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Colenias de Pseudomonas putida creciende sobre una placa de agar con X-gal. E! gen JacZ
con el transposdn mini-Tn5-lac fet/1, ha sido insertado a continuacién de un promotor inducide
en fase estacionaria {starvation-induced promofer} . Esto se refleja en la morfologia “ojo de
pez” de las colonias indicando que fa subpoblacién de células del centro estd en una fase de
cracimiento mas avanzada. ( Ver: V. De Larenzo ef al. en pg. 92)

Colonies of Psaudomonas putida grown in X-gal agar. The lac-Z gene with the mini-Tnadac
tet/1, fransposon has been inserted behind a stationary phase inducible promoter { starvation-
induced promoter). This leads to “fish eye” colonies indicating that the subpopulation of cells in
the center is i a more advanced growth phase. { See: V. De Lorenzo et al. in page 92}
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RECUERDOS DEL CIB

Margarita Salas.

Centro de Biologia Molecular
“Severo Ochoa”.

Después de finalizar la Licenciatura en Ciencias Quimicas en la Universidad Com-
plutense, inicié, en 1961, la Tesis Doctoral con Alberto Sols en el Departamento de En-
zimologia del Instituto Gregorio Maraién. El Instituto estaba dirigido por José Luis Ro-
driguez-Candela, quien habia sido el organizador del Centro de Investigaciones
Bioldgicas (CIB), inaugurado en 1956,

Cuando yo me incorporé al Departamento de Enzimologia, la primera generacion de
becarios de Alberto Sols estaba realizando su fase postdoctoral en Estados Unidos.
Poco a poco, fueron regresando al CIB, trayéndonos novedades cientificas. Aun re-
cuerdo una serie de seminarios impartidos por Carlos Asensio, en los que nos conta-
ba, entre otras novedades, el modelo revolucionario del “operén” de Jacob y Monod.
Fueron tres anos intensos de doctorado en los que me inicié en la Biogquimica. Quiero
aprovechar estas lineas para expresar mi recuerdo agradecido a Alberto Sols, por sus
ensefianzas en esta fase tan decisiva para la vida de un investigador.

Después de un periodo postdoctoral en el Departamento de Bioquimica de la Uni-
versidad de Nueva York con Severo Ochoa, donde pasé de la Bioquimica a la Biologia
Molecular, tomé la decisién de volver a Espafia y tratar de iniciar, junto con Eladio Vi-
fuela, una linea de investigacion en Biologia Molecular, utilizando el Bacteriéfago @29
como sistema modelo.

La vuelta a Espafia en 1967 fue posible gracias a la ayuda y apoyo de dos personas
que confiaron en nosotros, José Luis Rodriguez-Candela y Severo Ochoa, a quienes
quiero expresar mi mas profunda gratitud. José Luis Rodriguez-Candela hizo posible




nuestra vuelta al CIB pues, generosamente, nos cedid inicialmente un laboratorio de cuatro
ventanas, el 405, y después, a medida que nuestro grupo fue aumentando de tamafio, nos fue
cediendo nuevos laboratorios hasta ocupar el ala de Velazquez desde e! laboratorio 402 hasta
al ascensor. Severs Ochoa nos ayuds a conseguir una ayuda del Jane Coffin Childs Memorial
Fund for Medical Research, gracias a la cual pudimos comprar nuestro primer equipo y reacti-
vos, cosa realmente complicada en aquella época. Recuerdo que uno de los primeros aprendi-
zajes a la vuelta a Espafia era el de como importar equipo y comprar reactivos en el extranjero.

A nuestra vuelta a Espaiia, también se did 1a circunstancia favorable que, en 1968, se con-
vocaron las primeras becas del Plan de Formacion de Personal Investigador con lo cual se
pudieron incorporar a nuestro laboratorio en el CIB nuestros primeros becarios, Enrique Mén-
dez, Jests Avila y Antonio Talavera, quienes aparecen en la fotografia (mostrada en Ia cabe-
cera) del Departamento de Metabolismo del Instituto Gregoric Marafidn, tomada en Julio de
1968. Quiero expresar aqui el recuerdo agradecido de José Avelino Pérez-Geijo, gran amigo,
fusnte inagotable de becarios, quien fue primero Secretario y, desde 1989, Vicedirector y vir-
tual Director del CIB hasta su fallecimiento en 1975,

En 1969 ss cred, gracias de nuevo al apoyo de Jose Luis Rodriguez Candela, la Seccin
de Biologia Molecular dentro del Instituto Gregorio Marafién, que pasé a convertirse, en 1971,
en Departamento de Biologia Molecular, dirigide por Eladio Vifiuela, donde yo dirigia la Sec-
cién de Genética Molecular. De hecho, éste fue el primer Departamente de Biologla Melecular
creado en Espafia. En 1975, el Departamento de Biologia Molecular se convirtié en Instituto
de Virologla y Genética Molecular.

En 1970 tuvo lugar la creacion del Taller de instrumentacion del CIB, que supuso un impor-
tante apoyo para el trabajo de investigacién del Centro. Su primer Jefe fue Javier Corral, un
fisico a quién Eladio Vifiuela descubrié y a quién ofrecid incorporarse al CIB, con los escasos
recursos que se tenian en aquella época. Gracias a los conocimientos y a la eficiencia de Ja-
vier Corral, el Taller de Instrumentacién fue creciendo en pocas afios, y en 1973, ya contaba
con 8 ayudantes y 9 personas en colaboracion, que fermaban parte de los Servicios de Foto-
grafia, Delineacién, Taller Mecdnico, Eléctrica y Electrénico, y Plédsticos (en ia memoria del
CIB de 1973 se describe que en ese afio se fabricaron 30 cubas de electroforesis en dicho
Servicio). El Taller de Instrumentacién del CiB fue el modelo que Eladio Vifiuela y Javier Co-
rral incorporaron al Departamento Técnico del Centro de Biologia Molecular (CBM), y que
constituye uno de sus pilares mas importantes.

En Septiembre de 1977, después de diez afios de trabajo en el CIB, me trasladé al recién
inaugurado CBM. De esos diez afios en el CIB guardo un recuerdo imborrable. Fueron ahos
dificiles, con pocos medios materiales, pero con mucho entusiasmo y dedicacion a la investi-
gacién. Como ejemplo del espiritu de trabajo que habia en esos anos, Angel Pellicer recorda-
ba, en la Reunitn del 25 Aniversario del Bagteriofago #29 celebrada recientemente en Ma-
drid, la anécdota de que el lema del Departamento de Biologia Molecular era que los becarios
trabajasen hasta medianoche y después se fuesen a la Biblioteca a dormir sobre el PNAS.

Creo que no me equivoco al decir que e CIB ha sido la casa madre de la Biclogia modema
en Espafia, desde donde irradi6 a numerosos Centros de la Universidad y del Consejo Supe-
rior de investigaciones Cientificas. Deseo sinceramente que el CIB siga siendo fuente conti-
nuada de investigadores en el drea de Biologfa en Espaifia.




MEMORIES OF THE CIB

After finishing my Master in Chemistry at the Complutense University, | started, in
1961, the work of my Ph.D. Thesis with Alberto Sols in the Department of Enzymology
at the Institute Gregorio Marafion. The Institute was directed by José Luis Rodriguez-
Candela, who had been the organizer of the Centro de investigaciones Biologicas
(CiB}, inaugurated in 1958.

When | siarted in the Department of Enzymology, the first generation of Ph.D. stu-
dents of Alberto Sols were doing their postdoctoral siay in the United States. Little by
little, they came back to the CIB, bringing scientific news. 1 still remember a series of
saminars presentsd by Carlos Asensio in which he told us, among other news, the re-
volutionary model of the "operon” from Jacob and Monod. | spent three intense years
of Ph.D. work during which | was initiated in Biochemistry. | would like to take this op-
portunity to express my grateful remembrance of Alberio Sols, for his teaching in this
period so decisive for the life of a scientist.

. After a postdoctoral period in the Department of Biochemistry at New York Univer-

sity with Severo Ochoa, where | switched from Biochemistry to Molecular Biology, |
took the decision to come back to Spain and try to initiate, together with Eladio Vifiuela,
a research group in Molecular Biology, using Bacteriophage 229 as a mode! system.

Coming back to Spain in 1967 was possibie thanks to the help and support of two
persons who trusted us, José Luis Rodriguez-Candsla and Severo Ochoa, to whom |
would like to express my deepest gratitude, José Luis Roadriguez-Candeia made possi-
bie our return to the CiB since, very generously, gave us initially a laboratory of four
windows, number 405, and then, when our group increased in size, he gave us new la-
boratories, occupying all the Veldzquez wing, from laboratory number 402 tilf the eleva-
for. Severo Ochoa heiped us to get a grant from the Jane Coffin Childs Memorial Fund
for Medical Research, thanks to which we could buy our first squipment and reagents,
something really complicated at that time. | remember that one of the first things one
had to learn when one returned to Spain was how to import equipment and to buy rea-
gents abroad.




