la materia prima
representa entre un 60-70% del coste total de produccién
. Por esta razon, es necesario financiar esta industria a través
de subsidios gubernamentales para mantener un precio competitivo en
el mercado. Los beneficios ambientales de la utilizacién de este
biocombustible, entre los cuales se puede mencionar la reduccién de
gases de efecto invernadero, eleva el interés de reducir costes de la
materia prima para extender su uso, lo que proporcionaria una
tecnologia sostenible.

Una posible alternativa a los aceites vegetales la aporta el aceite
microbiano, de composicion en acidos grasos similar a la de los
anteriores. Los lipidos se producen cuando las levaduras oleaginosas
crecen en un medio con exceso de carbono y presencia limitada de
nitrogeno. Sin embargo, sélo un 5% de las levaduras conocidas (entre
las que se encuentran las especies Cryptococcus, Rhodosporidium vy
Lipomyces) puede acumular mas de un 20% de aceite (en peso en seco
de la célula). Este porcentaje marca el limite para ser considerados
microorganismos oleaginosos.

Finalmente, una posible via de produccidn de sustratos de bajo coste la
pueden aportar los residuos de la industria agroalimentaria (con alto
contenido de proteinas y nutrientes) e incluso del biodiésel (glicerina,
gue puede ser usada como fuente de carbono).

OBIJETIVOS

El objetivo de esta investigacion es estudiar el comportamiento de tres
levaduras oleaginosas (R. toruloides DSM 4444, C. curvatus ATCC
20509, L. starkeyi DSM 70296) utilizando como medio de cultivo
subproductos de las industrias del biodiésel tradicional y aceitera,
como son la glicerina y la torta proveniente del prensado de la semilla
de girasol.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos para las concentraciones utilizadas en este
estudio demostraron que el disefio propuesto producia mayor biomasa
celular que los casos reportados en la literatura, utilizando glicerina y
otras levaduras oleaginosas en una fermentacidon por lote (batch)
(Chatzifragkou et al. 2011} [Saenge et al. 2011). Si se compara la
utilizacion de fuentes de nutrientes provenientes de residuos (torta de
prensado de girasol) y fuentes comerciales (extracto de levadura y
peptona) se aprecié un aumento del consumo de carbono en dos de las
cepas analizadas R. toruloides y C. Curvatus (Figura 1), lo cual se tradujo
en un aumento de produccion de lipidos en mds de un 30 % para el
mejor de los casos.

R. toruloides C. curvatus
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Figura 1. Produccién de biomasa celular v/s consumo de glicerina por la levadura R.
toruloides y C. curvatus usando glicerina como fuente de carbono. Leyenda: linea roja:
hidrolizado de girasol; linea verde: hidrolizado girasol pretratado; linea azul: extracto de
levadura y peptona

Con el objetivo de estudiar el comportamiento en una fermentacién
por lotes realimentada (fed-batch), se utiliz6 la cepa que mayor
produccién de lipidos generd en los estudios previos. Los resultados
arrojaron un nuevo aumento en la produccidon de lipidos para los
medios reciclados, ademas de acortar la diferencia en produccidn entre
ambos medios, lo cual proporciona una nueva via de
reaprovechamiento de antioxidantes y proteinas.

Como punto final de este estudio se procedié a analizar la composicién
de 4cidos grasos y a estimar propiedades del biodiésel obtenido a
partir de este aceite, utilizando modelos descritos en la literatura
Ramos et al. 2009][Pinzi et al. 2011). Los resultados mostraron que
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tanto en su composiciéon de acidos grasos como en propiedades, el
biodiésel obtenido posee una elevada similitud con el aceite de palma,
actualmente una de las fuentes de triglicéridos en la industria del
biodiésel. La cepa de mayor produccion de lipidos (C. curvatus)
presentd una mejora en las propiedades relativas al comportamiento
en frio y viscosidad, pero un descenso del nimero de cetano, lo cual
puede provocar un aumento de emisiones contaminantes (Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades de biodiésel a partir de los distintos aceites microbianos
obtenidos

Propiedades Numero Poder calorifico Punto de Flash Viscosidad a 40°C
cetano (kl/kg) obstrucion del point (°C) (mm?/s)
filtro en frio (°C)

Hidrolizado de torta de girasol

R. toruloides 69.74 37533.72 9.581 168.432 437
C. curvatus 66.13 37402.81 4.650 159.330 4.20
L. starkeyi 68.88 37560.91 9.107 170.280 4.26

Hidrolizado de torta de girasol pretratada

R. toruloides 68.88 37519.67 8.21 167.330 4.37

C. curvatus 65.45 37494.71 4.29 165.374 4.15

L. starkeyi 68.48 37533.90 9.29 168.415 4.23
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LINEAS DE INVESTIGACION

1. Obtencidon de biodiesel recurriendo a la utilizacién de enzimas
inmovilizadas, como biocatalizadores, en la transesterificacion de
aceites vegetales, proceso base de preparacién del biodiesel.
Asimismo se utilizan catalizadores sélidos con caracteristicas acido-
basicas. En este sentido, contamos con una spin-off dedicada a esta
linea.

2. Valorizacién de compuestos orgdnicos obtenidos a partir de la
biomasa mediante catalisis heterogénea.
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PUBLICACIONES MAS RELEVANTES

Luna D, Calero J, Sancho ED, Luna C, Posadillo A, Bautista FM, Romero
AA, Berbel J, Verdugo C (2014) Technological challenges for the
production of biodiesel in arid lands. Journal of Arid Environments 102:
127-138.

PONENCIA

PRODUCCION ENZIMATICA DE UN NUEVO TIPO DE BIODIESEL QUE NO
PRODUCE GLICERINA COMO SUBPRODUCTO MEDIANTE LA
APLICACION DE DIFERENTES LIPASAS

RESUMEN

Investigaciones precedentes de nuestro grupo han descrito la
produccién de un nuevo tipo de biocombustible similar al biodiesel,
evitando la produccién de glicerina como subproducto, a partir de
aceites vegetales mediante la aplicacion de lipasas 1,3-selectivas,
generando 2 moles de ésteres etilicos de acidos grasos (FAEE) y un mol
de Monoglicérido (MG). Diferentes tipos de lipasas microbianas, tanto
en forma libre como inmovilizada, purificadas comerciales o extractos
muy poco purificados a partir de cepas silvestres aisladas en medios
lipdfilos, o extractos procedentes de cepas adquiridas en la CECT
(Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo) han sido probadas como
biocatalizadores en esta reaccién de etandlisis.

La Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM) se emplea para
estimar los efectos de los principales pardmetros (temperatura, pH,
relacion aceite/alcohol) de la reaccion de etanolisis selectiva del aceite
de girasol. Se comprueba su rendimiento y estabilidad a lo largo del
tiempo de reacciéon en reacciones sucesivas. Resultados obtenidos
demuestran su potencial biotecnoldgico para desarrollar un proceso
alternativo de produccién de biocombustibles de una forma sostenible
asi como econémicamente viable.

INTRODUCCION

Investigaciones anteriores han descrito la obtencidon de un nuevo tipo
de biocombustible alternativo al biodiesel convencional, denominado
ECODIESEL [1] (Figura 1), que integra la glicerina en forma de
monoglicérido (MG), obtenido mediante transesterificacion enzimatica
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con lipasas 1,3 selectivas: Lipasa Pancredtica Porcina (PPL) [2,3] o
lipasas microbianas [4-6]. Asi, se consigue evitar la generacion del
glicerol como subproducto, lo que conlleva una importante reduccion
de los costes del proceso y mejora del rendimiento. Este estudio,
plantea una evaluacién vy seleccién de diferentes lipasas, tanto en
forma libre como inmovilizada, purificadas comerciales [4,5] o
extractos poco purificados a partir de cepas silvestres aisladas en
medios lipdfilos [6], también se prueban extractos procedentes de
cepas (la misma especie que las lipasas comerciales) adquiridas en la
CECT (Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo), a fin de seleccionar las
lipasas mas eficaces, que permitan optimizar la produccion del
biocombustible indicado, asi como su desarrollo biotecnoldgico, para
su futura aplicacién a escala comercial.

6 )
)J\ R i j\ OH )J\
R ipase
(0] + 2CH,CH,O0H ——— > R 04< + 2R OCH,CH,
OYR OH
o}
Triglyceride Ethanol Monoglyceride Fatty Acid Ethyl Ester

(FAEE)

Figura 1. Esquema representativo de la produccién de ECODIESEL por la aplicacion de
biocatalisis 1,3-selectiva.

OBIJETIVOS

Evaluacién y seleccién de lipasas comerciales purificadas. Obtencidn,
evaluacidn y seleccidon de extractos enzimaticos lipasidicos de cepas
adquiridas en la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo (CECT). Busqueda
de cepas microbianas silvestres para la obtencidn, evaluacion vy
seleccion de sus extractos enzimaticos lipasidicos. Todos ellos
biocatalizadores 1,3-selectivos capaces de realizar reacciones de
transesterificacion utiles en la sintesis de un biocombustible exento de
glicerina y con una viscosidad adecuada para su uso en motores diesel,
puro o en mezclas con diesel de origen fésil.

RESULTADOS

Puesta a punto de un método analitico rdpido y fiable, basado en la
cromatografia de gases, para la caracterizacién de los productos
obtenidos en la reaccion de la alcoholisis parcial de triglicéridos
(mezclas de FAEEs, MGs y DGs). Asi, comprobamos la ausencia de
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glicerina en todas las reacciones llevadas a cabo, y por tanto el cardcter
1,3 selectivo de todos los biocatalizadores usados, ademads de que los
MG aparecen en el cromatograma se superponen con las de FAAE,
FAME vy alcanos que componen el diesel fésil, lo que nos lleva a inferir
similares propiedades fisicoquimicas (Figura 2) asi como su viabilidad
como biocombustible alternativo [1-6].

1,000,000 I
- Sunflower oil
b [ HLHEANTE ] -Biodiesel (FAME) \
800.000 -Ec EE+MG)
,r—/\ L | -Sueflower synthesized MG DG+TG
700.000
600.000 e A
500.000 | va :,'\
400,000 \ Lt A ‘(
1y “J
300000
200.000 M
|
100.000 \v‘L 1A
. A e \ S|
30 35 40 45 50 55 60
RT

Figura 2. Cromatogramas superpuestos de aceite de girasol, FAME, FAEE y MG.

Respecto al procedimiento de obtencion de los extractos, se ha
comprobado como el incluir un proceso de didlisis previa a la
liofilizacion, mejora notablemente la eficacia del mismo como
biocatalizador de la reaccién estudiada [6] (Figura 3).

Graphic 1 Graphic 2
40 40

(2]
< 30 0 |Sel % o 301 Osel %
‘© ‘ @mcConv % EN
5 20 g 20 A |Conv %
* 10 g 10

0 2] B

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90100 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%
Yield % Yield %

Figura 3. Esquema del rendimiento comparativo en la reaccién de etanolisis de la
totalidad de los extractos liofilizados, porcentaje de extractos que presenta un
porcentaje de rendimiento, sin didlisis previa (Grafico 1) y con una simple dialisis previa
(Gréfico 2). Todos son procedentes de cepas aisladas en ambiente lipofilo vegetal
("almazara de aceite")
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RESUMEN

Se ha desarrollado una plataforma bioinformdatica sobre el
microprocesador Tile64 de 64 nucleos. De este modo, se ha conseguido
acelerar la ejecucién de algoritmos bioinformaticos de alineamiento de
secuencias de 4acidos nucleicos y péptidos. La arquitectura se ha
ampliado en una agrupacion (“cluster”) de dichos microprocesadores.
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De este modo, se han acelerado las busquedas en algoritmos
bioinformaticos heuristicos.

INTRODUCCION

Se presenta el proceso de construccién de una plataforma para la ejecucion de
algoritmos bioinformaticos en un entorno masivamente paralelo, usando el
microprocesador Tile64 (Tilera). Se trata del primer microprocesador de
propodsito general masivamente multi-ndcleo disponible comercialmente.
Dicho microprocesador consta de 64 nucleos, en cada uno de los cuales es
posible ejecutar un sistema operativo Linux. Se han empleado
microprocesadores integrados en placas PCl-Express, insertadas en un PC
estandar, que afiaden al microprocesador 8 GB de memoria RAM y dos
conectores 10 Gigabit Ethernet.

OBJETIVOS

Se han desarrollado los siguientes algoritmos bioinformaticos para la
plataforma Tile64: i) Alineamientos simples Needleman-Wunsch (global) y
Smith-Waterman (local), mediante el desarrollo desde cero de una nueva
version paralelizada y optimizada para aprovechar las particularidades del
microprocesador Tile64, a través de un esquema maestro-trabajadores en
frente de onda; ii) Ensamblaje “de novo” ABySS, mediante la migracion del
codigo abierto ofrecido por los autores y su paralelizacion mediante la
adaptacion de la implementacion original, escrita para la biblioteca MPI, a la
biblioteca de paso de mensajes disponible en Tilera; y iii) Alineamiento
multiple ClustalW, usando los alineamientos simples desarrollados
anteriormente en la primera fase del algoritmo.

A continuacion se ha construido una red de estos dispositivos, segun el
modelo conocido como agrupacién (“cldster”), de modo que el nimero de
microprocesadores disponibles puede incrementarse a voluntad. Finalmente,
se ha evaluado el rendimiento de esta plataforma en red, mediante el
desarrollo y ejecucién en la misma de las técnicas de busqueda estandares
tipicamente utilizadas en algoritmos de alineamiento basados en heuristicos.

RESULTADOS

Los desarrollos bioinformaticos sobre la plataforma Tile64 han permitido
incrementar el rendimiento de los algoritmos de forma significativa, mediante
la paralelizacién masiva de los mismos. Los mejores resultados se han
obtenido cuando se han llevado a cabo desarrollos desde cero, usando
ademds técnicas de computacion hibrida. Esta estrategia permite compensar
la limitacién de recursos en las tarjetas Tilera, usando recursos del ordenador
en donde se aloja. Estas posibilidades abren nuevas oportunidades en el
estudio bioinformatico de los acidos nucleicos y péptidos (como las proteinas),
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dado que hasta ahora no era posible aplicar métodos de alineamiento éptimos
desde el punto de vista matematico, estando basados los algoritmos mads
habituales en aproximaciones heuristicas.
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PONENCIA

ENSAYOS IN VIVO E IN VITRO DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA DE BEBIDAS
DE ALTO CONSUMO

RESUMEN

Nuestro grupo estudia el potencial nutracéutico de alimentos
contenidos en la dieta mediterranea (aceites, plantas medicinales,
vegetales y zumos de citricos) asi como sus componentes bioactivos
distintivos. En la actualidad nos centramos en bebidas de alto consumo
(cerveza y bebidas de cola). Se utiliza el sistema in vivo de Mutaciones y
Recombinaciones Somaticas en células en proliferacién de discos
imaginales alares de Drosophila melanogaster (SMART) para
determinar su seguridad alimentaria, su papel en la proteccién del
dafio de ADN asi como su influencia en la extension de la esperanza y
calidad de vida. En el sistema in vitro de la linea celular promielocitica
humana HL-60 se analiza la potencia tumoricida de las sustancias que
previamente han sido detectadas como antigenotdxicas frente a
genotoxinas de tipo oxidativo, investigando si la capacidad citotdxica
de estas sustancias se lleva a cabo por la via apoptdtica mediante
fragmentacién internucleosémica del ADN. El papel modulador de los
niveles de metilacién en secuencias repetitivas por parte de la cerveza
y de las bebidas de cola se ha estudiado tanto en el sistema in vitro de
células HL-60 como en ensayos pre-clinicos con grupos de humanos
voluntarios sanos.
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INTRODUCCION

El objetivo principal de la Toxicologia Genética es asesorar sobre el
dafo genético causado por diferentes agentes ambientales. Los
alimentos interaccionan fuertemente con las células somaticas del
cuerpo humano. Muchas de las terapias recientes para paliar o
prevenir las enfermedades degenerativas relacionadas con el cancer
incluyen el uso de preparados botanicos tradicionales. Aunque pueden
ser bioactivados y producir cancer, la mayoria son consideradas como
productos comerciales saludables (Zhou et al., 2004).

Un exceso de especies reactivas de oxigeno (EROS) produce estrés
oxidativo, siendo éste el proceso que mds contribuye al dafio genético
basal (Burcham, 1999). El perdxido de hidrégeno puede actuar
directamente sobre el ADN o modular la transcripcién y suprimiendo
rutas de reparacion gendmicas. Allen y Tresini (2000) han descrito
centenares de efectos del peréxido de hidrégeno sobre mas de cien
genes. Una estrategia alternativa que estd teniendo lugar actualmente
es consumir  deliberadamente  alimentos con potencial
anticarcinogénico y antimutagénico que puedan prevenir o revertir
algunos de los efectos producidos por los carcinégenos.

OBJETIVOS

El objetivo general de nuestros trabajos es realizar un barrido en los
componentes comunes de la dieta mediterrdnea para localizar
sustancias antimutagénicas que puedan ser ademas citotdxicas frente a
células cancerosas en proliferacion. Ambos enfoques complementan la
informacién requerida para poder aconsejar sobre el consumo de
ciertos alimentos como funcionalmente beneficiosos.

RESULTADOS

Todas las cervezas y sus componentes bioactivos estudiados,
exceptuando el acido félico, muestran un alto potencial citotéxico en
todas la concentraciones llevadas a cabo induciendo la muerte celular
por via apoptdtica de dichas células cancerosas. En los estudios in vivo
realizados en D. melanogaster, los resultados muestran caracteristicas
potencialmente beneficiosas como sustancias protectoras del ADN
tanto frente a agentes genotdxicos, como a toxinas. Ademads las
cervezas muestran caracteristicas prometedoras en la extensién vy
calidad de vida de dichos organismos. Ver detalle en tabla 1.
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La Coca-Cola cldsica y la Coca-Cola sin cafeina muestran potencial
guimiopreventivo y protector frente al dafio oxidativo ya que
presentan cardcter antitoxico, antigenotdxico y citotdxico. La bebida de
cola clasica alarga la esperanza de vida, asi como la calidad de vida en
Drosophila melanogaster. Por otro lado, la cola sin cafeina solamente
aumenta la calidad de vida. La cafeina no es ni promotora de salud ni
agente antioxidante. Ver detalle en tabla 1.

Los resultados preliminares sobre estudios epigenéticos en células HL-
60 tratadas con cerveza y un grupo de humanos sanos voluntarios
tratados con Heineken, muestran un aumento de los patrones de
metilaciéon en las secuencias gendmicas repetitivas Alu, Line y Sat-
alpha. Este mismo patrén se muestra en las células tratadas con acido
folico y xanthohumol. Las células tratadas con Coca-Cola clasica
muestran mayores niveles de desmetilacién para las secuencias Alu
gue los mostrados en la Coca-Cola sin cafeina. Esta diferencia se explica
por el efecto desmetilante que presenta la cafeina (ver tabla 1.)
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Tablal. Resumen de los resultados obtenidos en nuestras investigaciones en bebidas
de alto consumo.

CocA- COCA-
CoLA COLASIN  CAFEINA  HEINEKEN ~ GUINNESS
CLASSICA  CAFEINA

F(’JLIéO COLINA  XANTHOHUMOL  ISOXANTHOHUMOL  HUMULONA

TOXICIDAD

ANTI

TOXICIDAD
GENOTOXICIDAD

ANTI
GENOTOXICIDAD

LONGEVIDAD + 0 + + - + + + +

CALIDAD DE VIDA + + + + 0 + + + +

CITOTOXICIDAD + - + + + - + 0 0 +

FRAGMENTACION - - . + + - - + + +

METILACION

GENOMICA ¢ N/A + N/A + N/A N/A
+: posee dicho efecto 0: sin efecto significativo ~ -: no posee dicho efecto  N/A: no estudiado
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GRUPO CTS624
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RESPONSABLE: Tunez Fifiana, 1SaacC.......cccceuvevevevevennnnnns fm2tufii@uco.es
Luque Carabot, Evelio.......ccccoccvveeeecciiee e, cmllucae@uco.es
Sanchez Lépez, Fernando.........cccoueeeeevneenns fernansanzlo@hotmail.com
Feijoo Lopez, Montserrat .......cccceeeeveeeeecveeeeennneen. monfey@hotmail.com
Gascon Luna, Félix.......cceee.n..... felix.gascon.sspa@juntadeandalucia.es
Agliera Morales, Eduardo........ccccceeeeevccinveeneeeennn. doctoredu@gmail.com
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DEPARTAMENTO E INSTITUCION

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de
Medicina, Instituto Maimdnides de Investigacion Biomédica de
Cdérdoba (IMIBIC)/Universidad de Cérdoba.

Departamento de Ciencias Morfoldgicas, Unidad de Histologia,
Facultad de Medicina, IMIBIC/Universidad de Cérdoba.

Unidad de Gestién Clinica de Neurologia, IMIBIC/Hospital Universitario
Reina Sofia.

Unidad de Gestion Clinica de Andlisis Clinicos, IMIBIC/Hospital
Comarcal Valle de los Pedroches de Pozoblanco.

LINEAS DE INVESTIGACION

1. Estrés oxidativo y enfermedades neurodegenerativas. Desarrollo de
estudios clinicos y modelos animales, especialmente enfermedad de
Huntington vy esclerosis multiple, conducentes a una mejor
comprension de la fisiopatologia de estas enfermedades y del papel
jugado por las especies reactivas, analizando la plasticidad neuronal.
Base, para el disefio y planteamiento de nuevas estrategias
terapéuticas.
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2. Estudio de los efectos terapéuticos de la estimulacién magnética
transcraneal en procesos degenerativos en modelos animales y
clinicos. Andlisis se las bases moleculares y celulares que subyacen en
sus efectos neuroprotectores.

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES

Tasset |, Agliera E, Sanchez-Lopez, Feijoo M, Giraldo Al, Cruz AH, Gascdn F,
Tunez |. Peripheral oxidative stress in relapsing-remitting multiple sclerosis.
Clin Biochem. 45: 440-444.

Tasset |, Medina FJ, Jimena |, Agliera E, Gascoén F, Feijéo M, Sanchez-Lopez F,
Luque E, Pefia J, Drucker-Colin R, Tunez | (2012) Neuroprotective effects of
extremely low-frequency fields on a Huntington’s disease rat model: effects
on neurotrophic factors and neuronal density. Neuroscience 209: 54-63.

Tasset |, Pérez-Herrera A, Medina FJ, Arias-Carrion O, Drucker-Colin R, Tunez |
(2013) Extremely low-frequency electromagnetic fields activate the
antioxidant pathway Nrf2 in a Huntington’s disease-like rat model. Brain
Stimul. 6: 84-86.

Medina FJ, Tunez | (2013) Mechanisms and pathways underlying the
therapeutic effect of transceanial magnetic stimulation. Rev Neurosci. 24: 507-
525.

Bahamonde C, Conde C, Agliera E, Lillo R, Luque E, Gascon F, Feijéo M, Cruz
AH, Sanchez-Lépez F, Tunez | (2014) Elevated melatonin levels in natalizumab-
treated female patients with relapsing-remitting multiple sclerosis:
Relationship to oxidative stress. EurJ Pharmacol. 730: 26-30.

PONENCIA

EFECTO NEUROPROTECTOR DE LA ESTIMULACION MAGNETICA
TRANSCRANEAL EN LA ENCEFALOMIELITIS AUTOINMUNE
EXPERIMENTAL EN LA RATA

INTRODUCCION

La estimulacién magnética transcraneal (EMT) es una técnica no-invasiva
usada recientemente para el tratamiento de enfermedades psiquiatricas
(depresién mayor, esquizofrenia, etc.) y neurodegenerativas (enfermedad de
Huntington, ictus, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer,...).

Su fundamento fisico es el principio de Faraday donde un campo eléctrico
genera perpendicularmente a él un campo magnético y viceversa. Aplicado
este campo sobre el cuero cabelludo, el campo magnético volvera a
desencadenar en la corteza cerebral otro campo eléctrico perpendicular a él
gue desencadenara la despolarizacion de las células excitables.
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Numerosos estudios muestran su potencial terapéutico, si bien es conocido
que cualquier cambio en sus caracteristicas de estimulacion (frecuencia,
intensidad, amplitud, protocolo de aplicacién, etc.) implica modificaciones que
lo llevarian a ser un nuevo tratamiento o para entendernos “farmaco”. Junto a
ello, existe un amplio desconocimiento sobre los cambios bioquimicos,
moleculares y celulares que desencadena.

OBIJETIVOS

Evaluar el efecto neuroprotector de la estimulacion magnética transcraneal
con campos de extrema-baja frecuencia en un modelo experimental de
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) similar a esclerosis multiple
(EM).

MATERIAL Y METODOS

Para el estudio se utilizador 16 ratas macho de la cepa Dark agouti, con un
peso al inicio del estudio entre 180 y 200g y una edad de 2 meses. Estas
fueron distribuidas en cuatro grupos de cuatro animales cada uno: i) control;
ii) vehiculo (inyectado con el adyuvante de Freund), iii) EAE inyectadas con el
adyuvante de Freund complementado con glucoproteina oligodendrocitica de
la mielina, MOG); y iv) EAE+EMT (grupo EAE tratado con estimulacion
magnética transcraneal).

El modelo de EAE, es un modelo con caracteristicas similares a la esclerosis
multiple recurrente-remitente (EMRR). Las ratas son inmunizadas
subcutdneamente mediante la inoculacién de 150 ng de MOG, emulsionados
en medio de Freund suplementado con 400 ng de Mycobacterium tuberculosis
inactivado por calor, en la raiz de la cola. Los animales fueron pesados y
valorados clinicamente de forma diaria.

La estimulacidn magnética fue desarrollada mediante un campo magnético
oscilatorio con una frecuencia de 60 Hz y una amplitud de 0.7 mT. Este campo
fue aplicado durante 21 dias (3 semanas) de lunes a viernes y en sesion de dos
horas por la mafiana. La estimulacion comenzoé a los 14 dias de habérseles
inoculado el MOG.

RESULTADOS

Las ratas inyectadas con MOG mostraron una progresiva y significativa
pardlisis en sus miembros. Esta situacidon fue paralela al incremento en los
biomarcadores de dafio oxidativo en el tejido cerebral y en la médula espinal.
Por su parte, el peso no mostré cambios significativos (Fig. 1).

La aplicacion de EMT causd la mejoria del animal valorada como descensos
en la escala clinica de paralisis clinica y reduccién en el estrés oxidativo (Fig.1).
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Figura 1. Efectos de MOG y EMT sobre la escala de paralisis clinica (A y B) y los
niveles de productos de lipoperoxidacién en cerebro (C) y médula espinal (D).
La n por grupo fue de 6 animales. Los datos se representan en diagramas de
cajas que recogen la mediana, valores maximos y minimos, los datos out-layer.
La significancia estadistica fue calculado con el programa SPSS 17® mediante
la aplicaciéon de un ANOVA con prueba post hoc de Bonferroni.

***P< 0.001 vs control; **P< 0.01 vs control; eeP< 0.01 vs EAE.

CONCLUSIONES

La EMT muestra un efecto neuroprotector en el modelo de encefalomielitis
autoinmune inducida por MOG en la rata. Estos datos avalan el potencial
terapéutico de EMT para la EM. Sin embargo, mas estudios son necesarios en
esta linea.

REFERENCIAS
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RESPONSABLE: Ramos RuUiz, JOSE.......cccovvveevvrveeercnrnennn. milraruj@uco.es
Herrera Vega, RitO ..o rhhv76@yahoo.es
Salazar Moreno, ANa .......oceeveeevveeesee e g32samoa@uco.es
Suarez Lopez, Laura ........ceeeeeeeeceveeseeceeereese e b02sulol@uco.es
Granero exposito, Laura .......ccoeeeveeeeeveeseececveeveienens b92grexl@uco.es
Mellado Jiménez, Virginia ....ccccceevceveeveveineneereenne. b02mejiv@uco.es
Ramos Moreno, Laura .......ueeeeeveeeeeeicieeee e e m72ramol@uco.es
Calero Duefias, Fernando .........cccveveveveeeceeceevennen. milcaduf@uco.es
Medina Navarro, TEresa .......cccueeeeveeveereesreereereennens rb3menam@uco.es

DEPARTAMENTO E INSTITUCION

Departamento de Microbiologia, UCO.

LINEAS DE INVESTIGACION

1. Homeostasis idnica en levaduras y hongos filamentosos.
2. Respuestas a estreses abidticos en levaduras.

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES

Zajc J, Kogej T, Galinski E, Ramos J, Gunde-Cimerman N (2014) The
osmoadaptation strategy of the most halophilic fungus Wallemia
ichthyophaga, growing optimally at salinities above 15% NaCl. Appl. Environ.
Microbiology 80:247-256

Herrera R, Alvarez MC, Gelis S, Sychrova H, Kschischo M, Ramos J. (2014) Role of
Saccharomyces cerevisiae Trkl in stabilization of intracellular potassium
content upon changes in external potassium levels. BBA-Biomembranes
1838:127-133

Molero C, Petrényi K, Gonzalez A, Carmona C, Gelis S, Abrie JA, Strauss E, Ramos
J, Dombradi V, Hidalgo E, Arifio J. (2013) The Schizosaccharomyces pombe
fusion gene hal3 encodes three distinct activities. Molecular Microbiology
90:367-382
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Herrera R, Alvarez MC, Gelis S, Ramos J. (2013) Subcellular potassium and
sodium distribution in Saccharomyces cerevisiae wild type and vacuolar
mutants. Biochemical Journal 454:525-532

Michan C, Martinez JL, Alvarez MC, Turk M, Sychrova H, Ramos J. (2013) Salt and
oxidative stress tolerance in Debaryomyces hansenii and Debaryomyces fabryi.
FEMS Yeast Research 13:180-188

PONENCIA

LOCALIZACION SUBCELULAR DE POTASIO Y SODIO EN LAS LEVADURAS
Saccharomyces cerevisiae Y Debaryomyces hansenii

RESUMEN

Una distribucion intracelular de potasio y sodio correcta es fundamental en la
homeostasis de cationes y en el funcionamiento celular. En el caso de las
levaduras es sorprendente el hecho de que no han existido protocolos
suficientemente fiables para estudiar estos procesos. Nuestro grupo ha puesto
a punto recientemente un procedimiento en el que tras aislar los principales
organulos de la levadura Saccharomyces cerevisiae, hemos analizado su
contenido en potasio y sodio. Lo hemos hecho en una cepa silvestre y en
diversos mutantes de interés. Actualmente trabajamos en la adaptacion de
nuestro protocolo a las peculiaridades de Debaryomyces hansenii, una
levadura de ambientes salinos e inclusora de sodio que posee menor tamafio
y pared celular mas resistente que Saccharomyces.

INTRODUCCION

Las células vivas acumulan generalmente grandes cantidades de potasio para
cumplir diversas funciones fisiolégicas y, al mismo tiempo, tratan de mantener
niveles bajos de sodio ya que este catién puede ser toxico si alcanza ciertas
concentraciones internas. Por tanto, una distribucién intracelular de potasio y
sodio correcta es fundamental en la homeostasis de cationes y en el
funcionamiento celular. En el caso de las levaduras es sorprendente el hecho
de que no han existido protocolos suficientemente fiables para estudiar estos
procesos y los pocos estudios que han tratado de determinar la localizacion
subcelular de cationes han resultado ser, en general, demasiado simplistas ya
gue asumian “de facto” que el 100% de los cationes intracelulares pertenecian
a la vacuola o al citoplasma ignorando otras estructuras y compartimentos
celulares (Okorokov et al 1980).
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OBIJETIVOS

El Objetivo de este trabajo es doble. Por una parte pretende establecer una
metodologia fiable para el aislamiento y analisis de cationes de los principales
orgdnulos de la levadura modelo Saccharomyces cerevisiae. Por otra parte se
busca la utilizacidn de ese procedimiento para obtener informacién sobre la
localizacién subcelular de potasio y sodio en levaduras mutantes,
pertenecientes a diversos géneros o crecidas en diferentes condiciones
ambientales.

RESULTADOS

Nuestro grupo ha puesto a punto recientemente un procedimiento en el que
tras aislar los principales organulos de la levadura, hemos analizado su
contenido en potasio y sodio. Lo hemos hecho en una cepa silvestre y en
diversos mutantes vacuolares. En resumen, hemos concluido que, en todos los
casos, los nucleos retienen cantidades importantes de potasio y sodio
(aproximadamente un 25-35% del total) y que el contenido de potasio del
citosol, aunque relativamente bajo, esta altamente regulado y se mantiene
aceptablemente constante cuando los niveles del catién en el medio son
limitantes. Por otra parte, los mutantes vacuolares mostraron una distribucion
intracelular de cationes alterada con cantidades mayores de potasio y sodio
en citosol y menores en vacuola probable consecuencia de los diversos
defectos que presentan en este orgdnulo. Finalmente, todas las cepas
contenian un porcentaje pequefo pero significativo de cationes en reticulo
endopldsmico, Golgi y mitocondrias (Herrera et al 2013)

Actualmente estamos ampliando nuestro estudio a otras cepas de S.
cerevisiage y a nuevas levaduras que, por sus peculiaridades ecoldgicas y
fisiolégicas, puedan resultar de interés. De esta manera, hemos determinado
la localizacion subcellular de potasio en mutantes (trk1,2) carentes del
principal transportador del catidn de la membrana plasmatica y lo hemos
realizado en dos condiciones distintas: utilizando células que crecieron en
altas concentraciones del cation (50 mM KCI, condiciones en las que crecen de
manera similar a la cepa silvestre) y utilizando células creciendo en
condiciones limitantes para el doble mutante trk (5 mMKCI). Los resultados,
gue se mostraran durante la presentacion oral, indican que en alto potasio las
dos cepas acumularon cantidades totales de potasio similares y que no hubo
grandes diferencias en su compartimentacion aunque se midieron valores algo
mas bajos en el nucleo y la vacuola y valores algo mas altos en la fraccion
citoplasmatica del mutante. Las diferencias fueron mucho mas importantes
cuando las dos cepas crecieron en 5 mM de KCI. En estas condiciones la cepa
control crece sin problemas pero el mutante presenta un crecimiento
defectivo debido a sus problemas para transportar potasio al interior celular.
De esta manera, el potasio intracelular total del mutante sélo alcanzé poco
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mas de la mitad del valor medido en la cepa control. Estas diferencias se
vieron reflejadas en todos los organulos con disminuciones importantes en el
contenido de potasio. Es resefiable que la fraccidn citoplasmatica fue la que,
en proporcion, mantuvo valores mds cercanos a los de la cepa silvestre, lo que
confirma la importancia del mantenimiento de cantidades de potasio
citosodlico lo mas constantes posible frente a situaciones de cambio en el
exterior.

Por ultimo cabe mencionar que, como se ha indicado anteriormente, estamos
interesados en el estudio de otras levaduras de las denominadas no-
convencionales. En este sentido, pretendemos analizar el caso de
Debaryomyces hansenii, una levadura de ambientes salinos e inclusora de
sodio (Ramos et al 2011). Habitualmente se ha aceptado que un posible
determinante de halotolerancia en este organismo podria residir en una muy
eficiente capacidad de secuestrar el sodio en ciertos organulos manteniendo
un citoplasma practicamente libre del cation pero una hipdtesis alternativa es
la posibilidad de que esta levadura se haya adaptado a utilizar sodio en las
diversas funciones fisioldgicas para las que se usa habitualmente solo potasio
y, de esta manera, no seria intoxicada por el cation. Actualmente trabajamos
en la adaptacién de nuestro protocolo a las peculiaridades de D. hansenii
(menor tamafio, pared celular mas resistente...) con el fin de poder dar
respuesta a las hipdtesis alternativas y no mutuamente excluyentes, que se
han planteado.

REFERENCIAS
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DEPARTAMENTO E INSTITUCION

Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia. Instituto
Maimadnides de Investigacion Biomédica de Cérdoba (IMIBIC)/Hospital
Universitario Reina Sofia/Universidad de Cdrdoba.

CIBER Fisiopatologia de la Obesidad y la Nutriciéon (CIBERObn), Instituto
de Salud Carlos IlI.

LINEAS DE INVESTIGACION

1. Fisiopatologia del tejido adiposo. Identificacion mediante técnicas
Omicas y caracterizacién de biomarcadores de disfuncién de tejido
adiposo en obesidad y lipodistrofia. Adipobiologia. Regulacion de
trafico intracelular de proteinas y lipidos. Regulacion del metabolismo
lipidico en adipocitos.

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA



mailto:bc2alaf@uco.es
mailto:z32creck@uco.es
mailto:bc1ganas@uco.es

114

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES
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10:M111.008094.
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PONENCIA (Linea 2)

NUEVOS MARCADORES CELULARES DE OBESIDAD Y
ENFERMEDAD METABOLICA

El grupo de Adipobiologia esta interesado en la identificaciéon de
biomarcadores del tejido adiposo que definan la asociacidon de la
disfuncién de dicho tejido con el desarrollo de enfermedades
metabdlicas (resistencia a insulina y diabetes de tipo 2, y patologias
asociadas), como ocurre en condiciones de exceso (obesidad) o defecto
(lipodistrofia) del mismo. En este mismo contexto, nos interesa
determinar los mecanismos moleculares que definen la transicién
desde la obesidad sin complicaciones metabdlicas a aquella asociada a
enfermedad metabdlica (obesos metabdlicamente sanos —-MHO- vs.
resistentes a insulina o con diabetes de tipo 2 —-MUO-), asi como los
responsables de la recuperacion de la normalidad metabdlica
observada tras cirugia bariatrica.

Para alcanzar dichos objetivos, nuestro grupo aplica una estrategia
multidispciplinar que incluye estudios de biologia celular, biologia
molecular, regulacion de la expresion génica y andllsis protedmicos. En
particular, hemos caracterizado el perfil protedmico del tejido adiposo
de pacientes metabdlicamente sanos y pacientes insulino resistentes
antes y un afo después de someterse a cirugia baridtrica. Hemos
identificado 49 proteinas que se agrupan en 3 grupos bioldgicos
atendiendo a su funcién: proteinas asociadas al citoesqueleto,
relacionadas con angiogénesis y con metabolismo celular.

Dentro de las proteinas relacionadas con el citoesqueleto,
identificamos una que no habia sido previamente caracterizada en
tejido adiposo, Septin 11 (Septll), una GTPasa de la familia de las
septinas, que han sido definidas como el cuarto componente del
citoesqueleto {Mostowy, 2012 #205}. Nuestros primeros hallazgos
indican que Sept11 se expresa preferencialmente en adipocitos cuando
se compara con la expresion en los demas tipos celulares del tejido
adiposo. Ademas, la expresidon de Septll estd elevada en diversos
depdsitos grasos (tejido adiposo subcutaneo y visceral) de pacientes
obesos normoglucémicos y/o insulino resistentes, estd regulada por
estimulos lipoliticos (agonistas de receptores [3-adrenérgicos como el
isoproterenol y agentes pro-inflamatorios como TNF-a y LPS) vy
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lipogénicos (insulina). En conjunto, estos resultados sugieren una
relacion entre Septll y el desarrollo de obesidad e insulino resistencia.

Para profundizar en la caracterizacion de la posible funcién de Septll
en adipocitos, hemos investigado su distribuciéon en estas células en
relacion a diferentes componentes del citoesqueleto, con los que se ha
demostrado que interaccionan las septinas {Kinoshita, 2002 #208}.
Estudios de microscopia confocal de Septll en adipocitos 3T3-L1
diferenciados (dia 8-9) muestran que esta proteina forma anillos en la
superficie celular, con una distribucién similar a las caveolas, que son
estructuras especializadas de la membrana plasmatica enriquecidas en
actina {Richter, 2008 #365}. Ademas, en adipocitos en diferenciacién,
murinos o humanos, Septll tiene una distribucién similar a las fibras
de estrés de actina, en algunos casos asociadas a las gotas lipidicas.
Finalmente, hemos identificado el interactoma de Sept11 en adipocitos
mediante ensayo de doble hibrido de levadura, que incluye desde
proteinas relacionadas con la polimerizaciéon de actina (ARHGAP21) a
transportadores de acidos grasos (FABP5).