When we came back to Spain we were Jucky because, in 1968, the first fellowships of Plan
de Formacién de Parsonal Investigador were available, and our first Ph.D. students could be
incorporated to our iaboratory in the CIB. They were Enrique Méndez, Jasus Avila and Anto-
nio Talavera who are present in the photography (shown above) of the members of the Depart-
ment of Metabolism of the Institute Gregorio Marafion, taken in 1968. | would like to express
here my memory and gratitude to José Avelino Pérez-Geljo, a great friend and source of Ph.D.
students, who was, first Secretary, and , since 1969, Vicadiractor and virtual Director of the
CiB until his death in 1975,

in 1969, thanks again to the support of José Luis Rodriguez-Candela, the Section of Mole-
cular Biology was created within the Institute Gregorio Marafion. In 1971, the Section was
converted into the Department of Molecular Biology, directed by Eladio Vifiuela, including the
Section of Molecular Genetics, diracted by myself. In fact, this one was the first Department of
Molecular Biology created in Spain. In 1975, the Department of Molecular Biology was conver-
ted into Institute of Virology and Molecular Gensetics.

in 1970, the Instrumentation Workshop of the CIB was created, and that was an important '

help for the research work at the Center. The first Chief was Javier Corral, a physicist discovered
by Eladio Vifiuela, to whom he offered to come to the CIB, with the very scarce resources
available at that time. Thanks lo the knowledge and efficiency of Javier Corral, the Instrumen-
fation Workshop grew up in a few years and, in 1973, it already had 8 Tachnicians and 9 per-
sons in collaboration, that formed part of the Services of Photography, Delineation, Mechanic,
Elsctric and Electronic Workshops, and Plastics (in the CIB Report of 1973 the Plastics Servi-
ce is reported to have made 30 electrophoresis cuvettes). The Instrumentation Workshop at
the CIB was the model that Eladio Vifiuela and Javier Corral incorporated to the Technical De-
partment of the Center of Molecular Biology (CBM), that constitutes one of its more important
assets.

in September 1977, after 10 years of work at the CIB, | moved into the CBM, just inaugura-
ted. Of those 10 years at the CIB | keep an unforgettable memory. They were difficult years,
with few resources, but with a lot of enthusiasm and dedication to research. As an example of
the motivation for work on those years, Angel Pellicer remembered, in the Meeting of the 25th
Anniversary of “Bacteriophage e29" celebrated recently in Madrid, that the lemma of the De-
partment of Molecular Biology was that the Ph.D. students should work until midnight and then
they should go to the Library to sleep on the PNAS.

1 think | am not wrong if | say that the CIB has beep the mother house of modern Biology in
Spain, from where it spread out to numerous Centers of both the University and the Spanish
Research Council. | sincerely hope that the CIB will continue to be a source of researchers in
the Biology area in Spain.




COMENTARIOS DE LA DIRECCION

COMMENTS OF THE DIRECTOR

El Centro de Investigaciones Bicldgicas (CIB) se
encuentra entre los centros del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC) con mas larga tra-
dicion en la investigacién en Biologia bésica. l.os dos
primeros afios de la década de los noventa han visto
consolidarse las nuevas tendencias del enfoque mo-
lecular de la Biologia, que se iniciaron en la década
anterior gracias a tecnologias muy potentes de andli-
sis, tales como la ingenieria genética, los cultivos in
vitro y los anticuerpos monoclonales.

Muchos problemas de la Biologia se pueden hoy
dia plantear en términos meleculares, incluso las fun-
ciones cefulares esenciales son ya susceptibles de un
enfogue molecular, reservado, hasta hace muy poco
tiempo, a sistemas sencillos. La memoria cientifica,
que aqui presentamos, refleja la progresiva incorpora-
cién de muchas lineas del CIB a este enfoque con-
temporaneo de la Biologia, resultada tanto del esfuer-
zo de grupos ya existentes en el CiB, como de la
incorporacion de nuevos investigadores a la plantilla
del Centro.

En la actualidad el personal cientifico del CIB lo
forman 12 Profesores de Investigacion, 36 Invastiga-
dores Cientificos y 38 Colaboradores Cientificos que
hasta julio de 1992 se agrupaban en once Unidades
Estructurales (NOTA 1). En el bienio 1991-1992 se
jubilargn los Profescres Gonzalo Giménez y Fer-
nandae Silié y los Investigadores Rosario Gil y Car-
men Candida Génzalez; se ingorporaron al Centro
2 Investigadores y 4 Colaboradores.

Como componentes de un centro pliblico de in-

Mota 1
Unidades Eatructurales de Investigaclén:

Genética Bacteriana
Citogenética

Ingenieria Gendtica
Estructuras Celulares

The Centro de Investigaciones Bioldgicas
{Biological Research Centre, or CIB) is among
the centres of the Consejo Superior de Investiga-
tions Cientificas {Superior Scientific Research
Council, or CSIC) with longer tradition in research
in basic Biology. During the first two years of the
nineties the new trends, brought about by the
molecular approach to Biology, have consolidated.
This has been the consequence of work initiated
in the previous decade, that took advantage of
new powerful techniques, as those of genetic
engineering, in vitro culture, and menoclonal
antibodies.

Many biological questions can be formulated
nowadays in molecular terms. Even essential ce-
fiutar functions can benefit from this kind of ap-
proach that was, up to recent times, reserved
only for simple systems. The present scientific
report of our activities shows the gradual move of
many of the ClB research lines towards this con-
temporary trend in Biology. This progress is the
result both of the efforts of previously existing
groups, as well as from new scientists incorpora-
ted to the CIB sfaff,

Presently the CIB scientific staff is formed by
12 Professors, 36 Investigators and 38 Scientific
Collaborators. They were organised, up to July
18992, in eleven Units (NOTE 1). During these
two years Profs. Gonzalo Giménez and Fernando
Silid, and the |nvestigators Rosario Git and Car-
men Candida Gonzélez retired, while 2 investiga-
tors and 4 Collaborators joined the Centire.

Biomembranas
Fitopatologia
Fisiologia Endocrina
Virologia

Reproduccitn Celular
Microbiologla Aplicada
Inmunofarmacologla



Nota 2

vestigacién tenemos el deber de realizar un traba-
jo de calidad, y de mejorarlo cada dia. En este
bienio el CIB no séle ha mejerade su actividad
cientifica en publicaciones {(como muestran las
graficas incluidas en la seccion final), congresos y
seminarios, sino que ademas ha side objeto de
una evaluacion cientlfica realizada por una comi-
sidn ad hoc formada por cientificos de prestigio
internacional reconocido (NOTA 2). Las recomen-
daciones de esta comisién han preparadac al Cen-
tro para introducir los reajustes necesarios dirigi-
dos a optimizar y actualizar sus lineas de trabajo
Y SUS recursos.

Sin lugar a dudas, las modificaciones que de-
ben introducirse en el CIB requieren la aceptacién
del asesoramiento externo que se ha realizade,
una labor que comprometera a los cientificos del
Centro asi como a la directiva del CSIC. El impul-
so inicial dado peor Ia direccion del Gentro, ha side
respaldado tanto por la directiva del CSIC como
por un importante grupo de investigadores del
Centro, lo que nos permite ser optimistas para el
futuroc. Las areas tematicas principales de los gru-
pos actuales del CIB son: Inmunologla, Biologla
Celular y del Desarrollo, Estructura y Funcidn de
Proteinas, Microbiologia Molecular y Biglogia de
Plantas.

El CIB se plantea asi, hoy dia, su renovagién
cientifica para adecuar el trabajo, sus instalacic-
nes y sus servicios a las lineas mas actuales y
punteras. Dentro de esta renovacién se encuentra
la presente edicién de la memoria que, en su for-
ma y contenido, intenta realzar el protagonismo
del grupo de investigacidn y de su produccién
cientifica a lo largo del bienio 1991-92 . O

Comisién de Evaluacidn:

Michasl Akam

José Pio Beltrdn
Jean-Charles Cerotinni
Juan E. Falid

As part of a public research centra it Is our
duty to produce research of high quality, and to
improve constantly. During these two years the
sclentific activities of the CIB, including the num-
ber and quality of publications, and the parlicipa-
tion in meetings and seminars, have improved
(as shown in the graphs included in the final sec-
tion). In addition, the CIB has been scientificall
gvaluated by an extarnal ad hoc committee for-
med by scientists with international prestige (NOTE 2).
Thair recommendations have prepared the
Centre for implementing the changes needed
to optimise and update its research lines and
resources.