En definitiva, nuestros resulatdos permiten identificar a Septll como
un nuevo elemento basico del citoesqueleto asociado a actina y
estructuras relacionadas, las caveolas, que puede jugar un papel en la
adaptacion de la fisiologia celular del adipocitos a un incremento de su
metabolismo.
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Sesion Tercera
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PONENCIA

NUEVAS HERRAMIENTAS MOLECULARES PARA LA
IDENTIFICACION  DE  RESPUESTAS  BIOLOGICAS A LA
CONTAMINACION AMBIENTAL

Noelia Morales-Prieto, Ricardo Fernandez-Cisnal y Nieves Abril
RESUMEN

El estudio de situaciones de estrés ambiental precisa del conocimiento
de la respuesta bioldgica a los contaminantes. Esta respuesta resulta
compleja de interpretar por los numerosos los factores que influyen
en la misma, asociados a procesos de sinergismo/antagonismo entre
los contaminantes y la interaccion con sustancias presentes en los
ecosistemas. Por ello se hace necesario el uso integrado de
herramientas analiticas muy potentes que informen de forma
simultanea sobre las biomoléculas que participan en los mecanismos
de defensa y el restablecimiento de los ciclos homeostaticos alterados
por la contaminacién. Las metodologias dmicas ofrecen grandes
posibilidades en este sentido. La integracién de los resultados
obtenidos mediante su aplicacién tanto en animales de vida libre como
en experimentos de exposicion controlas en laboratorio, estd
permitiendo identificar nuevos biomarcadores moleculares, no
sesgados y altamente discriminatorios, que pretendemos convertir en
una herramienta precisa y asequible tanto para la deteccién temprana
de contaminantes especificos como para la monitorizacién rutinaria de
la calidad ambiental.

INTRODUCCION

El Parque Nacional de Dofana (PND), declarado Reserva de la Biosfera
y Patrimonio de la Humanidad, es hoy un ecosistema en estado critico
debido a la entrada, a través de los numerosos acuiferos que lo riegan,
de contaminantes procedentes de las actividades industriales y
agricolas que se desarrollan en su entorno. Los biomarcadores
convencionales sélo proporcionan informacién de un ndmero limitado
de pardametros, lo que han impulsado la introduccién de las
metodologias de informacién masiva (las Amicas) en estudios
medioambientales{Abril, 2011; Lopez-Barea, 2006; Abril, 2011; Lopez-
Barea, 2006}. Las metodologias dmicas (transcriptomica, protedmica,
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metaboldmica) persiguen el conocimiento del conjunto de transcritos,
proteinas y metabolitos que se expresan en una célula, tejido u
organismo en un tiempo determinado. Mediante proyectos
integradores de resultados obtenidos por métodos bioldgicos,
bioquimicos y quimicos, convencionales o de Uultima generacion
(algunos en vias de desarrollo), de respuestas dirigidas o masivas, etc.,
pretendemos obtener una vision global de los procesos que se
producen en el ambiente entre contaminantes y animales de vida libre
capturados en ecosistemas terrestres y acuaticos del entorno de
Dofiana{Abril, 2014; Garcia-Sevillano, 2014; Garcia-Sevillano, 2012}.

OBJETIVOS

El objetivo general del trabajo es la integracion de resultados
obtenidos por aproximaciones émicas (transcriptomica, proteémica y
metabolémica) para la identificacion de biomarcadores y su aplicacion
a la evaluacion de la calidad ambiental de ecosistemas terrestres y
acuaticos. Asimismo, se pretende evaluar la respuesta biolégica a
contaminantes modelo en experimentos de exposicidon controlada en
laboratorio para dilucidar cudl es la base molecular subyacente a las
respuestas bioldgicas observadas frente a contaminantes individuales,
en exposiciones controladas, de modo que las respuestas bioldgicas
observadas en el campo permitan identificar con cierta seguridad qué
tipo de contaminante esta presente en el ecosistema. Un estudio final
con animales de campo permitira la validacién de los resultados
obtenidos en las experiencias de exposicion y el disefio de una
metodologia analitica integrada para una evaluacion segura de
ecosistemas.

RESULTADOS

Estudios con animales de campo: Utilizacion del raton moruno Mus
spretus como organismo bioindicador de contaminacion en el entorno
de Dofana. La técnica protedmica iTRAQ utiliza etiquetas isobaricas
para cuantificar proteinas. Con esta metodologia pudimos comparar
cambios cuantitativos en proteinas hepaticas de M. spretus capturados
en diversas areas del entorno de Dofana, con altos niveles de
contaminacidn por metales y pesticidas. El estudio funcional de estas
proteinas indicd diferentes estrategias defensivas en estos animales
procedentes de zonas contaminadas.
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Estudios con animales de campo: Utilizacion del cangrejo rojo
Procambarus clarkii como organismo bioindicador de contaminacion
en ecosistemas acudticos. Mediante protedmica 2-DE-DIGE se ha
identificado un conjunto de proteinas de P. clarkii diferencialmente
expresadas en las mismas zonas objeto de analisis transcriptémico,
encontrandose coincidencias que demuestran que algunos de los
cambios a nivel de proteinas tienen su origen en cambios a nivel del
correspondiente mRNA.

Se ha optimizado un método electroforético (1-DE y 2-DE) para la
determinacién de disulfuros proteicos, identificdndose un conjunto de
proteinas (e isoformas) oxidadas en animales problema en
comparaciéon con los de referencia, poniéndose de manifiesto que
algunas de las proteinas diferencialmente expresadas contienen tioles
susceptibles de oxidacién. El estrés oxidativo de los animales con
proteinas oxidadas se ha confirmado mediante la cuantificacién de los
niveles de malondialdehido.

La construccion de genotecas supresivas sustractivas (SSH) permite
hacer andlisis transcriptdmicos aun en ausencia de conocimiento
previo de las secuencias del organismo en estudio. Mediante SSH se
han podido identificar transcritos de P. clarkii diferencialmente
expresados en animales capturados en las zonas problema del entorno
de Dofiana. Los resultados se han validado mediante cuantificacién
absoluta por gRT-PCR vy verificado en individuos capturados en otras
zonas problema. Los genes diferencialmente expresados en animales
procedentes de zonas contaminadas indican alteraciones en los
patrones de expresion de proteinas implicadas en multiples procesos
bioldgicos, como la respuesta inmune innata, la respuesta a estrés y
regulacién del metabolismo.

Exposiciones controladas a contaminantes ambientales: Utilizacion de
ratones Mus spretus para la determinacion de las bases moleculares
de la toxicidad de contaminantes modelo como el DDE. A partir de
ratones M. spretus capturados hace pocas generaciones en la provincia
de Cadiz, hemos establecido una colonia en las instalaciones del SCAE
de la UCO que nos permite realizar exposiciones controladas a
contaminantes. Las consecuencias de la exposicién créonica a DDE
(diclorodifenil-dicloroetileno), un organoclorado derivado del DDT, de
alto impacto debido a su estabilidad y elevado grado de
bioacumulacién, se ha estudiado a nivel de transcritos mediante PCR-
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arrays. Esta metodologia permite la cuantificacién relativa de hasta 94
transcritos mediante gRT-PCR en tiempo real. El tratamiento con DDE
genero estrés oxidativo y dafios en el DNA y proteinas del higado de M.
spretus, induciendo apoptosis y respuesta inmune. El estrés oxidativo
se confirmd también cuantificando tioles oxidados en las proteinas y
niveles de peroxidacién lipidica.

REFERENCIAS

1.

Abril, N., et al., (2012) Omic approaches in environmental issues. J Toxicol
Environ Health A. 74:1001-1019.

Lopez-Barea, J. and J.L. Gomez-Ariza (2006) Environmental proteomics and
metallomics. Proteomics. 6: 51-62.

Abril, N., et al., (2014) Heterologous microarray analysis of transcriptome
alterations in Mus spretus mice living in an industrial settlement. Environ
Sci Technol. 48: 2183-2192.

Garcia-Sevillano, M.A., et al.,, (2014) Omics technologies and their
applications to evaluate metal toxicity in mice M. spretus as a bioindicator.
J Proteomics (en prensa).

. Garcia-Sevillano, M.A., et al., (2012) Biological response of free-living

mouse Mus spretus from Dofana National Park under environmental
stress based on assessment of metal-binding biomolecules by SEC-ICP-MS.
Anal Bioanal Chem. 404: 1967-1981.

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA



125

GRUPO BIO128

BIOLOGIA MOLECULAR DE LA ASIMILACION DE NITRATO EN ALGAS

COMPONENTES:

RESPONSABLE: Fernandez Reyes, Emilio...................... bblferee@uco.es
Galvan Cejudo, AUrOra .....cccvveeeeiveeeeeiiee e bblgacea@uco.es
LIamas AzUa, ANZEl......c.coeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e bb2llaza@uco.es
Gonzdlez Ballester, David....................... g62gobad@uco.es

José Javier Higuera Sobrino.................... b92hisoj@uco.es

Sanz Luque, Emanuel........cceveeeveenen. g92salue@uco.es

Chamizo Ampudia, Alejandro.................. b42chaaa@uco.es

Gonzalez Sdnchez, Zahira.........ccccueueeees gl2gosaz@uco.es

Ocaniia Calahorro, Francisco J................... bb2occaf@uco.es

Macias Gémez, Maria Isabel.................. bb2magom@uco.es

Onieva Jiménez, ROCIO.......ccccuevevrrennnee. g62onjir@uco.es

Jurado Oller, José Luis........ccccuerveeeurnne. b22juolj@uco.es

Calatrava Porras, M. Victoria .................n82capom@uco.es

DEPARTAMENTO E INSTITUCION

Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular, Campus de
Excelencia CeiA3, Universidad de Cordoba.

LINEAS DE INVESTIGACION

1. Sefializaciéon para la regulacién de la amilacion de nitrato y amonio.
2. Metabolismo del molibdeno y ensamblado de la apo-enzima.
3. Fotoproduccién de almiddn e hidrégeno.

PROYECTOS

P08-CVI-04157

Titulo del proyecto: Chlamydomonas como Organismo Modelo para el
Estudio de los transportadores de Nitrato/Nitrito y la adaptacién a las
condiciones ambientales

Entidad financiadora: Junta de Andalucia

Duracioén, desde: 01/01/2009 hasta 31/03/2014

Investigador responsable: Aurora Galvan Cejudo

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA



126

BFU2011-29338

Titulo del proyecto: Gendmica Funcional de la Asimilacién de
Nitrégeno y produccién de energia en Chlamydomonas

Entidad financiadora: MEC, Plan Nacional [+D+i

Duracion, desde: 28/01/2011 hasta: 31/12/2014

Investigador responsable: Emilio Fernandez Reyes

BIO-502

Titulo del proyecto: Sefializacién positiva y negativa para la asimilacion
de nitrato y la produccion de hidrégeno en Chlamydomonas

Entidad financiadora: Junta de Andalucia

Duracién, desde: 30/01/2014 hasta: 29/01/2017

Investigador responsable: Emilio Fernandez Reyes

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES

Chlamydomonas NZF1, a tandem-repeated zinc finger factor involved
in nitrate signalling by controlling the regulatory gene NIT2. Higuera JJ,
Fernandez E, Galvan A.

Plant Cell Environ. 2014 doi: 10.1111/pce.12305.

Combined intracellular nitrate and NIT2 effects on storage
carbohydrate metabolism in Chlamydomonas. Remacle C, Eppe G,
Coosemans N, Fernandez E, Vigeolas H.

J Exp Bot. 2014, 65:23-33. doi: 10.1093/jxb/ert339.

Nitric oxide controls nitrate and ammonium assimilation in
Chlamydomonas reinhardtii. Sanz-Luque E, Ocafia-Calahorro F, Llamas
A, Galvan A, Fernandez E.

J Exp Bot. 2013 64:3373-83. doi: 10.1093/jxb/ert175.

A unified nomenclature of NITRATE TRANSPORTER 1/PEPTIDE
TRANSPORTER family members in plants. Léran S, Varala K, Boyer JC,
Chiurazzi M, Crawford N, Daniel-Vedele F, David L, Dickstein R,
Fernandez E, Forde B, Gassmann W, Geiger D, Gojon A, Gong JM,
Halkier BA, Harris JM, Hedrich R, Limami AM, Rentsch D, Seo M, Tsay
YF, Zhang M, Coruzzi G, Lacombe B.

Trends Plant Sci. 2014, 19:5-9.doi: 10.1016/j.tplants.2013.08.008.

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA



127

Characterization of Chlamydomonas 102 and 104 mutants reveals
intermolecular complementation in the molybdenum cofactor protein
CNX1E. Chamizo-Ampudia A, Galvan A, Fernandez E, Llamas A.

Protist. 2013; 164:116-28. doi: 10.1016/j.protis.2012.04.003.

Ketocarotenoid biosynthesis in transgenic microalgae expressing a
foreign B-C-4-carotene oxygenase gene. Vila M, Galvan A, Fernandez E,
Ledn R.

Methods Mol Biol. 2012; 892:283-95. doi: 10.1007/978-1-61779-879-
5_17.

The Chlamydomonas reinhardtii molybdenum cofactor enzyme CrARC
has a Zn-dependent activity and protein partners similar to those of its
human homologue. Chamizo-Ampudia A, Galvan A, Fernandez E,
Llamas A.

Eukaryot Cell. 2011, 10:1270-1282

Molybdenum metabolism in the alga Chlamydomonas stands at the
crossroad of those in Arabidopsis and humans. Llamas A,
Tejada-Jiménez M, Fernandez E, Galvan A.

Metallomics 2011, 3: 578-590

Reverse Genetics in Chlamydomonas: A Moderate Throughput
Platform for Isolating Insertional Mutants. Gonzalez-Ballester D,
Pootakham W, Mus F, Yang W, Catalanotti C, Magneschi L, Higuera JJ,
de Montaigu A, Prior M, Galvén A, Fernandez E, Grossman AR

Plant Methods. 2011, 7:24.

Algae and humans share a molybdate transporter. Tejada-Jiménez M,
Galvan A, Fernandez E.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2011, 108(16):6420-6425

A soluble guanylate cyclase mediates negative signaling by ammonium
on expresidn of nitrate reductase in Chlamydomonas. de Montaigu A,
Sanz-Luque E, Galvan A, Fernandez E 8.

Plant Cell 2010, 22:1532-1548

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA



128

Transcriptional regulation of CDP1 and CYG56 is required for proper
NH," sensing in Chlamydomonas. de Montaigu A, Sanz-Luque E, Macias
MI, Galvan A, Fernandez E. (2010)

J Exp Bot. 2010, 62:1425-1437

Homeostasis of the micronutrients Ni, Mo and Cl with specific
biochemical functions. Tejada-liménez M, Galvan A, Fernandez E,
Llamas A (2009)

Curr Opin Plant Biol 2009, 12:358-863

The nodule inception-like protein 7 modulates nitrate sensing and
metabolism in Arabidopsis. Castaings L, Camargo A, Pocholle D,
Gaudon V, Texier Y, Boutet-Mercey S, Taconnat L, Renou JP, Daniel-
Vedele F, Fernandez E, Meyer C, Krapp A.

Plant J. 2009, 57:426-435

PONENCIA

GENOMICA FUNCIONAL DE LA ASIMILACION DE NITROGENO Y
PRODUCCION DE ENERGIA EN CHLAMYDOMONAS

Nuestro grupo utiliza el alga fotosintética eucariota y haploide
Chlamydomonas reinhardtii como sistema modelo para el estudio de
cuestiones fundamentales del conocimiento no bien conocidas en
organismos superiores mas complejos como plantas o animales. Para
ello utiliza estrategias de gendmica funcional y el aislamiento vy
caracterizaciéon de mutantes afectados en el (los) gen(es) de interés.

Actualmente enfocamos la atencién sobre los siguientes aspectos:

1. Definir y caracterizar funciones de proteinas/genes implicados en la
sefializacion positiva y negativa de la asimilacidn de nitrato.

El 6xido nitrico (NO) tiene un papel regulador importante tanto
transcripcional como post-transcripcional de la asimilacién de nitrato y
amonio, que hemos caracterizado. Hemos identificado cuatro
hemoglobinas truncadas cuya expresidon se regula por nitrégeno. Una
de ellas, la THB1, tiene actividad dioxigenasa y participa directamente
en la regulacidon de los niveles celulares de NO. Asimismo, hemos
identificado NZF1 como un factor de dedo de zinc repetido en tandem
qgue regula la poliadenilacién de NIT2, el factor transcripcional critico
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para la asimilacion de nitrato en el alga. Finalmente, estamos
caracterizando el Unico sistema NRT1 de Chlamydomonas, que tiene un
papel fundamental en la seializacion por nitrato.

2. Metabolismo del molibdeno y ensamblado de la apo-enzima.

El molibdeno es esencial para la construccién del sitio activo de
reduccidn de nitrato en la enzima nitrato reductasa, donde participa en
la forma activa de cofactor de molibdopterina (MoCo). La ruta de
biosintesis de MoCo es universal. Hemos identificado MOT1 como un
transportador de molibdato de alta afinidad que estd presente en los
diversos organismos a excepcién de animales. También hemos
identificado el transportador de molibdato MOT2 presente en
organismos eucaridticos (como el hombre) pero ausente en
procariotas. Recientemente, hemos identificado el sistema ARC de
reduccidon de hidroxiderivados de bases nitrogenadas, que resultan
toéxicos en diversos organismos procariotas y eucariotas. Se trata de
una molibdoenzima que permite la destoxificacion de estos
compuestos. El sistema ARC del alga Chlamydomonas es similar al de
humanos e implica citocromo b5 y citocromo b5 reductasa. La
proteina CrARC dimeriza e interaciona con el cit b5 con una
estequiometria 1:1.

3. Fotoproduccién de almiddn e hidréogeno.

La enzima mads importante para la produccidon de hidrégeno es una
[Fe]-hidrogenasa activa. Las condiciones mas comunes para conseguir
la producciéon de hidrégeno en Chlamydomonas son en primer lugar la
eliminacion de la fuente S, donde debido al desbalance inducido entre
la fotosintesis y la respiracion se induce la expresion de la hidrogenasa,
y en segundo lugar en anaerobiosis. Hemos identificado estirpes
mutantes de Chlamydomonas que poseen una capacidad aumentada
de almacenar almidén. Estos mutantes se han analizado para la
fotoproduccién de hidrdgeno. Hemos conseguido mejorar las
condiciones de fotoproduccién de hidrégeno en el alga en mas de
sesenta veces utilizando cultivos con acetato para producir una
respiracion muy activa y sin pretratamientos o preadaptacién de las
células.

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA



130

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA



131

GRUPO AGR231

GENOMICA Y MEJORA ANIMAL

COMPONENTES:

RESPONSABLE: Garrido Pavén, Juan José gelgapaj@uco.es
Moreno Lépez, Angela gelmoloa@uco.es

Morera Sanz, Luiz gmlmosal@uco.es

Lucena Martinez, Concepcion bcllumac@uco.es

Jiménez Marin, Angeles gm2jimaa@uco.es

Zaldivar Lépez, Sara vl12zalos@uco.es

Aguilar Jurado, Carmen toucherleciel@hotmail.com
Dominguez Martinez, Miguel madmO02@hotmail.com
Juber Herrera Uribe jurreral8@@hotmail.com

DEPARTAMENTO E INSTITUCION

Departamento de Genética. Departamento de Biologia Celular.
Universidad de Cérdoba.

LINEAS DE INVESTIGACION

Gendmica funcional de la interaccion patdégeno-hospedador en
especies animales de interés agroalimentario. El objetivo general es
laidentificacion del catdlogo completo de eventos moleculares que
ocurren simultdneamente como consecuencia de la expresién del
genoma y proteoma del patégeno y el hospedador durante la infeccién
por microbios patdgenos. El fin dltimo es el desarrollo de mejores
métodos de tratamiento y control de la enfermedad animal,
contribuyendo a la identificacion de dianas terapéuticas que permitan
desarrollar nuevos y eficientes protocolos de prevencién frente a los
principales patégenos de transmisién alimentaria.
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Martins RP, Aguilar-Jurado C, JE Graham, Carvajal A, Bautista R, Claros
MG, Garrido JJ. 2013. Pyroptosis and adaptive immunity mechanisms
are promptly engendered in mesenteric lymph-nodes during pig
infections with Salmonella enterica serovar Typhimurium. Veterinary
Research 44:120.
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Innate and adaptive immune mechanisms are effectively induced in
ileal Peyer's patches of Salmonella typhimurium infected pigs. Dev
Comp Immunol. 41(1):100-104.

Martins RP, Collado-Romero M, Arce C, Lucena C, Carvajal A, Garrido JJ.
2013. Exploring the immune response of porcine mesenteric lymph
nodes to Salmonella enterica serovar Typhimurium: an analysis of
transcriptional changes, morphological alterations and pathogen
burden. Comp Immunol Microbiol Infect Dis. 36(2):149-160.

Collado-Romero M, Martins RP, Arce C, Moreno A, Lucena C, Carvajal
A, Garrido JJ. 2012. An in vivo proteomic study of the interaction
between Salmonella Typhimurium and porcine ileum mucosa. Journal
of Proteomics 75(7): 2015-2026.

Collado-Romero M., Arce C., Ramirez-Boo M., Carvajal A., Garrido JJ.
2010. Quantitative analysis of the immune response upon Salmonella
typhimurium infection along the porcine intestinal gut. Veterinary
Research 41:23.

PONENCIA

ESTUDIO DE LA INTERACCION SALMONELLA-HOSPEDADOR MEDIANTE
SECUENCIACION DEL TRANSCRIPTOMA (RNAseq). CARACTERIZACION
DEL INTERACTOMA EN UN SISTEMA CELULAR MODELO: EL
NEUTROFILO.

RESUMEN

La salmonelosis es una enfermedad que, ademas de tener graves
consecuencias para la salud humana, provoca grandes pérdidas
econdmicas en ganaderia. Para poder desarrollar estrategias
preventivas ante dicha enfermedad, es necesario entender Ia
naturaleza de la infeccién, empezando por las “armas” que la bacteria
usa para invadir y replicarse en los tejidos y sus consecuencias en el
sistema inmune del hospedador. Cuando Salmonella typhimurium
penetra el epitelio intestinal, se produce un reclutamiento de fagocitos
(entre ellos neutrdéfilos) a los tejidos, estableciendo asi la primera
barrera inmune ante la infeccion. Con este trabajo hemos investigado
el interactoma (transcriptoma de la interaccion patégeno-hospedador)
mediante Dual RNAseq, observando que muchos de los genes
sobreexpresados por Salmonella typhimurium durante la infeccién
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afectan procesos de fosforilacidon, necesarios en rutas de sefializacidon
del sistema inmune del hospedador. Asimismo, los genes
pertenecientes a dichas rutas se encuentran diferencialmente
expresados.

INTRODUCCION

Salmonella spp. es una bacteria de transmisién alimentaria
(principalmente por consumo de carne de pollo y cerdo) que provoca
alta morbilidad y mortalidad en personas. La salmonelosis es
considerada la segunda zoonosis mas importante a nivel mundial,
afectando a mas de 90 millones de personas al afio [1], de las cuales
unas 100.000 estdan en la Unidon Europea [2]. Tras el exitoso
establecimiento de sistemas y programas de control en ganaderia
avicola, el cerdo se ha convertido en la principal fuente de infeccion en
la Unidn Europea (56.8% de los casos).

La Salmonelosis porcina no tifoidea causa infecciones intestinales que
ademas de su importancia clinica, producen pérdidas econdmicas a los
productores y ganaderos y constituyen un riesgo para la seguridad
alimentaria; ademas, el cerdo también actia como reservorio de la
enfermedad, siendo diseminador de ésta por  heces.
Sorprendentemente, la respuesta del hospedador a la infeccidn
bacteriana a nivel tisular estd poco estudiada y, sin duda, su
conocimiento ayudaria a explicar el origen de la enfermedad y cédmo
puede tratarse o prevenirse. Tras su entrada por via digestiva,
Salmonella penetra el epitelio intestinal mediante diferentes vias, y
pronto se encuentra con la primera linea de defensa en la respuesta
inmune innata: los fagocitos, principalmente macréfagos y neutroéfilos
[3]. En esta etapa de la infeccidn, el objetivo es eliminar al patégeno
mediante fagocitosis para controlar la enfermedad. Previos estudios
realizados por nuestro grupo han demostrado que la infeccién
intestinal por Salmonella typhimurium provoca un reclutamiento de
fagocitos (entre ellos neutrdfilos) a los tejidos, que permite limitar el
alcance de la infeccion [4].

En los ultimos afios, los avances en el desarrollo de nuevas tecnologias
gendmicas han permitido realizar estudios transcriptémicos a nivel
global (genoma completo), bien usando sondas representativas de los
genes (micromatrices) [5], o bien realizando secuenciacion masiva de
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transcritos tanto del hospedador como del patégeno (dual RNA-seq)
[6].

OBIJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son el estudio transcriptomico de los
genes implicados en la respuesta inmune del hospedador (cerdo) ante
el patégeno (Salmonella), y el estudio transcriptdmico del patégeno
frente al hospedador (mecanismos de virulencia), a través de la
secuenciacién del transcriptoma de ambos organismos (“dual
RNAseq”)

RESULTADOS

ARN procedente de muestras de neutréfilos controles e infectados con
Salmonella typhimurium se envid a secuenciar mediante RNAseq
(lumina) a la plataforma de Gendmica Funcional del Instituto de
Investigacion Biomédica (IRB) de Barcelona. El analisis estadistico se
realizd en la Plataforma Andaluza de Bioinformatica (PAB) de la
Universidad de Malaga.

Las librerias de RNAseq fueron creadas de manera que ademas de
eucariotas, se pudieran secuenciar también transcritos de procariotas.
Se obtuvieron una media de 70 millones de lecturas por muestra, de
las cuales alrededor del 25% pertenecian a Salmonella en las
infectadas. Se realizé un control de calidad en las muestras crudas,
limpidandolas de adaptadores y secuencias contaminantes, vy
descartando las que no pasaban un minimo de calidad (phred score >
20).

Las lecturas limpias fueron mapeadas frente al transcriptoma del cerdo
(Sscrofal0.2), lograndose un mapeo del 74% sobre la referencia. El
calculo de expresién diferencial se realizd mediante 4
algoritmos/herramientas diferentes, paramétricas y no paramétricas.
Una vez obtenidos los resultados de cada analisis (p-value corregido
por FDR < 0.05), se identificaron mediante un analisis de Venn 387
genes (incluyendo 4 ncRNA) diferencialmente expresados que son
comunes a los 4 analisis. De estos genes, 103 estan reprimidos,
mientras que 284 se encuentran sobreexpresados.

Alrededor de un 25% de las lecturas de las muestras infectadas
mapearon al genoma de Salmonella typhimurium. Como de este
estudio tenemos muestras soélo de los neutrdéfilos infectados (es decir,
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no tenemos referencia para poder comparar), se uso el transcriptoma
de Salmonella typhimurium LT2 como referencia (disponible
publicamente en la base de datos del European Nucleotide Archive). De
un total de 207 genes diferencialmente expresados (p-value corregida
< 0.05), la mayoria lo hacen en sobreexpresion (n=117).

El andlisis de los genes diferencialmente expresados, asi como de las
funciones bioldgicas y rutas candnicas en las que estan implicados,
indican que el principal mecanismo de infeccidn de la Salmonella es
sobreexpresando genes que afectan la fosforilaciéon en el hospedador.
De esta manera, la bacteria provoca una disregulacion de rutas de
sefializacion del sistema inmune innato (mediados por kinasas, Figura
1). Ademads, y con el objetivo de alargar su supervivencia, Salmonella
también inhibe mecanismos de apoptosis del neutroéfilo
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Figura 1. Consecuencia de la infeccién con Salmonella typhimurium
sobre la ruta de sefializacién del interferén en los neutroéfilos porcinos

CONCLUSION

El objetivo de nuestro grupo de investigacion es establecer modelos
para el estudio de la interaccion patégeno-hospedador (interactoma).
En el presente trabajo ha sido estudiado un modelo de respuesta de
neutréfilos frente a Salmonella mediante “dual RNAseq”. El estudio
transcriptomico llevado a cabo nos ha permitido caracterizar con
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mayor profuncidad los mecanismos de infeccidon del patdgeno, asi
como su efecto modulador en la respuesta de la célula hospedadora.
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PONENCIA

CAENORHABDITIS  ELEGANS, UN GUSANO PARA ESTUDIAR
TRASTORNOS DEL COMPORTAMIENTO EN HUMANOS. APLICACIONES
AL ESTUDIO DE LOS TRASTORNOS DEL ESPECTRO AUTISTA

RESUMEN

En los ultimos afios se han producido avances significativos en el
conocimiento de las causas que pueden originar trastornos del
espectro autista (TEA). La alteracién de las conexiones neuronales
durante el desarrollo del sistema nervioso podria explicar el origen de
estos trastornos. Existen varias estrategias para tratar de determinar
las causas que originan los TEA. En los estudios genéticos con pacientes
es esencial establecer subgrupos en base a caracteristicas fenotipicas
bien definidas o sub-fenotipos y antecedentes familiares.
Posteriormente estos se estudian con diferentes herramientas de
analisis genéticos y técnicas gendmicas. Estas estrategias se pueden
combinar con otras basadas en utilizar cultivos celulares o/y
organismos modelos para profundizar en los mecanismos moleculares
implicados. El animal modelo mas utilizado es el ratédn. En nuestro
laboratorio hemos sido pioneros en utilizar el nematodo
Caenorhabditis elegans como sistema experimental para analizar in
vivo mecanismos neurobioldgicos bdsicos implicados en TEA. La
ventaja de este sistema es su simplicidad, ya que el nematodo adulto
posee solo 302 neuronas perfectamente cartografiadas de un total de
959 células somaticas. Ademads, mas del 80%, de las proteinas de C.
elegans son homologas a proteinas humanas. En este sentido nuestro
grupo ha podido demostrar que determinadas proteinas humanas,
neuroliguina-1, alpha-neurexina-1 y beta-neurexina-1, que intervienen
en la sinapsis neuronal y que han sido implicadas en casos de TEA, son
funcionales en el nematodo. Ademads, alteraciones del
comportamiento relacionadas con la dopamina y la serotonina en
mutantes deficientes en neuroliguina de C. elegans, fueron
recuperadas con farmacos ampliamente usados para el tratamiento de
trastornos del comportamiento humano: metilfenidato (un inhibidor
de la recaptacidn de la dopamina) y fluoxetina/Prozac (inhibidor de la
recaptacion de la serotonina). Por otra parte hemos podido demostrar
qgue por medio de mecanismos epigenéticos la testosterona, hormona
gue ha sido propuesta como posible causa de originar caracteristicas
fenotipicas autisticas, es capaz de inducir cambios en el sistema
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nervioso en el nematodo. Otros farmacos como los antisicéticos
risperidona y aripirazol también estan siendo analizados en nuestro
grupo. Por lo tanto, C. elegans, aunque muy apartado a nivel evolutivo
de los mamiferos, permite llevar a cabo experimentos para esclarecer
mecanismos neurobioldgicos con estrategias que no son posibles con
otros modelos animales.

INTRODUCCION

El concepto de autismo ha evolucionado significativamente desde su
primera definicién, hace ya unos 70 afios {Kanner, 1968}. Hoy dia sigue
siendo motivo de un profundo debate y diferentes interpretaciones.
Actualmente el autismo se define como un trastorno que se caracteriza
por dos tipos de sintomas a) déficits persistentes de comunicacién e
interaccion social, y b) patrones restringidos y repetitivos de
comportamiento, actividades o intereses. Estas caracteristicas son las
recogidas en la ultima versidon del Manual Diagndstico y Estadistico de
los Trastornos Mentales DSM-5 {DSM-5, 2013}. En esta nueva version
aparecen modificaciones significativas respecto a la version anterior
DSM-IV {DSM-IV-TR, 2000}. En el DSM-IV se definian cinco categorias
diagnésticas dentro de lo que se denominaba Trastornos
Generalizados del Desarrollo: a) Trastorno Autista, b) Trastorno de
Rett, c) Trastorno Desintegrativo Infantil, d) Trastorno de Aspergery e)
Trastorno Generalizado del Desarrollo no Especificado. En el nuevo
manual DSM-5, todas las categorias se engloban en una sola,
denominada Trastornos del Espectro Autista (TEA), a excepcion del
sindrome de Rett que se considera una categoria independiente
porque tiene una etiologia genética conocida (mutaciones en el gen
MECP2). Pero las personas con TEA no sélo presentan las dos
caracteristicas diagndsticas recogidas en el DSM-5. Pueden aparecer
asociados otros sintomas no necesariamente relacionados entre si, que
no son los mismos en todos los casos, ni se dan con la misma
intensidad y que pueden solapar con otros trastornos del desarrollo y
del comportamiento. Existe ademas mucha variabilidad en el cociente
intelectual y en la capacidad de articular el lenguaje. Es decir, los
pacientes diagnosticados con TEA forman un grupo muy heterogéneo
gue presentan caracteristicas clinicas muy diversas. TEA o “autismo”
no es un trastorno Unico en si, sino un continuo que varia mucho en
grado y forma. Una persona con TEA se encuentra en algun lugar de un
amplio espectro que va del “bajo” a “alto” funcionamiento, en base a
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un coeficiente intelectual de menos o mas de 70-80, respectivamente;
y a una capacidad de comunicacién que puede oscilar entre la ausencia
del habla, a un uso del lenguaje bien articulado.

OBIJETIVOS

La utilizacién de C. elegans como organismo modelo para crear un
escenario experimental que facilite el estudio genético de
componentes sinapticos implicados en TEA. Extrapolar los resultados
obtenidos a humanos para poder explicar mecanismos neurobioldgicos
gue intervienen en TEA y otros trastornos del desarrollo.

RESULTADOS

En C. elegans los genes nrx-1 y nlg-1 son homoélogos a los genes
humanos que codifican alfa- y beta-neurexinas, y neuroliguinas
respectivamente. Los dominios funcionales en estas proteinas estan
conservados en humanos y el nematodo. El porcentaje de identidad
entre alfa- y beta-neurexinas é neuroliguinas entre ambas especies
varia entre el 22 y el 32%.

Hemos podido demostrar que neuroliguinas y neurexinas humanas son
funcionales en el nematodo {Calahorro, 2012; Calahorro, 2013}. Este
hecho demuestra que aunque C. elegans esté muy apartado a nivel
evolutivo de los mamiferos, es un buen modelo para llevar a cabo
experimentos que no son posibles con otros modelos animales, y que
ayuden a esclarecer mecanismos a nivel molecular que puedan estar
implicados en TEA. La Figura 1 muestra un ejemplo de los resultados
en los se puede observar como un mutante deficiente en el gen nrx-1
recupera la capacidad de exploracidn en animales transgénicos que
expresan isoformas de alfa- o beta-neurexina humanas.

Otras observaciones relacionadas con estas proteinas sindpticas se
refieren al hecho de que los mutantes deficientes en neuroliguina y
neurexinas tienen afectados comportamientos que dependen de rutas
dopaminérgicas y serotonérgicas. Estas alteraciones fueron
recuperadas con farmacos ampliamente usados para el tratamiento de
trastornos del comportamiento humano: metilfenidato (un inhibidor
de la recaptacion de la dopamina) y fluoxetina/Prozac (inhibidor de la
recaptacion de la serotonina) {lzquierdo, 2013}. En la Figura 2 se
muestra un ejemplo de los resultados con metilfenidato. En este caso
la BSR (basal slowing response), relacionada con la dopamina, es
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deficiente en un mutante nlg-1, pero se recupera en presencia de
metilfenidato.

(b)

Plates, day 0 Plates, day 5
(20 worms) (tracks of worms)

¢

Images coverted to
binary format

N
8

g

The dark areais
measured with
ImageJ® software

*
*
*

explored area fraction
™
8

(=]

Figura 1. Rescate de la capacidad de exploracion en mutantes nrx-1 de C.
elegans mediante microinyeccion de cDNAs correspondientes a los genes
alfa- and beta-NRXN-1 humanos. (a) Ensayos que muestran que los mutantes
nrx-1 pierden la capacidad de exploracién en un medio sin comida. El fenotipo
tipo silvestre se recupera cuando en dichos mutantes se expresan neurexinas
humanas. (b) y (c) Muestra los resultados de la cuantificacion del area
explorada por los nematodos. En estos experimentos se colocaban 20 gusanos
en el centro de una placa de Petri sin comida y lo que se mide en la huella que
dejan al cabo de varios dias {Calahorro, 2013}.

Otros resultados destacables se refieren al efecto de la testosterona
{Gamez-Del-Estal, 2014}. La exposicidon de elevadas cantidades de esta
hormona ha sido relacionada con el desarrollo de rasgos autistas
durante el desarrollo prenatal {James, 2014}. La testosterona es capaz
de afectar al comportamiento del nematodo y ademds parece actuar
mediante mecanismos epigenéticos. Estos cambios epigenéticos se
mantienen hasta la cuarta generacién. Este resultado podria esclarecer
algunos de los mecanismos moleculares por los que actuaria la
hormona {Gamez-Del-Estal, 2014}. En humanos también hay indicios
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de que la accién de la testosterona puede estar relacionada con
mecanismos epigenéticos {Baum, 2009}.

Wild type

Body bends / 20 seconds
Body bends / 20 seconds

Bacteria:  _ + = + Bacteria: _ + = +

M BSR [ Methylphenidate response

Figure 2. Efecto del metilfenidato en la respuesta dopaminérgica “BSR” en
la estirpe silvestre N2 y deficiente en neuroliguina (nlg-1). (a) Como
consecuencia de que el metilfenidato inhibe el transportador de la serotonina
se produce un incremento de la dopamina en el espacio sinaptico y un
incrementa en la BSR. (b) El mutante nig-1 es deficiente en dicha respuesta
BSR, dependiente de la dopamina, pero en presencia de metilfenidato se
observa una respuesta BSR similar al de la estirpe silvestre {lzquierdo, 2013}.

Finalmente, comentar que aunque las causas exactas de los trastornos
del espectro autista (TEA) siguen siendo desconocidas, la atencién
médica utiliza terapias psicoldgicas y tratamientos farmacolégicos para
paliar determinados sintomas que pueden estar asociados a TEA. La
irritabilidad-agresividad es uno de ellos. El aripiprazol y la risperidona,
ambos clasificados como farmacos antipsicoticos atipicos, son los
Unicos farmacos aprobados por la FDA (Food and Drug Administration)
para tratar dichos sintomas {McPheeters, 2011}. Estamos utilizando C.
elegans como modelo para analizar comparativamente los
mecanismos de accion de la risperidonay el aripiprazol. Los resultados
obtenidos permitirian determinar el mecanismo de accidn y genes que
pudieran estar implicados en la respuesta a estos farmacos en
humanos. El analisis de la secuencia de dichos genes en los pacientes
permitiria establecer una correlacién con las respuestas especificas
observadas en los ensayos clinicos.

El Trastorno del Espectro Autista no es un unico trastorno, sino
muchos trastornos con etiologias diferentes que coinciden en
determinados sintomas. Los resultados que estan surgiendo de la

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA



144

investigacion estan contribuyendo a determinar las causas de algunas
de las formas de autismo y ayudan a esclarecer los mecanismos por los
cuales se produce el trastorno. Conocer las causas y los mecanismos a
nivel molecular que subyacen en estos trastornos es fundamental para
poder encontrar y aplicar terapias adecuadas. En algunos casos de TEA
es posible paliar algunos de los sintomas mediante diferentes terapias,
entre las que se incluyen psicoterapéuticas y farmacoldgicas. No hay
gue descartar que algunos casos de TEA puedan tener cura.
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GRUPO CTS985

GRUPO DE INVESTIGACION EN REGENERACION MUSCULAR

COMPONENTES:

RESPONSABLE: Pefia Amaro, José (1)|cm1peamj@uco.es|
Agiiera Vega, Antonio J

Benito Ysamat, Alberto'?