Introduction of the appropriate modifications
certainly requires the acceptance of this external
advise, a fask in which both the scientists of the
Centre and the CSIC authorities have to be invol-
vad. We sae the future with optimism, since the
leading initiative undertaken by the CIB Director
has been supported by the CSIC authorities and
by an important group of the Centre's scientists.
The main areas of research ot the CIB groups
presently are: Immunology, Cell and Developmental
Biology, Prolein Structure and Function, Molecular
Microbiology, and Plant Biology.

in consequence, the CIB is presently under-
going a scientific renewal to bring its work,
equipment and facilities into line with the fore-
front of contemporary research. This report of our
research activities, reflecting this policy of rene-
wal, emphasises the prevailing role of the
research group and its scientific productivity
during 1991-1992. 0

(Wellcoma/CRC Institute. Cambridgs, Inglaterra) _ JohnW.Snape  (John innes Centre for Plant Science Research, Inglaterra)
(inst. de Agroquimica y Tecnologiz de Alimentos, Valencia)  Aaron Shatkin (Waksman Institute of Microbiology, New Jersey,USA)
{Ludwig Institute, Lausanne, Suiza) Kai Simons {European Molecular Biology Laboratory, Heldalberg, Alemania)

{Facultad de Medicina, Universidad Autdénoma de Madrid)




Transduccion de Senales y Biologia Leucocitaria

Leukocyte Biology and Signal Transduction

(Group leader)

Dolores Pérez-Sala

Dolores Collado-Escobar
Rafael Pulido
Jesus Balsinde

Alicia Eguinoa
Ignacio Flores
Consuelo Gajate
Sonia Zamarreno

_ Eduardo R. S. Roldan (1991)

Rosa Martinez-Dalmau

Faustino Mollinedo (Jefe de Grupo)  Personal Cientifico

Tenured Scientist

Investigador Contratado
Tenure-track Scientist

Postdoctorales
Postdoctoral Fellows

Predoctorales
Graduate Students

Investigador Asociado
Associate Scientist

Personal Técnico
Technical Staff

El tema central del laboratorio es el
analisis molecular de procesos implica-
dos en la activaciéon y desarrollo de gra-
nulocitos humanos. Las lineas de traba-
jo que se desarrollan en el laboratorio
incluyen:

Andlisis de los mecanismos que regu-
lan la translocacién a la superficie celu-
lar de un granulo secretor rico en gelati-
nasa en neutrofilos humanos (proteinas
de la superfamilia Ras, genes de la fami-
lia src, proteinas fijadoras de Ca*). La
movilizacién de dicho granulo parece ju-
gar un papel crucial en la regulacién de
la funcionalidad de los neutréfilos huma-
nos y en el proceso de diapedesis.

The main research area in this labora-
tory is the molecular analysis of cell sur-
face and transcriptional events involved
in the activation and development of hu-
man granulocytes. Our current research
interests include:

Analysis of the mechanisms regu-
lating the translocation to the cell
surface of a gelatinase-rich secre-
tory granule in human neutrophils
(Ras superfamily proteins, src gene
family, Ca*-binding proteins). The
mobilization of this granule seems to
play a crucial role in the regulation
of neutrophil functionality and diape-
desis.




Caracterizacién de una fosfolipasa
D {regulacion, purificacién y clonaje)
que juega un papel preponderante en
procesos de transduccion de sefial en
leucocitos. Asimismo, estamos investi-
gando el papel que juega el acido fos-
fatfdico, producto de la aceién de la
fosfolipasa D, en procesos de trans-
duccién de senal.

Caracterizacién de nuevos antige-
nos leuceocitarios {funcionalidad y clo-
naje) implicados en la funcionalidad
granulocitica. En colaboracion con ta
Dra. |. Barasoain (C.l.B.), hemos pre-
parado una bateria de anticuerpos mo-
noclonales frente a neutréfilos huma-
nos y hemos seleccionado varios de
elios que reconocen nuevos antigenos
leucocitarios.

Papel del factor transcripcional AP-1
{proto-oncogenes fos y jun) vy de protei-
nas con actividad tirosina-quinasa (ge-
nes de la familia src) en la diferenciacion
mieloide (diferenciacién granulocitica
versus diferenciacidon monocitica). Asi-
mismo, estamos iniciando estudios de
caracterizacién de nuevos genes impli-
cados en las fases tempranas de la dife-
renciacién granulocitica mediante geno-
tecas de substraccién.

Para inducir la activacién o diferencia-
cidén de las células humanas empleamos
distintos agentes, incluyendo ciertas ci-
toquinas (TNFa, GM-CSF y G-CSF). De
este modo, se analizan mecanismos de
transduccién de sefial implicados en la
accién de dichas citoquinas sobre leuco-
citos humanos. O
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Characterization of a phospholipase D
which plays a key role in leukocyte sig-
nalfing processes. This research includes
the study of the regulatory properties of
the enzyme as well as its purification and
cloning. Furthermore, we are investiga-
ting the role of phosphatidic acid, the
product of phospholipase D action, on
signal transduction processes.

Functional characterization and clo-
ning of novel leukocyte antigens invol-
ved in granulocyte functions. In colla-
boration with Dr. I. Barasoain (C.1.B.),
we have prepared a battery of mono-
clonai antibodies against human neu-
trophils and we have succeeded in se-
lecting several monoclonal antibodies
that recognize apparent novel leukocyte
antigens.

Role of AP-1 transcription factor
(fos and jun proto-oncogenes) and
tyrosine kinases (src gene family) in
myeloid differentiation (granulocytic
vs. monocytic differentiation). More-
over, we are starting studies leading
to the characterization of new genes
involved in early phases of granu-
iocytic differentiation through sub-
tracted libraries.

We are using different agents, in-
cluding certain cytokines (TNFu,
GM-CSF and G-CSF) to activate or
differentiate myeloid cells. In this
context, we are also examining sig-
naling events involved in the action
of the above cytokines on human
feukocytes. O
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El grupo se creo por traslado desde el
Basel Institute for Immunology de los
Drs. Sanz y de la Hera en Octubre de
1991, y acceso a un laboratorio renova-
do en Abril de 1992. Iniciamos entonces
un programa internacional para reclutar
mas miembros que esta aun abierto, al-
canzando el grupo su configuracion ac-
tual en Octubre de 1992. Queremos ex-
presar nuestra gratitud al grupo del Dr.
A. Silva por su generoso apoyo y acogi-
da hasta el traslado al Laboratorio 345.
Parte del trabajo se realizo en colabora-
cioén con los Drs. Alvarez de Mon (UAH),
Alarcon (CBM-CSIC), Bluthmann (RO-
CHE-Basel) e Iglesias (MPI-Freiburg).

El objetivo de nuestro proyecto es el
estudio de los mecanismos que regulan la
proliferacion y seleccion clonal del linaje
linfoide humano, con énfasis en la funcién
de los receptores clonales para antigeno
y los factores de crecimiento y diferencia-

Our group originated with the transfer
of Drs. Sanz and de la Hera from the Basel
Institute for Immunology to the CIB in
October ‘91, and was formally created
together with a rebuilt laboratory in April
‘92. We follow an international recruit-
ment pursuit to cover vacants. The
group reaches its current size in October
‘92. We wish to acknowledge the sup-
port of Dr. A. Silva’s group in the tum-
bling months that preceded our move to
Lab 345. This work was partially done in
collaboration with Drs. Alvarez de Mon
(UAH), Alarcon (CBM-CSIC), Bluthmann
(ROCHE-Basel) and Iglesias (MPI-Frei-
burg).

The aim of our proyect is to study
the mechanisms that regulate the
growth and clonal selection of the
human lymphoid lineage, with empha-
sis on the function of the clonal
receptors for antigen and growth

Desarrollo de nuevas
herramientas para el
estudio de receptores re-
levantes al desarrollo de
los linfocitos humanos.

Developing new tools to
analyze the receptors dri-
ving human lymphocyte
differentiation.



cion llamados interieucinas (ILs). Tanto los
receptores clonales de los linfocitos T co-
mo B (TCR, Inmunoglobulinas) controlan
el destino celular gracias al ensamblaje
con moléculas accesorias en la transduc-
cién de sefiales (gj. complejos receptores
TCR/CD3). Utilizando ratones transgeni-
cos para distintas subunidades CD3 hu-
manas, inmunoprecipitacion y SDS-PA-
GE, inmunofluorescencia y citometria de
flujo y ensayos de funcién, hemos desa-
rrollade un método original que permite
establecer la estequiometria y funcién in
vivo de subunidades en estos receptores
compuestos de multiples cadenas asocia-
das por uniones no covalentes.