Cambrén Carmona, Angelam

Casado Ruiz, Julia™

Garcia Ortega, M2 José®
Giovanetti Gonzélez, Rubén!
Heredia Torres, Angela®®

Jimena Medina, Ignacio Maria™

Leiva Cepas, Fernando™ ‘ﬂﬂeivacepas@gmaiI.com!

Lépez Martos, Ricardo
(3) (6)

()

Mayordomo Riera, Fernando
Montero Pérez-Barquero, Rafael
Mufioz Cabello, Laura®

Pefia Toledo, M2 Angelesm

Ruz Caracuel, Ignacio(”

Tallén de Lara, Carmen'”

Zurita Lozano, Soledad”

DEPARTAMENTO E INSTITUCION

(1) Departamento de Ciencias Morfolégicas. Area de Histologia.
Facultad de Medicina y Enfermeria. Universidad de Cérdoba.

(2) U.G.C. de Rehabilitacion y Medicina Fisica Hospital Universitario
Reina Sofia. Servicio Andaluz de Salud. Cérdoba

(3) U.G.C. de Radiodiagndstico. Hospital Universitario Reina Sofia.
Servicio Andaluz de Salud. Cérdoba.

(4) Unidad Docente de Medicina Familiar y Comunitaria de Cérdoba
(Zona 1). Servicio Andaluz de Salud. Cérdoba.
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U.G.C. de Cirugia Maxilofacial. Hospital Universitario Virgen del
Rocio. Servicio Andaluz de Salud. Sevilla.

Departamento de Ciencias Sociosanitarias, Radiologia y Medicina
Fisica. Facultad de Medicina y Enfermeria. Universidad de
Cérdoba

U.G.C. de Neurologia. Coordinadora de Ensayos Clinicos. Hospital
Universitario Reina Sofia. Servicio Andaluz de Salud. Cérdoba

LINEAS DE INVESTIGACION

1.

HISTOLOGIA DE LA REGENERACION MUSCULAR: Estimulacién de la
miogénesis por extractos musculares. Participacion de los pericitos
en la regeneraciéon muscular. Perfil histoquimico e
inmunohistoquimico de la célula satélite en musculo postmortem.
Control ecografico del proceso de regeneracion muscular.
INGENIERIA TISULAR EN MUSCULO ESQUELETICO: Implantacién de
tejido adiposo en musculo esquelético. Reconstruccién muscular
con matrices decelularizadas. Elaboracién por ingenieria tisular de
constructos para la neoformaciéon muscular.

MIOPATOLOGIA EXPERIMENTAL: Histologia muscular en modelos
animales de esclerosis multiple. Miotoxicidad del acido 3-
nitropropidnico. Caracterizacion de tipos de fibras musculares tras
la administracién de anestésicos locales.

PATOLOGIA MUSCULAR HUMANA: Estudio de biopsias musculares
en pacientes trasplantados. Regeneracion en musculo esquelético
humano.

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES

Jimena |, Tasset |, Lopez-Martos R, Rubio AJ, Luque E, Montilla P, Pefia
J, Tdnez | (2009) Effects of magnetic stimulation on oxidative stress and

skeletal muscle regeneration induced by mepivacaine in rat. Medicinal
Chemistry, 5: 44-49.

Rodriguez-Bies E, Santa-Cruz S, Fontan A, Peiia J, Berral FJ, Carrion AM,

Navas P, Lopez-Lluch G (2010) Muscle physiology changes induced by

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA



151

every other day feeding and endurance exercise in mice: effects on
physical performance. PloS ONE, 5: e13900-1 - e13900-12.

Jimena |1, Leiva-Cepas F, Rubio AJ, Luque E, Villalba R, Pefia J (2011)
Degree of histological recovery in skeletal muscle after reconstruction
by adipose tissue implantation. Histology & Histopathology, 26: 430-
431.

Jiménez-Diaz F, Jimena |, Luque E, Mendizabal S, Bouffard A, Jiménez-
Reina L, Pefa J (2012) Experimental muscle injury: correlation between
ultrasound and histological findings. Muscle & Nerve, 45: 705-712

Ruz-Caracuel |, Leiva-Cepas F, Luque E, Jimena |, Pefia J (2013)
Relaciones topograficas entre capilares, fibras musculares y células
satélites durante la regeneracién. Actualidad Médica, 98: 27-32.

PONENCIA

ESTUDIOS EXPERIMENTALES EN MEDICINA REPARATIVA DEL MUSCULO
ESQUELETICO

INTRODUCCION

La medicina regenerativa se centra en el desarrollo de terapias
destinadas a sustituir, reparar o promover la regeneracién del tejido
lesionado o enfermo. En el caso del musculo esquelético podemos
diferenciar, al menos desde un punto de vista experimental, tres
estrategias basicas (1,2): (i) el implante o trasplante celular, (ii) la
creacion de drganos artificiales por medio de ingenieria tisular y (iii) la
estimulacion de la propia y natural capacidad regenerativa. En todas
ellas, su fundamento radica en el propio proceso regenerativo que, en
el caso del musculo esquelético es muy bien conocido que posee una
gran potencia regenerativa para hacer frente a la lesion.

La regeneracion muscular es un proceso complejo en el cual
intervienen, y se superponen de forma coordinada, diferentes tipos
celulares y componentes de la matriz extracelular que cambian sus
genotipos, maduran y secretan y son afectados por diferentes

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA



152

componentes humorales, creando un microambiente tisular complejo
pero perfectamente programado para la recuperacién estructural y
funcional del musculo lesionado (3). Son muchos los modelos
experimentales que se han disefiado y ensayando en este campo, pero
son de especial interés aquellos en los que la capacidad regenerativa
puede verse dificultada o impedida. En este sentido si bien en
condiciones normales la propia capacidad regenerativa del musculo es
suficiente para hacer frente a la lesidn, existen determinadas
situaciones que conllevan importantes pérdidas de volumen muscular
—traumatismo grave por accidentes de trdfico en nuestro medio,
extirpacién tumoral masiva o heridas de guerra- donde esa pérdida de
volumen es sustituida por tejido conectivo que conduce a una fibrosis
con las implicaciones funcionales que ello conlleva.

OBIJETIVOS

Una de las lineas de investigacién que viene abordando nuestro Grupo
de Investigacién se centra en el desarrollo de dos modelos
experimentales que abordan Ila reconstruccién del musculo
esquelético: en un primer modelo se intenta reconstruir un déficit de
volumen mediante la trasplante autdlogo de tejido adiposo (4) y un
segundo modelo en que se intenta neoformar un musculo a partir de
una matriz natural decelularizada (5).

Los objetivos especificos incluyen:

- Determinar si células troncales ubicadas en el tejido adiposo
pueden contribuir a la neoformacién muscular.

- Confirmar si el empleo de una matriz descelularizada de musculo
esquelético puede servir de andamiaje para la reconstruccion del
musculo dafiado.

- Conocer las caracteristicas microscépicas del muisculo neoformado
en cada uno de los dos modelos.

RESULTADOS
Nuestros resultados:

¢ Muestran que un proceso regenerativo o neoformativo de fibras
musculares se establece en el modelo de implantacién in vivo de matriz
decelularizada probablemente por migracion de células miogénicas
desde el musculo subyacente lesionado(Fig.1)
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(a) (b)

Fig. 1. (a) Matriz de musculo séleo tras la decelularizacion. (b) implantacion de
la matriz en la superficie del musculo gastrocnemio. (c) Respuesta inflamatoria
y neoformacion de fibras musculares en la matriz implantada, H-E 20x.

e Apoyan la hipdtesis de que (al menos desde un punto de vista
morfolégico) el trasplante de tejido adiposo autélogo favorece la
reconstruccion de una pérdida volumétrica de musculo esquelético
mediante la combinacidon de la respuesta regenerativa del propio
organo vy la diferenciacion miogénica de células madre ubicadas en el
tejido adiposo.

Fig.2. (a) Fragmento muscular extirpado y fragmento de tejido adiposo. (b)
tejido adiposo implantado en el defecto muscular. (c) fibras musculares
neoformadas con anormalidades citoarquitecturales y desorientacion,
antidesmina 40x

En conclusidn, los resultados obtenidos hasta el momento apuntan a
gue ambos modelos que venimos desarrollando en nuestro laboratorio
son utiles para explorar las posibilidades en la reconstruccion de
lesiones que conllevan pérdidas de masa muscular considerables.
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GRUPO BIO139

HORMONAS Y CANCER (Linea 1)

COMPONENTES DE LA LINEA-1:
RESPONSABLE DEL GRUPO: Gracia Navarro, Francisco |fgracia@uco.es|

RESPONSABLE DE LA LINEA: Castafio Fuentes, Justo P.[justo@uco.es| y
Luque Huertas, Raul Miguel[raul.lugue@uco.es|

Martinez Fuentes, ANtonio JEesUs ........cccceeveveeeeeeennn. bc2mafua@uco.es
Gahete Ortiz, Manuel David .......cccccevciieeiicieeecennen. bc2gaorm@uco.es
Cordoba Chacon, JOSE .......cocceeerieiiniienieeeeee e | cordoba@uic.edu
Villa Osaba, AliCIa ....ceeeeeeeiiiiieeeee e, b42viosa@uco.es
Ibafiez Costa, Alejandro .......ccccceeevcieeeencnnennn, |aibanezcosta@gmail.com
Rivero Cortés, Esther ........ccoccuvvvveeeennn. |esther.rivero.cortes@gmail.com
Rincén Fernandez-Pacheco, David .........cccceeeuneeee. Idavidrfp@gmail.com
Hormaechea Agulla, Daniel ........ccceeenneen. Jhormaechea85@gmail.com
Lopez Lodpez, Fernando ......ccccccvveeeeiiveeeeiiieeeeeieee e [bc2lolof@uco.es
Santamaria Peiteado, Ramoén ..........cccccveeennnen. Iramonsape@hotmail.es
Vazquez Borrego, M2 Carmen .......cccceeeevveeeennne |marvazbor@gmail.com
José Antonio Ramos Fernandez .........cccoccvveeeeevveeeeennen. b82rafej@uco.es

DEPARTAMENTO E INSTITUCION

1. Departamento de Biologia Celular, Fisiologia e Inmunologia.
Universidad de Cérdoba. Campus de Rabanales, edificio Severo
Ochoa (C6), 32 planta.

2. Grupo de Hormonas vy Cancer. Instituto Maimdnides de
Investigacion Biomédica de Cdérdoba (IMIBIC) / Hospital
Universitario Reina Sofia.

3. CIBER Fisiopatologia de la Obesidad y la Nutricidon (CIBERObn).
LINEAS DE INVESTIGACION

1. Fenotipado molecular de tumores (hipdfisis, sistema digestivo,
mama, prostata, tiroides y glandulas suprarrenales, entre otros), y
estudio de la relacion de las caracteristicas clinicas de los pacientes.
Se realiza el ensayo in vitro de drogas y farmacos conocidos o
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experimentales para mejorar el diagndstico y tratamiento de estas
patologias.

2. Investigar el papel funcional de ciertos sistemas de neuropéptidos,
destacando: somatostatina, cortistatina, ghrelina, kisspeptinas y sus
familias de receptores correspondientes; especialmente el papel de
los receptores truncados de somatostatina tipo 5 (sst5) y de una
nueva variante de ghrelina (In1-ghrelina) identificadas por nuestro
grupo en diferentes especies, incluida la humana. Hemos observado
que dichas variantes truncadas del receptor sst5 y la Inl-ghrelina
estdn altamente expresadas en varias patologias tumorales de
caracter endocrino, y que su presencia podria estar alterando las
caracteristicas moleculares y funcionales de estos sistemas
reguladores pudiendo explicar las propiedades fisiopatoldgicas de
estas patologias tumorales.

3. Estudiar la relaciéon entre obesidad y cancer, particularmente de
mama y proéstata; y definir el posible papel los sistemas de
neuropéptidos de somatostatina-cortistatina y ghrelina en dicha
interaccion.

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES
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regulation of pituitary somatotrope and corticotrope function in
female primates and male/female mice. Endocrinology. 155:1407-17.

Gahete MD, Rincdn-Fernandez D, Villa-Osaba A, Hormaechea-Agulla D,
Ibanez-Costa A, Martinez-Fuentes AJ, Gracia-Navarro F, Castafio JP,
Lugue RM (2014) Ghrelin gene products, receptors, and GOAT enzyme:
biological and pathophysiological insight. J Endocrinol. 220:R1-24.

Luque RM, Ibafiez-Costa A, Lépez-Sanchez LM, Jiménez-Reina L,
Venegas-Moreno E, Galvez MA, Villa-Osaba A, Madrazo-Atutxa AM,
Japon MA, de la Riva A, Cano DA, Benito-Lopez P, Soto-Moreno A,
Gahete MD, Leal-Cerro A, Castaio JP (2013) A cellular and molecular
basis for the selective desmopressin-induced ACTH release in Cushing
disease patients: key role of AVPR1b receptor and potential
therapeutic implications. J Clin Endocrinol Metab. 98:4160-9.

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA



157

Duran-Prado M, Gahete MD, Hergueta-Redondo M, Martinez-Fuentes
AJ, Cordoba-Chacdn J, Palacios J, Gracia-Navarro F, Moreno-Bueno G,
Malagébn MM, Luque RM, Castafio JP (2012) The new truncated
somatostatin receptor variant sst5TMD4 is associated to poor
prognosis in breast cancer and increases malignancy in MCF-7 cells.
Oncogene. 31:2049-61.

Duran-Prado M, Saveanu A, Luque RM, Gahete MD, Gracia-Navarro F,
Jaquet P, Dufour H, Malagén MM, Culler MD, Barlier A, Castafio JP
(2010) A potential inhibitory role for the new truncated variant of
somatostatin receptor 5, sst5TMD4, in pituitary adenomas poorly
responsive to somatostatin analogs. J Clin Endocrinol Metab
95(5):2497-502.

PONENCIA

RESPUESTA DIFERENCIAL /N VITRO A OCTREOTIDO Y PASIREOTIDO EN
CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS HIPOFISARIAS NORMALES Y
TUMORALES EN HUMANOS

INTRODUCCION

Los analogos de somatostatina (SSA) constituyen el tratamiento de
primera linea para los adenomas hipofisarios. Concretamente,
octredtido, que se une con gran afinidad al receptor de somatostatina
(sst)-2, y pasiredtido, que tiene afinidad por sst5, sst2 y sst3, estan
siendo utilizados satisfactoriamente para el control de la secrecién
hormonal y/o el crecimiento tumoral. Sin embargo, los SSA no siempre
son eficaces, lo cual puede estar relacionado con la presencia,
abundancia, disponibilidad de ssts y/o su sefializacion asociada.

OBJETIVOS

Nuestro principal objetivo es definir las caracteristicas moleculares y
celulares que subyacen a la respuesta diferencial asociada a los SSA en
tumores hipofisarios humanos. Para ello hemos evaluado en paralelo la
respuesta in vitro a octreétido y pasiredtido utilizando -cultivos
primarios de adenomas hipofisarios analizando: sefalizacion
intracelular asociada a movilizacién de calcio libre citosélico ([Ca*]:),
secrecién hormonal (ELISA e inmuno-blotting) y proliferaciéon celular
(Alamar-blue). Ademads, para evaluar los niveles de expresién de
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hormonas hipofisarias y receptores utilizamos PCR cuantitativa en
tiempo real. En este estudio, se han incluido 44 muestras: 16
somatotropinomas (GHomas), 6 corticotropinomas (ACTHomas), 5
prolactinomas (PRLomas), 15 adenomas no funcionantes (NFPA) y 2
hipéfisis no tumorales (usadas como controles).

RESULTADOS

El tratamiento con octredtido y pasireétido disminuyé los niveles de
[Ca®™; en 13/16 y 7/16 GHomas, respectivamente; ambos SSA
redujeron similarmente la secrecién de GH y la proliferacién celular. En
el caso de los corticotropinomas, octreétido y pasiredtido
disminuyeron los niveles de [Ca®']; en 2/6 y 4/6, respectivamente; sin
embargo, ninguno de los SSA alterd significativamente la secrecidn de
ACTH. Octreétido, pero no pasireétido, inhibid la concentracién de
[Ca®]; en PRLomas. Ambos SSA inhibieron, de forma moderada, la
sefializacion mediada por calcio en NFPA, siendo pocos los tumores
respondedores, con una inhibicion moderada en un pequefio
porcentaje de células; sin embargo ambos SSA estimularon la
proliferacién celular en un considerable nimero de NFPA. Por ultimo,
octreétido no alterd la concentracion de [Ca**]; en hipéfisis normales,
mientras que pasireétido ejercié una débil inhibicién. Finalmente, los
resultados de nuestro estudio demuestran que la respuesta diferencial
observada entre los tumores respondedores y los no respondedores a
uno o ambos SSA no puede ser explicada por un patrén diferencial de
expresion de receptores de somatostatina. El conjunto de nuestros
resultados sugieren la existencia de una respuesta diferencial in vitro a
octreétido y pasireotido en cultivos primarios de células hipofisarias
normales y tumorales y por tanto, son necesarios estudios mas
profundos para conocer los factores claves implicados en esta
respuesta diferencial a SSA en estas patologias tumorales.
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PONENCIA

INVESTIGACION TRASLACIONAL EN PUBERTAD, BALANCE ENERGETICO
Y FERTILIDAD

La ingesta de alimentos, la homeostasis energética y la reproduccion
son funciones esenciales para la supervivencia de los individuos o de
las especies, y estan por ello bajo el control de sistemas de regulacion
muy sofisticados, cuyas sefiales y mecanismos de accidon son aun en
gran medida desconocidos. Como prueba adicional de su importancia
funcional, el control de estos sistemas neuroendocrinos esta
estrechamente relacionado entre si, lo que contribuye a un perfecto
acoplamiento de funciones corporales relevantes tales como el control
de los depésitos energéticos del organismo, la pubertad, el crecimiento
y la fertilidad. Es destacable que los trastornos del metabolismo, el
peso corporal, la pubertad y la fertilidad presentan una frecuencia
creciente en las Ultimas décadas, sin que se hayan clarificado
suficientemente las causas de este fendmeno y las estrategias
terapéuticas para afrontarlo.

El Objetivo General de nuestro grupo de investigacion es el de
contribuir a una mejor caracterizacion de las sefiales y mecanismos
moleculares implicados en el control fisioldgico de la pubertad y la
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funcién reproductora, asi como de la interaccion de éstos con los
sistemas responsables de la regulacién del balance energético y el peso
corporal. Aunque nuestra actividad investigadora es de cardcter basico,
ésta posee un claro potencial traslacional, habida cuenta nuestros
resultados podrian tener interés aplicado en el medio y largo plazo,
permitiendo un mejor conocimiento de las causas y protocolos de
tratamiento de alteraciones de la funcién reproductora (infertilidad,
sindrome de ovario poliquistico, trastornos de la pubertad) y el peso
corporal (obesidad, anorexia), que presentan una prevalencia elevaday
creciente en sociedades desarrolladas como la nuestra.

A modo ilustrativo, presentaremos en estas Jornadas algunas de las
actividades de investigacién de nuestro grupo relacionadas con el
estudio de la Neurobiologia de la Pubertad. La pubertad es un evento
madurativo clave en el desarrollo del individuo que es sensible a
numerosas sefiales tanto internas como ambientales. Entre éstas, la
maduracién puberal es influenciada por factores nutricionales y por el
estado metabdlico del organismo. Es destacable que las alteraciones de
la edad de pubertad se han asociado a una mayor frecuencia de
patologias de diversa naturaleza, incluyendo trastornos metabdlicos,
psicoldgicos y cardiovasculares, e incluso con una menor esperanza de
vida, a través de mecanismos aun no bien conocidos.

Nuestro grupo ha desarrollado estudios neuroendocrinos en modelos
preclinicos de pubertad normal y alterada, que nos han permitido
caracterizar el papel de diversos sistemas de péptidos cerebrales
implicados en el control preciso de la edad de la pubertad y de su
regulacion por el estado metabdlico y energético del organismo. En
este campo, es destacable la caracterizacion de la funcidn del sistema
de kisspeptinas (sistema Kiss1/Gpr54), y de sefiales centrales
relacionadas, como la neurokinina B (NKB), la nesfatina-1 y las
melanocortinas, a través de una combinacion de estudios de expresion
y funcionales, desarrollados en modelos silvestres (WT) vy
genéticamente modificados.

Del mismo modo, nuestros estudios recientes se han dirigido a
identificar las posibles interacciones de los sistemas de péptidos
cerebrales antes indicados con sefiales procedentes de células no
neuronales del sistema nervioso, como las células de la glia, asi como
con sensores del estado energético celular, tales como mTOR, AMPK y
sirtuinas, que podrian contribuir a explicar las bases fisiopatoldgicas de
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las alteraciones de la pubertad asociadas a situaciones de desregulacién
metabdlica, tales como la desnutricion o la obesidad de inicio
temprano. En este campo, los estudios funcionales (farmacoldgicos) y
de expresién estan siendo complementados por otros que incluyen la
generacién de modelos genéticamente modificados, tanto congénitos
como condicionales.

Igualmente, en nuestro objetivo de clarificar los mecanismos
moleculares de regulacién puberal, hemos iniciado en los ultimos afios
estudios dirigidos a la caracterizacidn de la participacién de microRNAs
y sistemas de control epigenético en la regulacién precisa de la
maduracién puberal. Estos andlisis incluyen tanto estudios de
expresion (por ej., perfiles de expresién de miRNAs en hipotdlamo
durante la pubertad normal y alterada en modelos preclinicos) y
farmacoldgicos (por ej., de alteracion de la actividad de metilacién o
acetilacién cerebral y su impacto sobre la pubertad), como estudios de
gendmica funcional, dirigidos a alterar la expresion global o especifica
de miRNAs en células clave en el control puberal, tales como las
neuronas Kiss1 y GnRH.

En su conjunto, las actividades de investigacion desarrolladas en este
campo nos estan permitiendo avanzar en el conocimiento de las bases
moleculares por las que se regulan los procesos madurativos
(principalmente a nivel central) que conducen a la pubertad, asi como
de mecanismos fisio-patoldgicos de alteracion puberal, en condiciones
tales como el estrés metabdlico y los trastornos del peso corporal. Esta
investigacion traslacional busca, como ultimo objetivo, la identificacion
de estrategias preventivas y eventualmente terapéuticas que permitan
un manejo mas racional de las alteraciones de la edad de la pubertad,
sus causas y sus posibles consecuencias en humanos.

Proyectos de Investigacion y Tesis Doctorales: Las lineas de trabajo de
nuestro grupo (incluyendo la expuesta arriba) se han desarrollado en el
marco de diversos proyectos de investigacién competitivos, financiados
por agencias publicas nacionales (MINECO, MICINN, MEC, ISCiii-FIS,
CIBERobn, PAIDI-Junta de Andalucia) e internacionales (EU-FP5, EU-
FP7), asi como por contratos de investigacion con entidades privadas.
Los proyectos vivos del grupo incluyen: 1 proyecto del Plan Nacional
(MINECO), 1 proyecto de excelencia de la Junta de Andalucia, 1
proyecto de la Convocatoria de Salud de la Junta de Andalucia y 1
proyecto EU del programa People del FP7, ademas de fondos del
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centro de investigacion biomédica en red del ISCiii (CIBERobn), ayudas
anuales del PAIDI y el plan propio de la UCO, asi como proyectos
financiados por empresas farmacéuticas.

Por otra parte, el desarrollo de las lineas de investigacidn del grupo ha
permitido completar en los ultimos afios un total de 8 Tesis Doctorales;
doctores que han obtenido becas y contratos de investigacion post-
doctoral —programas Marie Curie (4 en los ultimos afios; tres de ellos
en las convocatorias 2007, 2008 y 2010), Parga-Pondal (Xunta de
Galicia), Juan de la Cierva, Ministerio de Ciencia y Tecnologia vy
Fulbright-. Adicionalmente, en la actualidad estan en desarrollo un
total de 5 proyectos de Tesis Doctoral en nuestro grupo de
investigacion. Igualmente, nuestro grupo viene desarrollando
proyectos de colaboracién con numerosos grupos de investigacion
nacionales e internacionales, y ha recibido (para estancias formativas
de distinta duracién) la visita de numerosos investigadores
procedentes de universidades de diversos paises europeos (Dinamarca,
Francia, Italia, Polonia, Eslovaquia, Turquia, Espafia) y americanos
(México, Argentina).

Metodologias: Nuestro grupo aplica de rutina diversas técnicas vy
metodologias analiticas en el ambito de Ila Endocrinologia
Experimental, que incluyen fundamentalmente aproximaciones in vivo
y que emplean la rata y el ratdn como especies modelo. Entre ellas se
incluyen la administracién intracerebral y sistémica de hormonas y
neuropéptidos; la obtencion de muestras bioldgicas -incluyendo
diversos tejidos y muestras seriadas de sangre-; la monitorizacién in
vivo de parametros reproductores y metabdlicos, asi como peso
corporal e ingesta; el testado farmacoldgico en incubaciones de tejidos
(hipotalamo, hipofisis, gdénadas); el analisis de niveles hormonales
mediante radioinmunoensayo (RIA); la determinacion de niveles de
expresion de RNA mediante RT-PCR en tiempo real; y la evaluacién de
perfiles de expresion de proteinas mediante inmunohistoquimica.
Igualmente, son operativos de rutina en nuestro grupo analisis de
localizacion de RNA mediante hibridacidn in situ y estudios de niveles
de proteinas por Western blot en tejidos de interés (cerebro, génadas,
tracto Gl). Por otra parte, hemos potenciado en los Ultimos afios el
desarrollo de estudios en modelos murinos transgénicos vy
genéticamente modificados (GM); actualmente el grupo cuenta con
hasta 12 lineas diversas de ratones GM, que incluyen KO globales y
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condicionales. Igualmente, hemos optimizado técnicas para el andlisis
de expresion y manipulacion funcional de microRNAs en tejidos de
interés (stem-loop gPCR, LNA-ISH, sistemas quimicos y lentivirales de
interferencia de microRNAs). Del mismo modo, desarrollamos estudios
de andlisis masivo, con especial atencion a aproximaciones
protedmicas en tejido cerebral. Finalmente, estamos en fase de
incorporaciéon y/o optimizacion de un set-up de andlisis
electrofisioldgico, asi como  sistemas  optogenéticos de
estimulacion/inhibicion de la actividad neuronal.

Publicaciones y otras actividades: Desde el aiio 2006, los miembros del
grupo han publicado un total de 140 articulos en revistas
internacionales con censores, que incluyen contribuciones a revistas
tales como Endocrinology, Cell Metabolism, Diabetes, Journal of
Clinical Investigation, Physiological Reviews, Journal of Neuroscience,
Nature Communications, Journal of Clinical Endocrinology &
Metabolism, Nature Medicine, Nature Neuroscience, Nature Reviews
in  Endocrinology, Frontiers in Neuroendocrinology, Trends in
Endocrinology & Metabolism, American Journal of Physiology, Human
Reproduction Update, Biology of Reproduction, Molecular & Cellular
Endocrinology y Journal of Neuroendocrinology, entre otros.
Adicionalmente, en los ultimos afios, los miembros del grupo de
investigacion han sido invitados a impartir >65 conferencias en
congresos y >30 seminarios en foros cientificos nacionales e
internacionales. Igualmente, miembros de nuestro grupo forman parte
de los comités editoriales de revistas de alto prestigio en nuestra
disciplina, tales como Endocrinology, Molecular & Cellular
Endocrinology, Neuroendocrinology, Journal of Neuroendocrinology,
Scientific Reports y PLoS ONE, asi como en la direccién cientifica del
CIBERobn y el IMIBIC. Finalmente, nuestro grupo mantiene
colaboraciones cientificas con mas de 20 grupos de investigacién
nacionales y extranjeros; colaboraciones que en su mayoria han
resultado ya en publicaciones conjuntas en revistas internacionales.
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LINEAS DE INVESTIGACION

1. Extension de la longevidad por restriccion caldrica. Efecto del
componente lipidico de la dieta en restriccion caldrica. Nuestro
objetivo es estudiar de qué manera la composicién lipidica de las
membranas, que puede modularse mediante la grasa mayoritaria
de la dieta, afecta a la fisiologia y estructura mitocondrial, asi como
a distintos procesos celulares en los cuales interviene este organulo,
como la biosintesis de coenzima Q o la apoptosis celular, entre
otros.

2. Papel del sistema Nrf2/NQO1 en la regulaciéon del crecimiento
celular y del metabolismo. Nuestro objetivo es estudiar el efecto del
estatus de Nrf2 (factor de transcripcion clave en la respuesta celular
al estrés oxidativo), y de NQO1 (quinona reductasa cuya expresion
estd regulada por Nrf2) sobre el balance redox celular y el control
del crecimiento y muerte celular.

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA



168

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES
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PONENCIA
RESTRICCION CALORICA, BALANCE REDOX CELULAR Y ENVEJECIMIENTO

RESUMEN

Utilizando un modelo experimental con ratones alimentados en
restriccion caldrica con dietas en que contenian distintas fuentes
grasas (manteca de cerdo, aceite de soja, aceite de pescado) hemos
comprobado que la composicion de acidos grasos de las membranas es
un factor clave a la hora de determinar los efectos beneficiosos de la
restriccion caldrica con el envejecimiento, afectando la estructura y
funcionamiento de las mitocondrias y a la sefializacién apoptética,
tanto en tejidos mitdticos como postmitdticos. Distintas alteraciones
en la dinamica y estructura de las mitocondrias han sido también
encontradas en otros modelos fisioldgicos y patoldgicos. La falta Nrf2,
regulador maestro de la respuesta celular al estrés oxidativo, y de
NQO1, una de las principales enzimas antioxidantes cuya expresion se
regula por Nrf2, produce importantes alteraciones en el crecimiento y
muerte de las células.

INTRODUCCION

La restriccién caldrica sin malnutricién (RC) es la intervencion mas
estudiada que, de manera consistente, incrementa la longevidad
maxima de los animales de laboratorio y retrasa el ritmo del
envejecimiento biolégico y de muchas enfermedades relacionadas con
la vejez [1]. El/los mecanismo(s) responsable(s) de este retardo del
envejecimiento aun se encuentran sometidos a debate. En 1956,
Harman propuso que el envejecimiento es el resultado de las
interacciones deletéreas de los radicales libres con los constituyentes
celulares [2]. Aunque no exenta de debate en la actualidad [3], |a teoria
de los radicales libres continda encontrandose entre las mas aceptadas
para explicar las causas del envejecimiento [4]. La disminucidn del
estrés oxidativo celular se encuentra entre los distintos efectos
positivos de la RC que pueden estar relacionados con sus efectos
beneficiosos sobe la longevidad y el retraso de las enfermedades
relacionadas con el envejecimiento. Por otra parte, la RC disminuye la
insaturacién de los lipidos de membrana en distintos drganos de la
rata, lo que también puede constituir una adaptacion importante para
prevenir el dafio oxidativo (teoria de las membranas) [5]. El factor-2
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relacionado con el factor nuclear E2 (Nrf2) estd considerado como un
regulador maestro de la respuesta celular ante condiciones de estrés
oxidativo y electrofilico, regulando la expresién de muchas enzimas
antioxidantes y enzimas detoxificadoras de fase Il que se inducen bajo
condiciones de estrés. Tras su activacién, Nrf2 se estabiliza y se
transloca rdpidamente al nucleo, donde activa sus genes diana
uniéndose al elemento de respuesta antioxidante (ARE), un elemento
regulador comun encontrado en las regiones flanqueantes 5° de los
genes que codifican para enzimas antioxidantes y detoxificantes. Existe
un gran numero de genes regulados por ARE, entre los cuales se
encuentra el que codifica la NAD(P)H:quinona oxidorreductasa-1
(NQO1), una enzima que destoxifica xenobidticos de tipo quinona y
reduce los antioxidantes vitamina E y coenzima Qo a sus formas
activas. Esta sefializacion es critica para la regulacién del balance redox
celular, particularmente bajo condiciones de estrés [6,7].

OBJETIVOS

Nuestro objetivo ha sido analizar los efectos de tres dietas en RC que
contenian distintas fuentes grasas principales: manteca de cerdo (rica
en acidos grasos saturados y monoinsaturados MUFAN-9), aceite de
soja (rica en PUFAN-6) y aceite de pescado (rica en PUFAN-3) sobre la
longevidad, la sefalizacidon apoptdtica y la ultraestructura vy fisiologia
mitocondrial en higado y musculo esquelético de ratones. Por otra
parte, estudiamos el impacto de la pérdida de Nrf2 o de NQO1 sobre el
crecimiento y le metabolismo celular en fibroblastos embrionarios de
ratén obtenidos de ratones KO para estos genes.

RESULTADOS

Utilizando un modelo experimental en ratones hemos comprobado
gue la grasa de la dieta modula la adaptaciéon metabdlica mitocondrial
durante la restriccién caldrica en ratones jévenes, tanto en musculo
esquelético como en higado. Comparada con una dieta en RC cuya
grasa principal fue el aceite de soja, una dieta en RC con manteca de
cerdo resultd en una disminucion de la fuga de protones en
mitocondrias de musculo esquelético, mientras que una dieta en RC
conteniendo aceite de pescado disminuyd sensiblemente la produccién
de ROS en mitocondrias de higado. La grasa de la dieta en RC también
alteré de manera significativa los sistemas de sefializacién apoptética,
tanto en musculo esquelético como en higado, asi como la
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ultraestructura mitocondrial. Resulta muy interesante el hecho de que
la longevidad resulté especialmente incrementada en el grupo de
animales alimentados en RC con una dieta que contenia manteca de
cerdo, resultado esperado de acuerdo con las previsiones de la teoria
de las membranas. Las modificaciones en la fisiologia mitocondrial por
restriccion caldérica con distintas fuentes grasas podrian estar
relacionadas con alteraciones en la biosintesis/acumulacién de
coenzima Q, molécula transportadora de electrones de la membrana
mitocondrial interna, tanto en modelos animales in vivo, como en
sistemas celulares in vitro. Por otra parte, utilizando un modelo de
fibroblastos embrionarios de ratén (MEFs) obtenidos de ratones
knockout (Nrf2-/- o NQO1-/-) hemos demostrado que la falta de Nrf2
resulta en una inmortalizacién temprana de los MEFs debido a la
pérdida prematura de la sefializacién mediada por p53. Sin embargo,
las células muestran una longevidad disminuida asi como una menor
tasa de crecimiento respecto a los controles. Por su parte, los MEFs
NQO1-/- experimentan una inmortalizacion normal pero,
sorprendentemente, las células muestran una longevidad
sensiblemente aumentada y una mayor capacidad proliferativa
respecto a los controles. Estas alteraciones pueden estar mediadas por
alteraciones en la actividad de distintas proteina quinasas y de los
sistemas de sefializacion apoptdtica en las células carentes de Nrf2 o
de NQOL1. Finalmente, encontramos que la falta de Nrf2 o de NQO1
también produjo cambios en el perfil metabdlico celular que podrian
estar relacionados con su distinta capacidad de crecimiento. Mediante
colaboraciones con otros grupos de investigacion, hemos contribuido
asimismo a la demostracién de la importancia de las alteraciones en la
ultraestructura y dindmica mitocondrial en distintos modelos
fisiolégicos o patoldgicos [8-10], y de Nrf2 en la regulacién del
metabolismo celular [11].
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LINEAS DE INVESTIGACION

1. Estructuray funcién de “redoxinas” y modulacién de la homeostasis
redox celular.

2. Desarrollo y aplicacion de métodos protedmicos para el estudio del
proteoma redox tidlico.

3. Implicacidn de redoxinas en la accién del éxido nitrico (NO) sobre la
proliferacién de células de hepatoblastoma.

4. Estudio de las propiedades antioxidantes de productos derivados de
la industria vitinicola.
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PONENCIA
EL EQUILIBRIO REDOX CELULAR: DE LA LEVADURA A LOS TUMORES

RESUMEN

La adaptacion a una vida dependiente del oxigeno ha llevado a las
células a convivir con las especies reactivas de oxigeno (ROS) y de
nitrégeno (RNS) aprovechandolas como moléculas sefializadoras,
mediante la oxidacidn reversible de los grupos tiol de las proteinas. El
Grupo BIO-216 estudia la implicacion de las proteinas Tiorredoxina
(Trx), Glutarredoxina (Grx) y Peroxirredoxina (Prx) y del tripéptido
Glutation (GSH) en la modulacion del estado redox de tioles en
proteinas clave del metabolismo del hierro y biosintético y de vias de
sefializacion. Se estudia en la levadura Saccharomyces cerevisiae que es
un modelo de célula eucaridtica con un gran numero de genes
homdlogos a los de mamiferos y de facil manipulaciéon. El conocimiento
adquirido se extrapola a células tumorales de higado en cultivo vy
modelos de hepatocarcinoma en rata y ratdon para conocer los
mecanismos de regulacidon redox en estas células y contribuir a la
mejora de la terapia antitumoral.

INTRODUCCION

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) producen estrés oxidativo y
oxidan a las macromoléculas dafidndolas, lo que impide su correcto
funcionamiento y puede dar lugar a enfermedades. En consecuencia,
conviene mantener un buen nivel de antioxidantes e incluso cuantos
mas mejor, razén por la cual, incluir antioxidantes en la dieta se ha
convertido en una rutina. Sin embargo, esta tendencia ha sido
cuestionada recientemente por James D. Watson, el descubridor de la
estructura del ADN y premio Nobel, quien piensa que probablemente
los suplementos nutricionales antioxidantes, mas que prevenir el
cancer, lo han podido causar_{Watson, 2013}. Efectivamente, se sabe
qgue la imposibilidad de tratar muchos de los cdnceres terminales se
debe a que poseen demasiada capacidad antioxidante.

La mayoria de los factores de riesgo asociados con enfermedades
crénicas interaccionan con las células mediante la generaciéon de ROS.
Pero las ROS también se producen normalmente como subproductos
de la propia actividad celular, cuya adaptacion a una vida dependiente
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del oxigeno les ha llevado a convivir con las ROS y a aprovecharlas para
usarlas como moléculas sefializadoras o incluso como unos elementos
mas del metabolismo. Asi, de nuevo James D. Watson acaba de
postular que la resistencia a la insulina en la diabetes de tipo 2 puede
haber surgido como consecuencia de una insuficiencia de ROS, que
normalmente oxidan moléculas clave para controlar los niveles de
azucar en sangre {Watson, 2014}.

La clave esta en el correcto equilibrio entre oxidantes y antioxidantes y
s6lo cuando la balanza se descompensa en un sentido o en otro por
causas diversas, es cuando surgen los problemas. Resulta de gran
interés el estudio de los mecanismos mediante los que las células
consiguen mantener el equilibrio redox adecuado o la “homeostasis
redox”, evitando el exceso de ROS con una maquinaria molecular
antioxidante pero, al mismo tiempo, utilizando algunas modificaciones
oxidativas de las proteinas como sefales reguladoras del metabolismo.

En este contexto se enmarcan las lineas de investigacion del grupo
BIO216. Utilizamos la levadura Saccharomyces cerevisiae como modelo
de célula eucaridtica para la investigacidon bdsica de las funciones
metabdlicas y la regulacion de proteinas particulares, debido a que
posee un gran numero de genes homodlogos a los de mamiferos y a su
facil manipulacidén. Los conocimientos adquiridos en el estudio de este
modelo se extrapolan a células tumorales de higado en cultivo y a
modelos de rata y ratén.