Asi hemos demostrado que existen
dos subunidades CD3e en cada comple-
jo TCR/CD3, contribuyendo a establecer
el concepto de que existen “moédulos de
fransduccion independientes” (ej. CD3ey,
CD3ed y In) en los receptores T para an-
tigeno. Pensamos que la transducién a
través de los distintos médulos pudiera
explicar los estados discretos de activa-
c¢ién, anergia 6 muerte celular programa-
da que pueden seguir al entrecruzamien-
to del receptor por el antigeno
especifico. El estudio de este modelo de
trabajo requiere completar la caracteriza-
cién de la estructura cuaternaria del
complejo TCR/CD3 vy el desarrollo de
nuevos reactivos que discriminen entre
los distintos modulos. En esta linea, es-
tamos caracterizando si solo existe un si-
tio de unién para antigeno en el complejo
TCR/CD3 6 bien éste es multivalente; y
analizando ratones transgénicos y desa-
rrollando reactivos especificos para
CD38 humano.

Tras nuestra incorporacion al CIB, he-
mos adaptado el sistema de expresion

and differentiation factors, called in-
terleukins (ILs). Both T and B cell
receptors (TCR, Immunoglobulins)
control lymphocyte fate through the
assemblage with signaling accesory
molecules (ej. TCR/CD3 recep-
tor complexes). Using mice
transgenic for human CD3 subunits,
immunoprecipitation and 5§D5-PA-
GE, immunofiuorescence and flow
cytometry and function studies, we
have created a novel method to
define the stoichiometry and in vi-
vo function of individual subunits
within the compound clonal recep-
tors.

Thus, we have shown that two CD3e
subuhits occur within a functional
TCR/CD3 compiex. It has contributed to
the emerging concept that T lymphocyle
receptors for antigen are composed of
“naralie! transduction units” made of
CD3ey, CD3ed and {n chain pairs. The
existance of distinct transduction modules
might be related to activation/anergy/pro-
gramed cell death response of lymphocy-
tes upon encounter of antigen and cross-
linking of the specific clonal receptors.
Progress in our working model requires
further definition of the quaternary structu-
re of the TCR/CD3 complex, and develop-
ment of novel reagents which are able to
discriminate between modules and still
sighal to the cell. Along those lines we are
characterizing whether the paradigm that
there is a single binding site for antigen
within TCR/CD3 complex holds or the an-
tigen receptor is multivalent; and, analy-
zing human CD36 transgenic mice and
raising CD33 specific antibodies.

Our group at CIB has adapted the
expression system used previously to
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de proteinas de fusion con dominios de
inmunioglobulina utilizade previamente
para producir CD3y-, CD38- y CD3e-Cx
recombinantes, a la produccién de ILs
quiméricas gue conservan su funcién, y
componentes del complejo receptor de
inmunoglobulinas que se expresan de
manera restringida en los progenitores
de células B. El desarrollo de estas he-
rramientas, como animales transgéni-
cos, moléculas recombinantes y anti-
cuerpos monocionales, constituye una
primera etapa en el estudio de las reglas
que rigen el desarrollo de los linfocitos
humanos y su posible manipulacién con
fines terapedticos. O

Organismos Financiadores
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create recombinant CD3y-, CD33- y
CD3e-Cx fusion proteins, to the pro-
duction of iLs that keep their function,
as well as soluble forms of compo-
nenis of the Immunoglobulin-receptor
complex unique to B lymphocyte pro-
genitors. The generation of the above
tools, such as transgenic mice, recom-
binant chimeric profeins and monocio-
nal antibodies, constitutes a first step
in our program to analyze the rules
that address the development of the
human immune system, and, lately,
the emergence of novel manipulation
posibilities with more predictable the-
rapeutic results. O
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Diferenciacion Macrofagica y Receptores de Membrana
Macrophage Differentiation and Membrane Receptors

Los monocitos periféricos de la sangre
son capaces de migrar hacia los tejidos

diferenciandose hacia macréfagos. Este

procesc va acompafade de cambios en
la expresidon de antigenos de superficie,
alguncs de los cuaies estan implicados
én fenémenos de adhesidn celular,
mientras otros actian como receptores
de factores solubles. Nosotros hemos
analizado la expresion de endoglina en
células monocito/macréfago humanas
procedentes de distintos compartimentos
y en distintos estadios de diferenciacion.
Endoglina es un homodimero de 180
kDa gue contiene el tripéptido RGD, el
cual es un elemento de reconocimiento
para la familia de adhesidén de las integri-
nas. Endoglina estd ausente en monoci-
tos periféricos, pero es expresada en la
membrana de monocitos diferenciados in
vitro hacia macréfagos. Ademds, existe
una correlacién entre la presencia de la
proteina y los transcritos de mRNA que

Peripheral blood monocytes are
able to migrate and differentiate o tissue
macrophages. This process is
associated with changes in the eax-
pression of surface antigens, some of
which are involved in cellular adhe-
sion phenomena or behave as recep-
tors for soluble factors. We have
analyzed the expression of endogiin
in human monocyte/macrophages
from different tissue compartments
and at different stages of cell diffaren-
tiation. Endoglin is a homodimer of
180 kDa containing the tripeptide
RGD, which is a recognition motif for
adhesion receptors of the integrin fa-
mily. Endoglin is absent from periphe-
ral hlood monocytes, but it is ex-
pressad by monocytes differentiated
in vitro. Furthermaore, there is a corre-
lation between the presence of the
protein and the mRNA transcripts
encoding endoglin. lmmunostaining of



codifican para endoglina. Cuando se ti-
fien cortes de tejido con el anticuerpo
moncgclonal especitico 8E11, se detecta
la presencia de endoglina en los macrg-
fagos intersticiales presentes en la pulpa
roja del bazo. Utilizandoe como modelo
de diferenciacion macrofégica lineas mo-
nociticas tratadas con ésteres de forbol,
encontramos que la reactividad del anti-
cuerpo monoclonal 8E11 de endoglina
estd aumentada tanto en U-937 como en
HL-60 durante la diferenciacién con
PMA. La alta homologia entre el receptor
tipo IlIt de& TGF-B y endoglina, sugeria
que endoglina podria unir especifica-
mente este factor. De hecho, experimen-
tos de transfeccion en células de mami-
fero con un clon de cDNA que codifica
para endoglina han demostrado que en-
doglina es un.componente del sistema
receptor de TGF-3 en humanos. 0
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frozen tissue sections with the speci-
fic monoclonal antibody 8E11, do-
monstrated the presence of endoglin
on the interstitial macrophages pre-
sent in the red pulp of the spieen.
Using as a mode! of macrophage dif-
ferentiation monocytic cell lines trea-
ted with phorbol esters, we found that
the reactivity of the monoclonal anti-
body 8ET1, is greally increased on
U-937 and HL-60 cells during their
PMA-induced differentiation. The se-
quence simifarity between the recep-
tor type Hll of TGF-8 and endoglin,
suggested that endoglin could possibly
bind specifically this factor. In fact,
transfection experiments in mammalian
cells using an endogiin cDNA clone
demonstrated that endoglin is a
component of the human receptor
system for TGF-8. 0
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Genética del Sistema del Complemento
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El complemento es el mecanismo
efector humoral mas importante de la de-
fensa natural o inespecifica. El sistema
del complemento debe en gran medida
la eficacia de su papel en la defensa del
organismo a la existencia de toda una
serie de proteinas reguladoras que, ade-
mas de garantizar la homeostasis del
sistema, protegen a los componentes
propios del dafo accidental que la acti-
vacion del complemento pudiera causar-
les. La mayoria de estos componentes
reguladores pertenecen a la misma fami-
lia de proteinas y sus genes estan estre-
chamente ligados en el agrupamiento
genético conocido como sistema RCA.
El sistema RCA humano esta localizado
en el brazo largo del cromosoma 1
(1932) y contiene los genes que codifi-
can los componentes reguladores Mem-
brane cofactor protein (MCP, CD46),
C3b/C4b-receptor (CR1, CD35), C3dg-
receptor (CR2, CD21), Decay accelera-
ting factor (DAF, CD55), C4b-binding

The complement system is a major
defense mechanism against the in-
fection by microorganisms in the blo-
odstream. Complement activation is
strictly controlled by a large number
of regulatory components which
maintain the homeostasis of the sys-
tem and prevent the nonspecific da-
mage to self components nearby the
activation site. Most of these compo-
nents belong to the same family of
proteins and are encoded by closely
linked genes which define the so-called
regulator of complement activation
(RCA) gene cluster. The human RCA
gene cluster is located in the long
arm of chromosome 1 (1g32). It
includes the genes for the regulatory
complement components Membrane
cofactor protein (MCP, CD46),
C3b/C4b-receptor (CR1, CD35),
C3dg-receptor (CR2, CD21), Decay
accelerating factor (DAF, CD55),
C4b-binding protein (C4BP) and




protein (CABP) y Factor H (H). Los ge-
nes del RCA se originaron a partir de un
ancestro comun mediante muiltiples
eventos de duplicacion genética impli-
cando seguramente recombinaciones
desiguales. :

En la actualidad nuestro laborato-
rio trabaja en distintos aspectos de la
biologia del sistema RCA, incluyen-
do: i} Cartografia genética del siste-
ma RCA y caracterizacién de nuevos
genes en esta localizacién genaética;
it} Estudio comparativo de la evolu-
cién molecular del sistema RCA; iii)
Una subregién del sistema RCA ha
sido exhaustivamente analizada en
nuestro laboratorio. Esta regién inclu-
ye los genes que codifican las dos
cadenas polipeptidicas que organi-
zan la glicoproteina plasmatica hu-
mana C4BP. Nuestro laboratoric esté
especialmente interesado en el estu-
dio de los mecanismos moleculares
(transcripcionales y post-transcripcio-
nales) que regulan la expresién de
estos genes. L}
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Factor H (H). The members of the
RCA gene cluster have originated
from a common ancestor by multiple
events of gene duplication, most
likely invoiving unequal recombina-
tion.