El aspecto principal de nuestra investigacion es el hecho de que las
proteinas tienen un "punto débil” frente a la oxidacidén, que es el
aminodcido cisteina (Cys), uno de los menos abundantes y cuyo atomo
de azufre, normalmente en estado reducido (tiol, Cys-SH o tiolato, Cys-
S), puede oxidarse a sulfénico (Cys-SOH), sulfinico (Cys-SO,H) o
sulfénico (Cys-SOz;H) en presencia de perdxidos de oxigeno (H,0,;
ROOH), a S-nitrosoCys (Cys-SNO) con perdxidos de nitrégeno (ONOQ)
o a disulfuro (Cys-S-S-X) por simple intercambio tiol- disulfuro. La
naturaleza esencialmente reversible de estas oxidaciones de Cys, a
excepcion del sulfénico, les permite modular la funcién de las
proteinas. Su reversién al estado reducido esta catalizada por las
redoxinas Glutarredoxina (Grx) y Tiorredoxina (Trx), a menudo con la
implicacion del abundante tripéptido Glutatién, cuya forma reducida
(GSH) puede formar un disulfuro mixto con Cys proteicas (Cys-S-SG),
proceso que se conoce como glutationilacion.
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Otro grupo de redoxinas, constituido por la familia de las
Peroxirredoxinas (Prx), posee una Cys activa, denominada peroxidatica,
capaz de reducir perdxidos. La regeneracién de esta Cys tras cada ciclo
catalitico requiere poder reductor proveniente normalmente de Trx,
aunque nosotros hemos demostrado que la Prx1 mitocondrial de la
levadura también acepta electrones del sistema GSH/Grx [5].

Los objetivos que se relacionan a continuaciéon van encaminados a
comprobar la siguiente hipétesis: las alteraciones de la homeostasis
redox celular dependientes de redoxinas dan Ilugar a cambios
metabdlicos que conducen a situaciones patoldgicas.

OBIJETIVOS

- Conocer las funciones de las redoxinas Grx2, Prx1 y Trx3 de levadura
en el metabolismo del Fe y en la funcién mitocondrial.

- Diferenciar las funciones de las formas citosélica y mitocondrial de
Grx2.

- Descubrir elementos del proteoma sensibles a cambios redox tidlicos
y describir como esos cambios afectan a sus funciones in vivo e in
vitro.

- Extrapolar los conocimientos obtenidos en el modelo de levadura
para conocer el papel de las redoxinas humanas en la proliferacién y
en la muerte de células cancerosas.

RESULTADOS

- El sistema GSH/Grx2 cataliza cambios en el estado redox de Cys
concretas de las proteinas Tkll y Hem12 con consecuencias sobre la
actividad de estas dos importantes enzimas implicadas en la sintesis
del grupo hemo y en el desvio del flujo glucolitico hacia vias
biosintéticas {McDonagh, 2013}.

- La Prx1 mitocondrial estd implicada en la comunicacion entre
mitocondria y citosol en relacién con el metabolismo del hierro, pues
su ausencia impide la exportacion de la sefial inhibidora del regulén del
Fe derivada de la maquinaria generadora de [Fe-S] mitocondrial, que
estd operativa {McDonagh, 2011}. Ademas, este efecto requiere la
presencia de Grx2. Actualmente estamos “rescatando” mutantes
delecionados en Grx2 y en Grx2 y Prx1 con las isoformas mitocondrial y
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citosélica de Grx2 para comprobar cual de ellas es responsable de esta
implicacion en el metabolismo del Fe.

- La reintroducciéon de la isoforma mitocondrial o la citosdlica o
ambas en un mutante carente de Grx2 tiene efectos diferenciales sobre
el estado redox tidlico global y sobre el de un grupo de proteinas en
particular. En concreto, la isoforma mitocondrial es relevante en
condiciones fermentativas, en las que el papel de la mitocondria como
productora de energia es secundario, pero su participacién en el
metabolismo biosintético y del Fe es determinante. En cambio, la
forma citosdlica tiene papel destacado en condiciones de crecimiento
respiratorio en el que la actividad energética mitocondrial es muy
intensa [resultados sin publicar].

- El patréon de expresion de algunos genes del metabolismo del Fe
en estos mutantes es acorde con la activacion del factor de
transcripcién Aftl. La expresidon de otros genes relacionados con la
biosintesis de [Fe-S] y con el metabolismo glucidico implica a otros
factores de transcripcion sensibles al estado redox. Los niveles de
GSH/GSSG son acordes con esta situacion [resultados sin publicar].

- El Oxido Nitrico (NO) es un radical libre y una molécula
sefializadora implicada en muchos procesos fisioldgicos y patoldgicos.
Un aumento de los niveles de NO en células de hepatoblastoma en
cultivo mediante la sobreexpresion de la NO Sintasa-3 (NOS-3) tiene
efecto pro-apoptético {Gonzdlez, 2013}. Recientemente hemos
comprobado que, en paralelo con ese efecto, aumentan los niveles, la
actividad y el grado de oxidacidn de Grx1 y Trx1 en estas células, asi
como otros sistemas antioxidantes y la sintesis de [Fe-S] mitocondrial.
Ocurre lo mismo en tumores hepaticos de ratas y en tumores de
ratones que sobreexpresan NOS-3, coincidiendo con un incremento de
las actividades proapoptdticas de las Caspasas 8 y 3 [resultados sin
publicar]. Mediante el silenciamiento de Grxl o Trxl con siRNA
especificos, estamos comprobando el grado de implicacidon de estas
redoxinas en el efecto antitumoral del NO. También estamos
comprobando el estado redox de algunas proteinas de vias de
sefializacion en estas condiciones y durante el tratamiento con
farmacos anticancerigenos. Esperamos encontrar claves de los
mecanismos moleculares implicados en estos procesos que
contribuyan a la mejora de las terapias antitumorales.
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LINEAS DE INVESTIGACION
Mecanismos de patogénesis en Fusarium oxysporum

Los hongos patdgenos producen dafios devastadores en la agricultura y la
salud humana. El género Fusarium representa el grupo mads relevante
entre los fitopatdgenos, ya que ataca practicamente a todas las plantas
cultivadas. Fusarium oxysporum es la especie con mayor distribucion
dentro del género. Este hongo produce marchitez vascular en mas de 100
especies vegetales y es un emergente patégeno oportunista de humanos,
causando infecciones sistémicas en pacientes inmunodeprimidos.

Nuestro grupo utiliza F. oxysporum como modelo para el estudio de los
mecanismos que definen la patogénesis en hongos filamentosos. Nos
centramos principalmente en los aspectos basicos de la virulencia que
estan conservados en todos los hongos patdgenos, sea cual sea la especie
hospedadora.

. Senalizacion y patogénesis en hongos: regulacion de cascadas MAPK y
patogenicidad por el pH y respuesta quimiotrdpica.

Los hongos patdgenos utilizan sefiales quimicas y fisicas para percibir la
disponibilidad de nutrientes, el contacto con superficies y la presencia del
huésped. Las cascadas MAPK (proteina quinasas activadas por mitégenos)
juegan un papel fundamental en la traduccidén de sefiales activadoras de
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la patogénesis en los hongos patédgenos. Nuestro grupo ha sido el primero
en caracterizar una MAPK (denominada Fmk1 de Fusarium MAP Kinase 1)
en un hongo patogeno del suelo {Di Pietro, 2001}. Esta cascada MAPK es
esencial para la infeccién y controla multiples procesos tales como la
adhesién a la planta, la produccidn de enzimas liticas o el crecimiento
invasivo en tejido vegetal {Di Pietro, 2001; Perez-Nadales, 2011; Prados
Rosales, 2008; Rispail, 2009}. Otras dos MAPKs, Mpkl y Hogl son
relevantes para la infeccién en F. oxysporum (Segorbe-Luque y Di Pietro,
unpublished results) y existen otras proteina quinasas como TOR (target
of rapamycin) que también regulan la infeccién {Lopez-Berges, 2010}.
Actualmente, nuestro objetivo es entender como estas cascadas son
reguladas por factores ambientales, particularmente el pH, y su papel en
la patogénesis fungica. Ademas, nuestro grupo esta interesado en la
respuesta quimiotrdpica o de crecimiento dirigido hacia la planta durante
los primeros estadios de la infeccion en F. oxysporum. Nuestros resultados
demuestran que F. oxysporum es capaz de crecer hacia una variedad de
compuestos tales como nutrientes, feromonas sexuales o compuestos
secretados por raices de tomate (Turrd y Di Pietro, unpublished results).
Estamos trabajando en la caracterizacién molecular de las sefiales y de sus
respectivos receptores celulares, ademas de las rutas implicadas en la
percepcién y transduccién.

Mecanismos genéticos de adaptacion al estilo de vida patogénico

F. oxysporum es considerado un patégeno de amplio rango, ya que es
capaz de causar enfermedad en una gran variedad de especies vegetales y
animales. Actualmente representa el Unico modelo descrito en hongos
qgue hace posible estudiar los mecanismos de infeccién en ambos reinos
de huéspedes {Navarro-Velasco, 2011; Ortoneda, 2004; Schafer, 2014}.
Esto nos ha permitido identificar una serie de genes y mecanismos
importantes para la patogénesis en plantas de tomate y/o en ratén. Datos
recientes del grupo indican que determinadas regiones del genoma de F.
oxysporum sufren reorganizaciones frecuentes (Pérez-Nadales y Di Pietro,
unpublished results). Esto puede considerarse un mecanismo para
incrementar la variabilidad fenotipica del hongo. En colaboracion con
otros laboratorios estamos tratando de identificar los mecanismos
genéticos que causan estos cambios y de estudiar su posible funcién en la
evolucién de nuevas formas patogénicas de F. oxysporum.

El complejo ubiquitin ligasa-Fbp1: identificacion de proteinas diana, su
papel en patogénesis y en el ciclo celular.
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El proteosoma regula la expresion de genes eucariéticos mediante la
rapida eliminacidon de proteinas que no son necesarias. Las proteinas F-
box juegan un papel fundamental en este proceso, uniendo proteinas que
son dirigidas al llamado complejo SCF (F-box containing complex),
donde estas proteinas son marcadas con ubiquitina para la degradacion
final en el proteosoma. Las proteinas F-box no actuan
indiscriminadamente, sino que reclutan dianas especificas, regulando asi
el nivel de las mismas.

En hongos, las proteinas F-box han sido asociadas con el control del ciclo
celular, regulacion por glucosa, el reloj circadiano y, mas recientemente,
la patogenicidad en plantas. En Fusarium, dos proteinas F-box del
complejo SCF estan implicadas en patogénesis, Frpl en F. oxysporum y
Fbpl en F. graminearum. En F. oxysporum hemos identificado un gen
ortdlogo con fbpl de F. graminearum. Fbp1 esta implicada en la virulencia
de F. oxysporum f.sp. lycopersici, ya que mutantes nulos en dicho gen
presentan un retraso importante en la infeccion de plantas de tomate
{Miguel-Rojas, 2013}. Nuestros trabajos indican que la proteina Fbpl esta
implicada en la ruta de sefalizacidn MAPK Fmk1. El objetivo actual es
conocer las proteinas diana de Fbpl implicadas en dicha ruta de
sefializacion. El andlisis protedmico ha revelado la presencia de hasta 80
proteinas con expresion diferencial en condiciones de crecimiento en
medio minimo, en el que la cepa mutante esta limitada en el crecimiento
invasivo. Entre ellas, Bmh2, una proteina 14-3-3, ha sido identificada con
un nivel de expresién 5 veces superior en la estirpe mutante, sugiriendo
que dicha proteina esta regulada por Fbpl (Miguel-Rojas y De la Hera,
unpublished results). Nuestro interés se centra ahora en entender el
papel de Bmh2 en la patogénesis de F. oxysporum y su regulaciéon por
Fbp1l.

Caracterizacion molecular del sistema litico de F. oxysporum f.sp.
lycopersici

Durante la patogénesis intervienen numerosas enzimas liticas de
compuestos y polimeros vegetales, cuya produccidn requiere la activacién
de los genes estructurales responsables asi como de factores de
transcripciéon que responden a ciertos estimulos y que regulan la
expresion de los anteriores. Recientemente nuestro grupo ha
caracterizado el sistema lipolitico de F. oxysporum {Bravo-Ruiz, 2013} y en
el marco de la colaboracion establecida con un grupo de la Universidad de
Hamburgo (Alemania), estamos realizando un estudio comparativo
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extenso de las lipasas estructurales y de los factores de transcripcién que
regulan dicho sistema, en las especies Fusarium verticillioides, Fusarium
oxysporum y Fusarium graminearum. Ademas, el grupo estd trabajando
en la caracterizacién de los mecanismos de regulacion y modulacion de la
expresion de poligalacturonasas (PGs), encargadas de despolimerizar la
pectina, componente principal de la pared celular primaria de la planta.
Asimismo nos proponemos analizar la respuesta de defensa de la planta
hospedadora Solanum lycopersicum, especificamente la induccidn de
genes responsables de Poligalacturonase Inhibiting Proteins (PGIP) en
respuesta a la presencia /ausencia de distintas versiones (mutantes o
silvestres) de las PGs de Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici

Regulacion de genes implicados en la biogénesis y remodelado de la
pared celular durante el desarrollo y la infeccién

La biogénesis y el remodelado de la pared celular implican numerosas
rutas biosintéticas con la acciéon concertada de cientos de productos
génicos, como sintasas de quitina, sintasas de glucano,
glicosiltransferasas, glicosilhidrolasas, quitinasas y glucanasas. El
entrecruzamiento entre glucano, quitina y proteinas estd estrechamente
relacionado con la plasticidad que la pared celular presenta durante los
diferentes estadios del desarrollo en hongos filamentosos y por ende del
proceso de infeccion. En el patdégeno de arroz Magnaporthe grisea se ha
identificado un factor de transcripcion, Con7p, que regula procesos
morfogenéticos relacionados con la patogénesis y la expresién de genes
implicados en la estructura o funciéon de la pared celular. En F. oxysporum
hemos identificado tres genes ortdlogos al con7 de M. grisea: Focon7-1,
Focon7-21 y Focon7-22. Los mutantes deficientes Acon7-1 han resultado
ser no patogenos sobre plantas de tomate, mientras que los mutantes
Acon7-2 presentan comportamiento patotipico igual al silvestre. Por otro
lado, la transcripcion del gen Focon7-1 tiene lugar mediante un
procesamiento diferencial de sus intrones, originando cuatro tipos de
mRNA distintos y representados con distinta abundancia relativa en las
condiciones del estudio.
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PONENCIA

REVERTIENTES ESPONTANEQS DE F. OXYSPORUM PORTAN DELECIONES Y
DUPLICACIONES DE GRANDES SEGMENTOS CROMOSOMICOS

PONENTE: Elena Pérez-Nadales
RESUMEN

Los distintos aislados naturales del hongo patégeno Fusarium oxysporum
presentan una llamativa inestabilidad fenotipica, asociada con cambios en
el crecimiento, desarrollo y virulencia. Se conoce poco sobre las bases
genéticas de este fendmeno. ldentificamos que el mutante Arhol de F.
oxysporum, que presenta un fenotipo de colonia severamente reducido,
origina sectores de crecimiento mas rapido, facilmente detectables tras 2-
3 dias de incubacién en medio sdlido. La caracterizacién fenotipica de
varios revertientes independientes revelé6 cambios en varios fenotipos,
entre ellos el crecimiento en distintas fuentes de nutrientes o la
resistencia a drogas que dafan la pared celular. Con el fin de estudiar los
mecanismos genéticos implicados, se realizd el andlisis de varios
revertientes mediante re-secuenciacion del genoma completo. La
caracterizacién de las reorganizaciones genéticas reveld la presencia de
deleciones y/o duplicaciones de extensos (20 a 160 Kb) segmentos
cromosdmicos, algunos de los cuales se localizaban en regiones
subteloméricas. Algunas de las deleciones y duplicaciones se confirmaron
experimentalmente mediante PCR y PCR cuantitativa en tiempo real. Es
mas, encontramos que estos sectores de crecimiento rdpido también se
originan con frecuencias similares en colonias de la cepa silvestre de F.
oxysporum, lo que indica que el mecanismo implicado es independiente
de la mutacidn Arhol. Estos resultados sugieren la existencia de un
mecanismo intrinseco de inestabilidad gendmica en F. oxysporum que
induce reorganizaciones internas del genoma, contribuyendo con ello a la
plasticidad gendmica de este importante hongo patdgeno.

OBJETIVOS

Analizar y caracterizar la base genética de los cambios fenotipicos
observados en revertientes de F. oxysporum.

METODOLOGIA

Se aislaron revertientes de la cepa Arhol de F. oxysporum tras 5 dias de
crecimiento en placas de medio minimo mediante dos tandas de “single
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sporing”. Se analizdé el fenotipo de crecimiento de las colonias de los
revertientes en distintas condiciones nutricionales (medio rico/medio
minimo) y en presencia de estrés de pared mediante la adicion de
Calcofluor White al medio de cultivo. El genoma de los revertientes fue re-
secuenciado en las Instalaciones de Gendmica del Centro de Regulacion
Gendmica de Barcelona (lllumina Genome Analyzer). Las secuencias
fueron alineadas con el genoma de referencia. La prediccion de
variaciones en el niumero de copia (CNV) se basdé en los valores de
cobertura de las secuencias, realizados en ventanas de 1 Kb
(Duplicaciones cuando log 2 > 0.75 o Deleciones cuando log 2 < —0.75),
seguido por inspeccién manual. La confirmacion experimental de varias
deleciones y duplicaciones se realizd, respectivamente, mediante PCR y
PCR cuantitativa en tiempo real.

RESULTADOS MAS RECIENTES

La re-secuenciacién del genoma de los revertientes del mutante Arhol ha
revelado la presencia de grandes deleciones y/o duplicaciones
segmentales  (CVNs). Varias CVNs han sido confirmadas
experimentalmente. Recientemente, hemos identificado distintas
condiciones de crecimiento en las que la cepa silvestre también produce
sectores de crecimiento rdpido de forma espontdnea, lo que sugiere que
el mecanismo genético implicado es independiente de la mutacién Arhol.
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LINEAS DE INVESTIGACION

1. Identificar y caracterizar mecanismos de reparacidn de ADN y su
papel en el proceso de mutagénesis.

2. Analizar el papel de la reparacion por escision de bases en
fendmenos de control epigenético.

3. Aplicabilidad de las desmetilasas de ADN en reprogramacién
epigenética.

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES

Martinez-Macias, M.l., Cérdoba-Cafiero, D., Ariza, R.R., and Roldan-
Arjona, T. (2013). The DNA repair protein XRCC1 functions in the plant
DNA demethylation pathway by stimulating cytosine methylation (5-
meC) excision, gap tailoring, and DNA ligation. J Biol Chem 288, 5496-
5505.
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PONENCIA
EPIGENETICA Y REPARACION DE ADN

INTRODUCCION

La ruta de Reparacidn por Escisién de Bases (Base Excision Repair, BER)
es esencial para eliminar lesiones frecuentes en el ADN y se ha
estudiado con bastante detalle en modelos animales y microbianos,
pero no en plantas. Este mecanismo de reparacién consta de varias
etapas y se inicia por la accion de enzimas denominadas ADN
glicosilasas, que eliminan bases dafadas. La reparacion se completa
con enzimas adicionales que restauran la estructura original del ADN.
Durante nuestro estudio de la ruta BER en el organismo modelo
Arabidopsis thaliana, hemos identificado varias ADN glicosilasas que
eliminan lesiones comunes del genoma de la planta. Ademdas, hemos
identificado proteinas que participan en pasos posteriores y son
esenciales para completar el proceso de reparacion. Por otra parte,
también hemos descubierto una familia de ADN glicosilasas especificas
de plantas que eliminan 5-meticitosina (5-meC), una marca epigenética
gue suprime la expresion génica y desempefia un papel clave en el
desarrollo y la diferenciacién celular. Estas enzimas, que actian como
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desmetilasas, inician una ruta de escisidon para borrar la metilacién del
ADN y no tienen equivalentes en células animales. Nuestros resultados
demuestran que las plantas usan la ruta de escisidon de bases para
proteger su genoma y reprogramar su epigenoma.

OBIJETIVOS
e Diseccionar la ruta de reparacion por escisién de bases en plantas.

e (Caracterizar una familia de desmetilasas que eliminan del ADN una
marca epigenética.

e Usar las desmetilasas de plantas para reprogramar el epigenoma de
células humanas.