Current research in our laboratory approa-
ches several aspects of the biology
of the ACA gene ciuster. Our objectives
include: i) The compietion of the genstic
map of this region in humans, including
the characterization of nove! genes within
the RCA gene ciuster; ii} Analysis of the
molecular evolution of the RCA gene
cluster and comparative studies; iii} A
particular subregion of the RCA gene
cluster has been extensively analyzed in
our laboratory. This region includes the
C4BPA and C4BPB genes, which code
for the two polypeptides that organize
the human piasma glycoprotein C4BP.
The interest of the laboratory focuses in
the molecular analysis of the mecha-
nisms (transcriptional and post-transcrip-
tional) controliing the expression of
C4BPA and C4BPB genes in humans. 0
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Dislexia: Estudio de su
posible etiologia genética

Dyslexia: Study of its
possible genetic basis.

Se ha continuado el estudio sobre
la posible base genética de la disle-
xia, de acuerdo con el diseho del Pro-
yecto presentado. La seleccién de la
muestra se ha efectuade en colabora-
cién con el Centro de Estudios de
Aprendizaje y Reeducacién de Ma-
drid. Pese a las limitaciones por faita
de colaboracién de algunas familias,
se han reunido en este segundo afio
de realizacién del Proyecto 38 nuevos
probandos. Hasta el momento, tene-
mas 21 familias, aunque no todos sus
miembros han podido ser estudiados.
Entre los resultados de los analisis ci-
togenéticos cabe sefalar que 21 indi-
viduos son portadores de algun hete-
romorfismo, De nuevo, la
var{15)(p11,C30) es la mas significa-
tiva. Con bandas de alta resolucion
destaca también la var(19)(p12). La
forma de transmisién de esta disca-
pacidad dentro de las fratrias es ab-
solutamente compatible con una he-
rencia autosémica dominante.
Finalmente, en el estudio dermatogli-

According to the proposal of the pre-
sented project, we have continued the
study on the pulative genetic basis of
dyslexia. The sample selection has be-
en brought about in coflaboration with
the Centro de Estudios de Aprendiza-
je v Reeducacién. In spite of some
drawbacks due to the scarce or null
collaboration of several families, we
have succeeded in gathering 38 new
probands in this second year of fulfil-
ment of the project. For the moment,
we have got 21 families, although some
of their members remain still unstudied.
From the cytogenatic studies it is
worth mentioning that 21 individuals
are carriers of some kind of hetero-
morphism. The most significant variant
is again var(15)(p11,C30). After high
resolution banding it is appropriate to
undertine the  presence of
var(19)(p12). The mode of inheritance
of that disability within the fratries is
fully compatible with and autosomal
dominant trait. Finally, after the derma-
toglyphic analysis, an increase in the




fico, se advierte un incremento del
valor dactilar total entre los proban-
dos que presentan algin tipo de he-
teromorfismo. Al final del trabajo, se
hard una valoracién estadistica de
estos datos parciales. O
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total finger ridge count is observed in
the probands with some type of hete-
romorphism. A statistical analysis will
be performed at the end of the study
once all the partial data will be
brought together. 0
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superficie celular de neutréfilos hu-
manos. Se ha obtenido un panel
de anticuerpos monoclonales fren-
te a neutréfilos y con ellos se esta
estudiando nuevos antigenos que
podr(an ser de gran utilidad para la
identificacién de determinados ti-
pos celulares en procesos patolé-
gicos, asi como marcadores de
distintos estados de diferenciacién
mieloide.

Epltopos funcionales de proteinas
del citosqueleto. Se han preparado
anticuerpos monoclonales frente a
ocho péptidos sintéticos corres-
pondientes a secuencias conser-
vadas de la molécula de o y P tu-
bulina, con los que se pretende
determinar zonas funciocnales de
esta molécula implicadas en la for-
macién de microtibulos y su inte-
raccidén con otros componentes ce-
lulares.

1) Human neutrophil cell surface
proteins. A panel of monoclonal
antibodies against human neu-
trophils has been generated and
with them we are studying new
antigens that could be useful to
identify pathological processes
and as markers of different pha-
ses of myeloid differentiation.

2} Functional epitopes of cytoskela-
tal proteins. We have prepared
monocional antibodies against
eight synthetic sequences of o
and B tubwlin in order to determi-
ne functional epitopes of this mo-
fecule involved in microtubule for-
mation and in its interaction with
other cellular components. U
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Regulacion de la Expresion de Genes del Sistema Inmune

Regulation of Gene Expression in the Inmune System
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Accion de los glucocorti-
coides en la regulacion
de la expresion de es-
tructuras de superficie
de linfocitos T: El recep-
tor de interleucina 2 y el
receptor de CD8.

Regulation of interleukin
2 receptor a gene and
CD8 antigen by gluco-
corticoids.

Nuestro proyecto de investigacion esta
relacionado con la accién de los gluco-
corticoides sobre los linfocitos T y mas
concretamente sobre el receptor de IL-2
(IL-2R) y la regulacion de la estructura
CD8. Asi, observamos como los gluco-
corticoides pueden actuar sinérgicamente
con la IL-2 sobre los receptores de IL-2
potenciando su expresion en la superficie
celular, asi como seleccionando a deter-
minadas poblaciones linfocitarias.

El efecto de los glucocorticoides
sobre la regulaciéon de la cadena a
del IL-2R. Durante el presente afno
hemos trabajado sobre tres aspectos
concretos en cuanto a la regulacion
del receptor de IL-2. En primer lugar
caracterizamos el efecto del trata-
miento con glucocorticoides sobre el
ARNm del IL-2Ra mediante ensayos
de proteccion a RNasa. Observamos
un incremento en los niveles de
ARNm que sugieren la existencia de

During the last year our work
has been focused on the role of
glucocorticoids on the expression
of IL-2Ra gene and the cell surface
antigen CD8. In this context, we
observed a synergistic effect between
glucocorticoids and IL-2 on the
expression of the IL-2Ra gene and
the selection of specific lymphoid
populations.

IL-2 Receptor gene expression
regulation by glucocorticoids. Our
work has been focused on three spe-
cific aspects of the IL-2R gene ex-
pression regulation. We first charac-
terised the effect of glucocorticoids
on IL-2Ra mRNA steady state levels
by means of RNase protection analy-
sis. On three different T cell lines we
were able to show an induction of
mANA levels that suggests the exis-
tence of a glucocorticoid-mediated



un mecanismo de regulacion trans-
cripcional.

Analizamos también la localizacidn
a nivel de! promotor de la cadena a
puesta a glucocorticoides” {(GRE). Me-
diante la utilizacidén de transfecciones
de linfocitos T con plasmidos conte-
niendo fragmentos de la regidén pro-
motora del |L-2Ra dirigiendo la trans-
cripcién del gen CAT, localizamos este
GRE entre la bases -1200 y -1500.
Este fragmento de 290 bp situado de-
lante de un promotor minimo heterdlo-
go puede regular la expresién del gen
CAT. En esta misma region, alrededor
de la base -1300 bp, localizamos re-
giones de hipersensibilidad a DNAsa
I, que estdn asociadas a zonas re-
guladoras dentro de la regién pro-
motora.

Efecto de los glucocorticoides en la
expresion de la cadena CD4 en células
T. Concentraciones mitogénicas de Con A
inducen la proliferacion tanto de poblacio-
nes CD4 como de CD8. El tratamiento si-
‘multanec de Con A con el glucocorticoide
dexametasona, induce un fuerte aumento
de una poblacién minoritaria CD4/CD8.
Esta poblacion es consecuencia de la in-
duccion del antigeno CD8 sobre la pobla-
cién CD4, a través de la dexametasona.
Nuestros estudios demuestran que esta
induccién no es debida a la interleucina-4,
que habia sido descrito como agente res-
ponsable de esta induccidn del antigeno
CD4 en células T humanas. O

machanism of transcriptional reguia-
tion.

We analyzed the presence of
“glucocorticoid responsive ele-
ments” (GRE) in the & flanking re-
gion of the IL-2Ra gene. Transient
transfection of plasmids containing
different fragments of these region
driving the expression of the CAT
reporter gene allowed the identifi-
cation of a putative GRE in posi-
tion -1200/-1500. This 290 bp long
fragment is able to confer glucocorticoid
inducibility to an heterologous pro-
moter. In the same region of the IL-
2Ra 5  flanking region we identified
a glucocorticoid-inducible DNase |
hypersensitive site that further
supporls the relevance of this short
fragment in the regulation of
expression of the IL-2Ra gene.

Effect of glucocorticoids in the
expression of CD4 chainon T
cells. Mitogenic concentrations of
Con A induce the proliferation of
CD4 and CD8 cells. Simultaneous
treatment with Con A and the gluco-
corticoid dexamethasone induces a
strong increase of a CD4/CD8 popu-
lation. This is a consequence of the
induction of the CD8 antigen over
the CD4 population due to the ac-
tion of dexamethasone. Our work
shows that this induction is not due
to iL-4 that had been reported to be
responsible of the induction of CD4
antigen in human T celfs. 1
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Adhesion Celular en el Sistema Immune

Cell Adhesion in the Inmune system
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Las interacciones de los leucocitos con
_la matriz extracelutar son fundamentales
para la migracidn y localizacidén de estas
célutas en tejidos y en sitios de inftama-
cidn, asi como para su normal desarrollo y
funcién. En nuestro laboratorio nos hemos
centrado en la caracterizacién de la adhe-
sién celular al componente de matriz fibro-
nectina. Hemos demostrado que las célu-
las linfoides se unen constitutivamente a
dos sitios de la regién carboxilo-terminal de
fibronectina, Ilamados C8-1 y Hep Il. He-
mos demastrado también que el receptor
celular que reconoce ambas regiones de fi-
brenectina es la integrina adb1. Actualmen-
te estamos estudiando el comportamiento
de otras células hematopoiéticas con res-
pecto a la adhesién a fibronectina. Nues-
tros resultados indican que las células mo-
nociticas y los linfocitos de sangre
periférica, reconocen constitutivamente el

Leukocyte interaction with the ex-
traceliular matrix is essential to their
proper migration and localization in
tissues and inflammatory sites, as
well as to their function. Qur studies
have focused on the molecular cha-
racterization of leukocyte adhesion
to the extracelflufar matrix compo-
nent fibronectin. We have shown
that lymphoid cells constitutively at-
tach to two different sites in the car-
boxy terminal region of fibronectin,
named CS-1 and Hep il. We have ai-
so shown that the cellular receptor
that recognizes both sites in fibro-
nectin is the ad4b1t integrin. We have
now extended these studies o other
hematopoietic cells. Qur results indi-
cate that monocytic cells and peri-
pheral blood lymphocytes constituti-
vely bind CS-1 but require further

Interacciones de linfoci-
tos y monocitos con la
matriz extracelular.

Lymphoid and monocy-
tic cell interactions with
the extracellular matrix.




sitio CS-1 pero la unién a Hep Il requiere
una previa activacién del receptor. Esta
activacion se puede conseguir por incuba-
¢idn con un anticuerpo monoclonal dirigido
contra la cadena b1. Hemos demostrado
que este anticuerpo produce un cambio
conformacional en adb1 que se traduce en
una forma de alta afinidad de esta integri-
na. Actualmente estamos estudiando si el
cambio al estado mas activado conlleva
también cambios en la especificidad de
adb1 por sus ligandos. Asimismo tratamos
de determinar ellos estimulos fisiolégicos
que activan esta integrina. También estu-
diaremos las posibles diferencias estructu-
rales entre la integrina adb1 de células lin-
foides y monociticas. La existencia de
diferentes estados de activacion de adb1
en diferentes tipos celulares asi como la
posible interconversién de un estado a
otro, establece otro nivel de regulacion de
los procesos de adhesidn celular. U

Organismos Financiadores
Funding Agencies

activation of the receptor for binding
to Hep Ii. Such activation can be
achieved by incubation with a mono-
clonal antibody directed to the bl
integrin chain. We have shown that
this antibody induces a conformatio-
nal change on a4bt which resuits in
a high affinity form of this integrin.
We are presently studying whether

conversion to the activated form al-

so0 affaects a4b1 ligand specificity.

Furthermore we are trying to identify

the physiological stimuli which acti-

vate a4b1. We will also study possi-

ble structural differences between

a4bt on lymphoid and monocytic

cells. The existence of different acti-
vation states on a4bi according to

the cell type, and the possible inter-

conversion among them, adds another

level of requiation to the process of

cell adhesion. 4

- DGICYT, SAL 91-0785, (1991-1894).
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- Accién Especial Programa Cientifico del CSIC (1991)
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1. Regulacién del metabolismo hepatico

Los objetivos fundamentales de este
proyecta son: a) Caracterizacion de la
respuesta hepatica a la activacion de a-
adrenoceptores. En particular se intenta
determinar el papel de la activacion de
los intercambiadores Na*/H* y Na+/Ca*
en el mecanismo de transduccion de se-
fiales mediadas por receptores a,, y la
implicacion de proteina(s) G sensibles a
toxina pertussis. b) Interrelacion entre
gluconeogenesis y ureogénesis. Nuestro
trabajo se ha centrado en el estudio del
papel que juega la activacion del flujo a
través de piruvato deshidrogenasa en la
estimulacién de ureogénesis por substra-
tos gluconeogénicos.

1. Regulation of hepatic metabolism

This project aim is to study: a)
The hepatic response fo a-adreno-
ceptors activation. The idea is to
elucidate the roie of the plasma
membrane Na‘/H* and Na*/Ca™ ex-
change in the hepatic a.-adrenocep-
tor-coupied signalling pathway, as
well as the implication of receptor-
specific pertussis toxin sensitive G
proteins. b) Interrelaionship between
gluconeogenesis and ureogenesis.
This research is oriented fo elucidate
the role played by pyruvate
dehydrogenase flux in the regulation
of ureogenesis by gluconeogemc
precursors.



2. Regulacién de la sintesis de protei-
nas hepaticas por aminoécidos.

El objetivo principal de este proyecto
es determinar el mecanismo(s) de la es-
timulacién de sintesis de proteinas por
amino acidos. Este proyecto comprende
el estudic de los siguientes mecanismos
como posibles responsables de la ac-
cién de alanina y prolina: 1) fijacion a ri-
bosomas de proteinas especificas;
2) expresidén de genes que codifican
proteinas ribosomales; y 3) perturba-
ciones del medio idnico intracelular.

3. Relacion estructura-funcién de pro-
teinas de interés fisiopatolégico.

Los objetivos principales de este pro-
yecto son el estudio de: a) Relacion es-
tructura-funcién de la proteina c-erbAb
humana, que es un receptor de alta afi-
nidad de hormonas tiroideas. b) Correla-
cion estructura-funcion de la integrina
GPIlIb/GPllla, receptor plagquetario de fi-
brinégena. ¢) Estructura del gen que co-
difica la proteina precursora de substan-
cia amiloidea (APP) en pacientes con
entermedad de Alzheimer. O
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- DGICYT, PB87-0280, (1988-1992)

2.-Regulation of hepatic protein synit-
hesis by alanine.

The main goal of this project is o de-
tarmine the mechanism(s) of action of
amino acids in the stimulation of protein
synthesis. This research involves the
study of the following mechanisms as
responsible of the alanine and proline
action 1) ribosomal binding of specific
proteins; 2) expression of genes enco-
ding ribosomai proteins and 3) perturba-
tions in the ionic composition of the intra-
celiuiar compartment .