RESULTADOS
La ruta de reparacion por escision de bases en plantas

Para nuestro estudio de la ruta BER en plantas hemos combinado
aproximaciones bioquimicas y genéticas. Hemos desarrollado un
sistema de reparacidn in vitro para identificar las enzimas que
participan en la reparacion por escisidon de bases en plantas {Cérdoba-
Canero, 2009}. En nuestro analisis inicial hemos elegido como lesién
modelo el uracilo, que surge en el ADN por desaminacién espontdnea
de la citosina y genera mutaciones. En primer lugar hemos identificado
la ADN glicosilasa (AtUNG) que elimina el uracilo del ADN en la planta
{Cdérdoba-Cafiero, 2010}. Hemos purificado la proteina recombinante y
hemos identificado una linea mutante de Arabidopsis portadora de una
insercién de T-DNA en el gen AtUNG. Las plantas mutantes son
morfolégicamente normales, pero han perdido la capacidad de reparar
uracilo y lo acumulan en su ADN {Cérdoba-Cafiero, 2010}. Ademas de
AtUNG, hemos identificado y caracterizado una segunda enzima
(AtMBD4) con actividad reparadora sobre uracilo y sobre timina
incorrectamente apareada con guanina {Ramiro-Merina, 2013}. Por
otra parte hemos demostrado que, tras la escision del uracilo, el sitio
abasico resultante es procesado por la endonucleasa ARP {Cordoba-
Cafero, 2011 #4014}. Las plantas mutantes en el gen ARP son
incapaces de completar la reparacion de uracilo, y son sensibles a su
derivado 5-fluoruracilo {Cordoba-Canero, 2011}. Ademds, hemos
descubierto que la ADN ligasa | es la enzima encargada de finalizar el
proceso de reparacion {Cordoba-Cafiero, 2011}.
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ADN glicosilasas que borran una marca epigenética

Una de las modificaciones mas frecuentes en los genomas de animales
y plantas es la metilacidn del carbono 5 de la citosina, que genera 5-
metilcitosina (5-meC). La 5-meC es una marca epigenética reversible
gue promueve el silenciamiento génico transcripcional y desempeiia
un papel importante en el control de la diferenciacion y la proliferacion
celular. El trabajo llevado a cabo en Arabidopsis por nuestro grupo y
por otros laboratorios ha establecido que las células vegetales usan la
ruta de reparacion por escision de bases para borrar la metilaciéon de
citosinas, en un proceso iniciado por 5-meC ADN glicosilasas de la
familia ROS1/DME {Gong, 2002; Morales-Ruiz, 2006; Ortega-Galisteo,
2008}.

Para profundizar en el estudio de la desmetilacién activa del ADN,
nuestro grupo se ha concentrado en la proteina ROS1 como prototipo
de 5-meC ADN glicosilasa. Mediante el analisis bioquimico de su
actividad enzimatica hemos demostrado es una enzima muy poco
procesiva {Ponferrada-Marin, 2009} y que se une de forma no
especifica al ADN mediante su extremo amino-terminal {Ponferrada-
Marin, 2010}. ROS1 y sus homdlogos poseen un dominio catalitico
discontinuo sin precedentes en otras ADN glicosilasas. Hemos
generado un modelo estructural de este dominio catalitico y lo hemos
usado para predecir con éxito la localizacién de aminodcidos
implicados en el reconocimiento especifico de la 5-meC y la catalisis
{Ponferrada-Marin, 2011}. También hemos demostrado que ROS1 se
desliza sobre el ADN y que este deslizamiento facilita el
reconocimiento y la escisién de la 5-meC {Ponferrada-Marin, 2012}.
Hemos demostrado que durante este deslizamiento ROS1 interroga
activamente el ADN, y hemos identificado tres residuos de la proteina
gue se intercalan en la doble hélice y son esenciales para este proceso
{Parrilla-Doblas, 2013}.

Tras la escisién de la base, las proteinas de la familia ROS1/DME
rompen el sitio abasico resultante, generando un hueco flanqueado
por extremos 3°-P y 5°-P. Hemos demostrado que la ADN fosfatasa ZDP
actla a continuacién de ROS1, eliminando el grupo 3’-P y permitiendo
gue una ADN polimerasa inserte una citosina no metilada {Martinez-
Macias, 2012}. También hemos demostrado que la proteina XRCC1
participa en varias etapas del proceso de desmetilacién: estimulando la
actividad de ROS1 y ZDP vy facilitando la etapa final de ligacién

VI JORNADAS DE DIVULGACION DE LA INVESTIGACION EN BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA



193

{Martinez-Macias, 2013}. En la actualidad, estamos analizando el papel
de otras proteinas esenciales en la ruta de desmetilacion.

Un sistema para la desmetilacion del ADN en células humanas

La informacién disponible sobre los mecanismos de desmetilacidn en
células animales es muy limitada. Nuestro conocimiento cada vez mas
detallado sobre las 5-meC ADN glicosilasas de plantas plantea la
posibilidad de utilizarlas como desmetilasas para revertir el estado de
metilacion de secuencias diana en células animales. Esta reversion
puede tener utilidad en al menos dos aplicaciones concretas: (A)
contrarrestar la hipermetilacién aberrante de genes supresores de
tumor caracteristica de células cancerosas), y (B) superar el obstaculo
de una desmetilacidn insuficiente durante la reprogramaciéon nuclear
para generar células pluripotentes. En la actualidad, nuestro grupo esta
expresando en células normales y tumorales distintas versiones de
desmetilasas de Arabidopsis, y estamos analizando su efecto sobre el
metiloma humano.
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RESUMEN

Practicamente todos los organismos conocidos necesitan molibdeno
para llevar a cabo funciones metabdlicas esenciales. EI molibdeno es
biolégicamente activo en forma de cofactor que encuentra como grupo
prostético en mas de 50 enzimas. Mientras que casi todas las Mo-
enzimas contienen molibdeno en forma de un cofactor derivado de
pterina, la nitrogenasa tiene un cofactor mas complejo que ademas de
molibdeno contiene hierro. La deficiencia de molibdeno conlleva la
pérdida de la actividad de todas las Mo-enzimas, que en mamiferos da
lugar a un dafio cerebral progresivo que lleva a la muerte a las pocas
semanas después de nacer. Recientemente se han descrito dos familias
de transportadores (MOT1 y MOT2) involucrados en el transporte de
molibdeno, en forma de molibdato, en células eucariotas. Mientras
gue miembros de la familia MOT1 estan presentes en algas, hongos y
plantas; proteinas pertenecientes a la familia MOT2 se han encontrado
también en animales, incluyendo humanos, aunque su funcionalidad
como transportadores de molibdato no se ha comprobado en dichos
organismos. En este estudio se ha abordado la caracterizacion de
MOT2 como transportador de molibdato en humanos usando como
modelo células HEK293 (Human Embryonic Kidney cells), asi como la
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identificacion de nuevas proteinas humanas involucradas en el
transporte de molibdeno.

INTRODUCCION

El molibdeno (Mo) es el Unico metal de transicidn de la quinta fila de la
tabla periddica que ha sido confirmado como un elemento esencial. En
seres vivos estd presente en bajas concentraciones. Su contenido es de
unos 10’ d&tomos por célula en microalgas y de alrededor de 0,2 mg kg™
en plantas superiores, mientras que en humanos de unos 0,6 ug ml™* en
suero, aunque depende de la ingesta diaria.

La importancia de Mo para la vida fue reconocida como tal en 1939
por Arnon y Stout. El descubrimiento de Mo en enzimas como la
nitrogenasa, nitrato reductasa o sulfito oxidasa remarcd su papel
catalitico. Desde entonces, se han identificado, en todos los reinos de
la vida, mas de 50 enzimas cuya actividad depende de la presencia de
Mo en su centro activo. La mayoria de estas enzimas contienen Mo en
forma de un cofactor derivado de pterina llamado cofactor de
molibdeno. Sin embargo, en la nitrogenasa Mo esta quelado por uno
de los centros metalicos mas complejos de la naturaleza, el cofactor de
hierro-molibdeno.

En todos los organismos estudiados hasta la ahora, la biosintesis del
cofactor de molibdeno es una ruta conservada que se puede dividir en
cuatro pasos de acuerdo con los intermediarios biosintéticos formados
(Figura 1), i) conversion de GTP en piranopterina ciclica monofosfato
(cPMP), ii) sintesis de molibdopterina (MPT), iii) adenilacién de MPT, iv)
inserciéon de molibdeno. En eucariotas se han descrito 6 genes
involucrados en la ruta de biosintesis de cofactor de molibdeno, tanto
en plantas, hongos como en animales.

El oxoanidon molibdato es la uUnica forma conocida de Mo que las
células pueden tomar del medio ambiente. El transporte de molibdato
es uno de los procesos del metabolismo de molibdeno que mas
ampliamente se han estudiado y mejor se conocen en bacterias. Sin
embargo, en eucariotas el transporte de molibdato al interior celular es
un proceso poco conocido ya que los primeros transportadores de
molibdato eucariotas (MOT1 y MOT2) se identificaron recientemente.

El transportador MOT1 (MOlybdate Transporter, tipo 1) se identificd de
manera simultanea en el alga verde Chlamydomonas reinhardtii y en
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Arabidopsis. MOT1 tiene especificidad y alta afinidad por molibdato
con valores de K, en el rango nanomolar. Proteinas similares a MOT1
se encuentran, ademads de en algas y plantas, en hongos y bacterias,
pero no en animales.
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Figural. Esquema de la ruta de biosintesis del cofactor de molibdeno en
eucariotas. Las proteinas que participan en cada paso estan representadas de
forma esquematica junto con su nombre en negro para E. coli, en rojo para
humanos y en verde para plantas. SAM, S-adenosil metionina; X-S, donador de
azufre a la MPT-sintasa sulfurilasa.

MOT2 se identific6 en C. reinhardtii y es también especifico de
molibdato y de alta afinidad, aunque la constante de Michaelis
encontrada para este transportador es mas alta que para MOT1 (550
nM vs. 7 nM). Proteinas similares a MOT2 se encuentran en algas,
plantas y animales incluidos humanos. Ademds mediante expresion
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heterdloga en levaduras la proteina MOT2 de humanos mostré
capacidad de transportar molibdato de manera especifica y con alta
afinidad presentando un valor de K, muy similar a MOT2 de C.
reinhardtii; siendo la primera proteina humana que se relaciona con el
transporte de molibdeno.

OBJETIVOS

1. Estudio de la actividad de transporte de molibdato de la proteina
humana MOT2.

2. Identificacion de MOT3 como nuevo transportador de molibdato en
humanos

RESULTADOS

Dos variantes de splicing de MOT2 en humanos estan involucrados en
transporte de molibdato hacia el interior celular:

- La sobreexpresion de ambas variantes de splicing en células HEK293
llevan a un mayor transporte de molibdato junto con un incremento
intracelular de cofactor de molibdeno.

- La transcripcion de las dos variantes de splicing de MOT2 esta
regulada por la disponibilidad de molibdato aunque de maneras
distintas.

- Ambas variantes de splicing se localizan en la membrana
plasmatica.

MOT3 es un transportador de molibdato en células humanas

- La expresion heterdloga de MOT3 en Saccharomyces cerevisiae
conlleva toxicidad por molibdato.

- La sobreexpresion de MOT3 en células HEK293 lleva a un
incremento del transporte de molibdato y, por tanto, a un aumento
de la cantidad de cofactor de molibdeno.

- MOT3 estd regulado por la disponibilidad de molbdato.
- MOT3 se localiza en la membrana plasmatica de células humanas.
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ISOGENES Y VARIABILIDAD ALELICA EN EL DIAGNOSTICO GENETICO
HUMANO

RESUMEN

CAMBRIX Genomic Institute S.A. es una joven compaiiia dedicada a la
aplicacién de las técnicas de Biologia Molecular al diagndstico médico
en humanos.

En ciertos casos, el andlisis genético se basa en la secuenciacién de
regiones de interés (exones, zonas reguladoras) de genes candidatos a
presentar variaciones que den cuenta de la sintomatologia clinica y
sirvan para concretar el diagndstico.

En otros casos el objetivo es la identificacion de variedades alélicas en
genes relacionados con el metabolismo de los farmacos o con la
capacidad para identificar moléculas como alérgenos. El conocimiento
de la presencia de determinadas variantes alélicas puede ser de
utilidad a la hora de tomar decisiones en cuanto a la prescripcion de la
dosis de un determinado farmaco. Asi mismo, este conocimiento
permite descartar la predisposicion a sufrir algunas intolerancias
alimentarias.

La presencia de isogenes y el analisis de genes con alta variabilidad
alélica suponen una dificultad afiadida a la hora de realizar este tipo de
andlisis.
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En la presente ponencia se trata de ilustrar, mediante algunos
ejemplos practicos, la metodologia a utilizar para solventar dichas
dificultades.
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DEPARTAMENTO E INSTITUCION:

Servicio de Proteccion Ambiental — SEPA. Universidad de Cdérdoba.
Campus de Rabanales. Colonia San José, Casa n2 4. 14014-Cérdoba.

FUNCIONES Y SERVICIOS PRESTADOS:

1. AMBITO DE ASESORAMIENTO AMBIENTAL

e Participacién o intervencion en las actuaciones, actividades vy
proyectos desarrollados en el dmbito de la Universidad que puedan
afectar a sus condiciones, recursos y componentes ambientales con
objeto de prevenir o minimizar el posible impacto negativo de tales
actuaciones.

e |dentificacion de requisitos legales de la Universidad de Cérdoba e
informacién de ellos a las funciones responsables de su
cumplimiento.

e Seguimiento de los aspectos ambientales asociados a las actividades
e instalaciones de la Universidad, deteccion de los mas significativos
y propuesta de actuaciones dirigidas a minimizar su impacto
ambiental.

e Asesoramiento a la comunidad universitaria, y especialmente a los
drganos, Instituciones y servicios universitarios, en las cuestiones
relacionadas con el medio ambiente.
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Realizacion de estudios e informes ambientales en el marco de la
comunidad universitaria o fuera de ella.

Apoyo y coordinacidn en la implantacidn de sistemas de gestion
ambiental en Centros, Departamentos, Areas y Servicios de la
Universidad.

Introduccion de criterios ambientales en la contratacién por parte
de la Universidad de proveedores de bienes, obras y servicios asi
como el seguimiento ambiental de los mismos.

2. AMBITO DE FORMACION, INFORMACION Y SENSIBILIZACION
AMBIENTAL

Planificacién, organizacién y promocién de actividades y eventos
que tengan como objetivo la formacién, informaciéon vy
sensibilizacion ambiental de la comunidad universitaria.

Promocién y coordinacion de actividades encaminadas a la
preservacion de los recursos naturales en la Universidad.

Desarrollo de acciones que potencien el proceso de
sostenibilizacién curricular, el voluntariado ambiental universitario y
la investigacidon ambiental en la Universidad.

Recepcion de sugerencias de la comunidad universitaria en temas
relacionados con el medio ambiente universitario.

Establecimiento de cauces de comunicaciéon y colaboraciéon con
administraciones y entidades a través de sus drganos ambientales
competentes.

3. AMBITO DE GESTION DE RESIDUOS

Promocidn de estrategias de recogida selectiva de residuos.

Gestidn de los residuos peligrosos producidos en la Universidad.

PUBLICACIONES MAS RELEVANTES:

De Toro Jordano, A., Gomera Martinez A., Aguilar Moreno, J. E., Guijarro
Jiménez, C., Vaquero Abellan, M. (2011). Una Década de Proteccion Ambiental
en la Universidad de Cérdoba. Cordoba: Servicio de Proteccion Ambiental,
Universidad de Cérdoba.
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PONENCIA:

GESTION Y MINIMIZACION DE RESIDUOS PELIGROSOS EN LOS
LABORATORIOS UNIVERSITARIOS DE BIOLOGIA MOLECULAR, CELULAR,
GENETICA Y BIOTECNOLOGIA.

RESUMEN

En el laboratorio universitario se manejan gran cantidad de productos y
se efectian diversas operaciones que conllevan la generacidon de
residuos, en la mayoria de los casos peligrosos para la salud y el medio
ambiente. Se debe garantizar su correcta gestidn, tanto por la
obligatoriedad legal y la especial peligrosidad de algunos de ellos,
como por el entorno educativo y de excelencia en el que se enmarca la
Universidad.

La Universidad de Cérdoba, a través de su Servicio de Proteccion
Ambiental (SEPA), ha desarrollado un procedimiento especifico y
normalizado de gestion de los residuos peligrosos en los laboratorios
universitarios, que incluye un estudio detallado de las actividades para
seleccionar los envases mas adecuados, una clasificacion, etiquetado y
llenado de los mismos, asi como un almacenamiento temporal en
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condiciones de seguridad hasta su retirada definitiva por parte de una
empresa gestora de este tipo de residuos.

Es asimismo necesario, tanto por razones de medioambientales como
econdmicas, que se contemplen las posibilidades de minimizaciéon de
los residuos, procurando sustituir, reutilizar o reciclar productos
cuando sea posible, asi como optimizando la gestién de compras, la
utilizacidn de envases y la identificacidn y segregacidon de residuos.

Los laboratorios universitarios de las dreas de Biologia Molecular,
Celular, Genética y Biotecnologia suponen en torno al 30% de las
unidades productoras de residuos peligrosos en la Universidad de
Coérdoba y producen aproximadamente el 40% del total de residuos.
Este hecho hace especialmente relevante la necesidad de una dptima
gestidon de los mismos. Los principales tipos son:

e Residuos biosanitarios (restos y cultivos celulares, sangre vy
hemoderivados, material cortante o punzante): suponen un 29% de
los residuos originados.

e Reactivos de laboratorio (mezclas de residuos de distintos grupos o
residuos desconocidos) y material contaminado con productos
guimicos (papel, guantes, puntas, etc.): 21%.

e Residuos sélidos y liquidos de bromuro de etidio: 20%.

e Disolventes organicos (halogenados y no halogenados): 10%.

e Envases vacios de vidrio y plastico: 8%.

e Salesy soluciones (amonio, cianuro, cromo, de revelado, etc.): 8%.
e Otros: acidos, bases, aceites minerales, etc.: 2%.

Estos residuos ofrecen unas enormes posibilidades de minimizacién.
De este modo, desde 2011 se estan realizando visitas personalizadas a
todos los laboratorios, asi como acciones formativas e informativas que
estan posibilitando una reduccién en la magnitud y peligrosidad de los
diferentes tipos de residuos. En especial se estan logrando excelentes
resultados minimizando los residuos biosanitarios, los reactivos de
laboratorio y los envases vacios. La disminucién de produccion de
bromuro de etidio es uno de los grandes retos pendientes, aunque
progresivamente se estan incorporando alternativas a través de su
sustitucidon por otros compuestos inocuos y con su misma funcion.
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Conferencia de Clausura

EL PAPEL DE LOS TELOMEROS EN LA ENFERMEDAD
Maria Blasco Marhuenda

Directora del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas — CNIO

Jefa del grupo de Teldmeros y Telomerasa del Centro Nacional de
Investigaciones Oncoldgicas - CNIO

Durante los Ultimos diez aflos nuestro laboratorio ha contribuido a
analizar minuciosamente el papel de la telomerasa y de la longitud de
los teldmeros como vias moleculares subyacentes al cancer y al
envejecimiento, asi como ha liderado el uso potencial de la activacién
de la telomerasa como una estrategia terapéutica para sindromes de
teldmeros y enfermedades relacionadas con la edad (Blasco et al., Cell,
1997; Tomas-Loba, Cell, 2008). Mas recientemente hemos desarrollado
una terapia génica basada en telomerasa que permite la activacion de
la telomerasa en organismos adultos y que ha mostrado efectos
beneficiosos en ratones en una variedad de patologias relacionadas
con la edad (Bernardes de Jesus et al., EMBO Molecular Medicine,
2012). Presentaré hallazgos recientes que muestran la eficacia de esta
terapia génica de telomerasa en diferentes modelos de enfermedad en
ratones.
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