3. Structure-function relationship of pro-
teins with physiopathological inlerest.

The main goals of this project are:
a) Structural-functional relationship
of the c-erbAb protein, that is a high
affinity receptor of thyroid hor-
mones. b) Structural-functional rela-
tionship of the GPIlib/GPlHa inte-
grin, platelet fibrinogen receptor.
¢) Structural study of the gene
encoding the amyloid precursor
protein (APP) in patients of
Alzheimer’s disease. 0

- CAM, C249/90 y C142/92, (1990-1995)

- DGICYT, SAL90-0766, (1991)
- CAM, C071/91, (1992-1994)

- DGICYT, SALB09/91, (1992-1984)

- Fundacion Eugenio Rodriguez (1992)
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logicos en el pancreas, cerebro y glén-
dula pituitaria; y 3) para el mapeo deta-
llado, por técnicas inmunocitoquimicas,
de la localizacién intracerebral del pépti-
do vy sus neuronas diana. Q
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- DGICYT, PB90-0532 (1992-1993)
- Fundacién Eugenio Rodriguez Pascual {1992-1894)

brain and pituitary, and 3) to map
the detailed intracerebral localiza-
tion of the peptide and its targef
neurons by immunocytochemical
technigues. O




Proliferacion y diferenciacion de células mieloides

Proliferation and differentiation of mieloid cells
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Nuestro grupo desarrolla un programa
de investigacion sobre proliferacion y di-
ferenciacion de células mieloides. Como
“sistema bioldgico,se utilizan fundamental-
mente lineas celulares leucemicas huma-
nas, en concreto: células promonociticas
U-837 y THP-1; células mielomonociticas
HL-60 y KG-1, y células eritroblastoides
K562 y HEL. Mantenemos dos proyectos
principales de trabajo:

1. Andlisis de la expresién de genes
posiblemente implicados en la diferen-
ciacién, especialmente en el linaje mono-
citico-macrofagico, bisn sea como regu-
ladores del disparo del proceso o como
determinantes de! fenotipo maduro final.
Hasta el momento nos hemos centrado
principaimente en la expresién de genes
de proteinas de filamentos intermedios
(vimentina v laminas nucleares), a nivel
de RNA y proteina. Actualmente esta-
mos extendiendo nuestro estudio a otros

We are currently working on the
proliferation and differentiation of
myeloid cells. As a biological system,
we use human leukaemia cell linas
such as: U-937 and THP-1 promo-
nocytic cells, HL-60 and KG-1 myelo-
monocytic cells, and K562 and HEL
erythroblastoid celis. Our two main
projects are:

1.Analysis of the expression of
genes possibly invoilved in cell
differentiation, specially in the
monocyte-macrophage pathway,
either by reguliating the process
trigger or by determining the establishment
of the mature phenotype. Until now our
attention has been mostly focused
on the expression of intermediate
fitament protein genes (vimentin,
nuclear iamins), at the ANA and
protein levels. We are extending
the study to other genes, such as




genes, tales como los oncogenes c-fos,
c-jun, c-junB3, c-myb, c-mye, c-fms, ge-
nes de proteinas de estrés hsp70 y
hsp65, y genes de citoquinas TNF-a,
IL-18, IL-6. Se utilizan inductores de la
diferenciacién con distinto mecanismo
de accidn.

2.Analisis de la capacidad de agentes
citostaticos antineoplasicos para inducir
la maduracién de células mieloides leu-
cémicas cuando se aplican a concentra-
ciones subcitotdxicas. Este trabajo pue-
de tener un especial interés practico en
térmicos de la denominada “terapia de
diferenciacion”. Hasta el momento he-
mos caracterizado la accién de algunos
agentes con actividad anti-DNA topoiso-
merasa, tales como amsacrina (mMAMSA),
etopdsido (VP-16) y camptotecina. Esta-
mos analizando los mecanismos respon-
sables de la diferenciacién por tales
agentes, y estudiando la accion de otros
citostaticos. O
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e-fos, c-jun, c-jun-i3, c-myb, c-myc
and c-fms oncogenes; hsp70 and hsp65
stress protein genes, and genes of certain
cytokines (TNF-a, IL-183, IL-6).
Differentiation inducers with diverse
mechanism action are used.

2.Analysis of the capacily of cytos-
tatic antineoplasic agents to induce
myeloid leukaemia cell maturation
when used at subcytotoxic concenira-
tions. This line of research has a prac-
tical interest since it falls under the
field of the “diffarentiation therapy’.
Until now we have characterised the
action of some anti-DNA topoisomerase .
agents, such as amsacrine
(MAMSA), etoposide (VP-16) and
camptothecin. We are now investiga-
ting the factors responsible for diffe-
rentiation induced by these agents,
and extending the study to the action
of other cytostatic drugs. 0O
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Regulacion de la Expresion Génica en Mamiferos

Regulation of Gene Expression in Mammals
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Los experimentos de transferencia de
genes y la caracterizacion de mutacio-
nes naturales, muestran la relevancia de
la organizacién de la cromatina en domi-
nios cromosémicos para la regulacion de
la actividad génica. Las secuencias de
DNA que determinan la estructura de la
cromatina en esos dominios, asi como
sus bordes, constituyen un nuevo tipe de
elementos genéticos. A diferencia de los
elementos de control mejor conocidos
hasta ahora {promctores, enhancers y
otros elementos locales asi denomina-
dos porque afectan sdlo al gen asociado)
este nuevo tipe de elementos afectan a
todos los genes contenidos en el domi-
nio cromosémico. La identificacién de
nueves elementos de este tipo y su con-
tribucién a la regulacion de la expresion
génica durante el desarrollo son temas
de particular interés.

En este proyecto (iniciado anterior-
mente, en el CIEMAT), nosotros esta-
mos utilizando la familia de genes de
queratinas (las proteinas constituyentes
del citoesqueleta de filamentos interme-
dics de las células epiteliales) para estu-
diar;

1. Expresién génica en estadios tem-
pranos del desarrollo en ratdn: la querati-

Both, gene transfer experiments
and the analysis of naturally occu-
rring mutations, have shown that the
organisation of the chromatin in do-
mains is of special relevance to the
regulation of gene activity. The DNA
sequences that determine the struc-
ture of the chromatin in those do-
mains, as well as their boundaries,
define a new class of genetic ele-
ments. Thus, whereas promofers,
enhancers, and other so-called local
elements, affect only the associated
transcriptionail unit, this novel class
of reguiatory elements affect all genes
contained in the chromosomal
domain. The contribution of these
control elements to the developmental
regulation of gene expression is of
particular interest.

To address these questions we
are using the multigene family of the
keratins (the proteins that make the
intermediate filament cytoskeleton of
epithelial cells) in a project initiated
at the CIEMAT. Three main experi-
mental lines are being followed:

1. Gene expression in early mouse
development: the keratin 8 is ex-
pressed in the first differentiated cell



na K8 se expresa en el primer tipo celu-
lar que aparece en el desarrollo (trofo-
blasto}, asi como en los tejidos extraem-
brionarios del embyrién postimplantado.

2. Rastrec del locus de queratinas de
tipo 1l para ia identificacién de elemen-
tos de cantrel de dominio cromosémico.

3. Modificaciones especificas de genes
in vivo a través de recombinacion homdlo-
ga. El proyecto inicial persigue la obtencion
de mutaciones en el gen de la queratina
K5. Este gen esta asociado a enfermeda-
des de la piel en humanos (epidermolisis
bullosa} y por ello podria resultar en un mo-
dele animal de la enfermedad. U
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type that comes up in development
(the trophoblast), as well as in
the extraembryonic tissues of the
postimplantation embryo.

2. Screening of the keratin type !l
locus for the presence of locus con-
trol regions.

3. Mutations in control elaments
by gene targeiting. This project deals

initiatiy with the generation of

mutations in the gene for keratin 5,
which is involved in a skin disease
(epidermalysis bullosa simplex) and,
tharefore, may provide an animal
model! of the disease. 4
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Nuestro grupo estd interesado en escla-
recer las funciones de algunas proteinas
secretadas por los tractos genitales o pre-
sentes en la membrana plasmatica de fos
gametos, las que tendrian una participacion
importante en el mecanismo reproductivo
de los mamiferos. El trabajo pretende cen-
trarse en el analisis de tres tipos de protei-
nas: A) La fosfolipasa A2, una enzima rela-
cionada con los fendmenos de exocitosis
es estudiada respecto a su probable partici-
pacién en el fenémenc de reaccién acroso-
mal y a su posible implicacién en la fusién
de membranas que ocurre entre el esper-
matozoide vy el oocito durante ia fecunda-
cion. B) Algunas proteinas del fluido de ve-
sicula seminal de rata (en particular
aquellas de 45 y 18,5 kDa) son analizadas
a fin de conocer el papel que tendrian en el
transporte de espermatozoides y en los fe-
rémenos que ocurren antes y durante la
fecundacién. €) La uteroglobina, proteina
secretada por el tracto femenino, es estu-
diada utilizando animales transgénicos
(creados mediante construcciones del gen
de conejo} con el proposito de analizar las
regiones del gen que estan involucradas en

Qur work tries to elucidate the
function of some proteins secreted
by the mammalian genital tracts, or
present in the plasmatic membrane
of the gametes, which could have
important roles in the reproductive
process. Three different types of
protein are studied: A) Phospholipase
A2 (PLAZ) which is an enzyme
related fo lipid metabolism and to
the exocytotic celiular mechanisms.
PLAZ is analysed in regards to its
probable role during acrosome reac-
tion, as well as during the membrane
recognition phenomena which
occur during fertilization. B) Some
proteins secreted by the rat seminal
vesicles (particularly those of 45
and 18.5 kDa) are analysed in order
to know the probable function/s that
they would have on the prefertilizing
spermatozoa and/or on the gamete
transport in the female tract. C)
Uteroglobin (UTG), a protein secreted
by the rabbit genital tract, is also
analysed. Using transgenic mice for
different UTG gene regions, the



la unidn de receptores para hormonas es-
teroidicas, y la expresién especifica de teji-
do. Asimismo, utilizando estos animales,
se pretende conocer mas exactamente la

n.‘:ar‘hmn::r\lﬁn de esta prg!ema en los cam-

bIOS que ocurren en el espermatozoide y
oocito, antes y durante la fecundacién, asi
como en el embridén temprano. 0

specific tissue expression and the
different gene regions invoived in
recognizing steroidic hormone re-
ceprors are dererm.f'ned Moreover
try to o‘etermme some roles of UTG
during fertitization and/or early
embryogenasis,
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Andlisis molecular de la
meiosis

Molecular analysis of
meiosis

En Eucariontes, la meiosis es un proce-
s0 genéticamente controlado, evolutiva-
mente conservado e imbricado en la ga-
metogénesis. El trabajo en nuestro
laboratorio estd centrado en el andlisis de
las bases moleculares que regulan este
proceso. El desarrolio diferencial de la ga-
metogénesis en mamifercs nos ofrece un
sistema para aislar genes maidticos y ca-
racterizar mecanismos moleculares impli-
cados en el proceso. Para este objetivo,
hemos construido genotecas de cDNA a
partir de ovarios fetales en estadios espe-
cificos del desarrollo. Hemos aislado clo-
nes inicialmente correspondientes a trans-
critos meidtico especificos y se esta
secuenciando y caracterizando el patron
de expresion de un grupo de estos mRNA
de funcién desconocida hasta hoy. En este
contexto, con el fin de aislar genes implica-
dos en sefiales de inicio meidtico también
hemos creado genotecas de sustraccion

in Eukaryotes, meiosis is a process
genetically controlled, conserved
and overiapped with gametogenesis.
Work in our laboratory is focused on
the analysis of the molecular basis
that regulate this process. The parti-
cular development of mammalian ga-
metogenesis provides a system to
isolate meiotic genes and characteri-
Ze molecular mechanisms involved
in the process. To this end, we have
constructed cDNA libraries from fetal
mouse ovaries at specific stages of
development. We have isclated clones
corresponding to meiotic transcripts
and we are currently sequencing and
characterizing the expression pattern
of a group of mRNAs with unknown
functions. Also in this context, we
are creating subtractive ¢cONA libra-
ries from newborns and 7-day mouse
testis, to isolate genes involved in



de cDNA a partir de testiculos de ratén ne-
onato y de 7 dias. Asimismo, se esta ana-
lizando la expresién génica durante la ga-
metogeénesis, de algunos genes conocidos
{(incluyendo algunos oncogenes) poten-
cialmente implicados en estos procesos.

Se estan examinando también los me-
canismos que generan durante la meiosis
y la gametogénesis el imprinting gendmi-
co parental. Se estdn trazando los patro-
nes de metilacién en regiones especifi-
cas del genoma de genes sometidos a
imprinting, mediante PCR, después de di-
gestion del DNA con isoesquizémeros de
nucleasas metil-dependientes. Para este
propdsito, estamos analizando células
gaméticas en estadios especificos, en los
dos sexos y en los productos de fecunda-
cién in vitro entre ratones Mus musculus
y Mus spretus. [
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the signals of meiosis initiation. Ge-
ne expression during gametogenesis
of some known genes (including
some oncogenes) potentially involved
in these processes, is also being
analyzed.

We are also looking at the mecha-
nisms for generate genamic parental
imprinting during meiosis and game-
togenesis. Using PCR after DNA di-
gestion with methylation-depending
isoschizomer nucleases, we are tra-
cing the methylation pattern in spe-
cific genomic regions of genes un-
der imprinting (H 19). To this aim,
we are analyzing gamete cells at
specific stages, in both sexes and in
the product of in vitro fertilization
betwegen Mus musculus and Mus
spretus mice. O

- Programa bilateral CSIC-CNR (ltalia)
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Expresion de factores de
la familia de la insulina,
regulacion de sus recep-
tores y accién en la em-
briogénesis.

Expression of insulin
and insulin-like growth
factors, regulation of
their receptors and ac-
tion in embryogenesis.

Nuestro Laboratorio se creé en julio
de 1991 con la incorporacion al CIB de la
Dra. de Pablo. Los restantes miembros
han comenzado sucesivamente su traba-
jo en el laboratorio a lo largo del periodo,
hasta configurarse el grupo actual en ju-
nio de 1992.

El objetivo general de nuestro proyec-
to es el estudio del papel de los factores
de crecimiento (en sentido amplio, inclu-
yendo hormonas y otras citocinas) en el
desarrollo embrionario de los vertebra-
dos. En los dltimos afos hemos centrado
nuestro trabajo en los factores de la fa-
milia de la insulina, los IGFs y la propia
insulina, y en sus receptores tipo tirosi-
na-quinasa. Utilizando como modelos el
embridn de pollo y el anfibio Xenopus,
hemos demostrado que la insulina se ex-
presa en el embrion antes de la diferen-

Our Laboratory was created in July
of 1991, after the arrival of Dr. de
Pablo to the CIB.The other members
have been progressively recruited
during the following year, and the
group was formed in its present con-
figuration in June of 1992.

The general aim of our project is to
study the role of growth factors (in a
broad sense, including hormones
and other cytokines) in vertebrate
embryonic development. In recent
years, our work was focused on the
polypeptides of the insulin family,
IGFs and insulin itself, and their ty-
rosine kinase receptors. Using the
chick embryo and the amphibian Xe-
nopus as models, we demonstrated
that insulin is expressed in the embryo
before there is a differentiated



ciacién del pancreas. Se han clonado
cDNAs correspondientes a las regiones
tirosina-quinasa del receptor de insulina
y del receptor de IGF-l en ambas espe-
cién (RT-PCRY), hemos comprobado que
estos receptores estan expresados des-
de las primeras fases de la embriogéne-
sis. El analisis de un modelo de retraso
de crecimientc ha puesto de manifiesto
el posible papel endocrino del IGF-l en
el crecimiente prenatal. El papel paracri-
no de este factor, especificamente sus
efectos en la diferenciacién celular y la
expresion de genes, se ha estudiado en
el cristalino, érgano avascular de orga-
nogénesis temprana. En este tejido el
IGF-1 y, en menor grado, la insulina esti-
mulan la transcripcién del gen de la cris-
talina-8. En experimentos de transfec-
cidn transitoria se ha encontrado que la
accion del IGF-I requiere elementos c¢is
en el promotor ds la cristalina-31, que in-
cluyen un lugar de unién del factor de
transcripcién Sp-1.

En la actualidad estamos profundi-
zando en distintos aspectos del proyecto
a nivel celular y molecular. Hemos inicia-
do una caracterizacion detallada de los
elementos del sistema, los péptidos (in-
sulina e IGF-1), sus receptores y las pro-
teinas de unidén de IGF, durante la neu-
rulacion y desarrollo temprano del ojo
(retina principaimente). Estamos espe-
cialmente interesados en la regulacién
de la expresién de los distintos elemen-
tos, sus interacciones con otros factores
tisulares y la caracterizacién de meca-
nismos de accién diferencial en cuanto a
efectos sobre la proliferacion y diferen-
ciacién celular, incluyendo la expresidn
de genes especificos de tejido. O

pancreas. We cloned cDNAs corres-
ponding to the tyorosine kinase re-
gions of the insufin and IGF-I recep-
tors in both species and, applying
ampiification technigues (RT-PCHJ,
we have shown that these receptors
are expressed from very early embryo-
genesis. The study of a model of
growth retardation, has suggesied a
possible endocrine role of IGF-i in
prenatal growth. The paracrine role
of this factor, especifically its effects
on differentiation and gene expres-
sion, were studied in the eye lens,
an avascular organ developed early

- in organogenesis. In this tissue IGF-i,

and less well insulin, stimulate
transcription of the 8-crystallin gene.
in transient transfection experi-
ments, IGF-I action requires cis-acting
elements of the 8-1 crystallin
promoter, that include a binding site
for the transcription factor Sp-1.

Qur current interest is to continue
the different aspects of the profect
in depth at the celluiar and molecu-
lar level. We have recently initiated
a detailed characterization of the
elements of the system, the pepli-
des (insulin and IGF-1), their recep-
tors and the IGF binding proteins,
during neurulation and early eye de-
velopment (retina specially). We are
particularly interested in understan-
ding the regulation of expression of
these elements, their interactions
with other tissue factors, and the
characterization of differential me-
chanisms of action related to their
effects on cellular proliferation and
differentiation, including tissue-spe-
cific gene expression. 0
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En nuestro grupo se han desarroltado
tres lineas principales de investigacion:
a) Estudio y caracterizacion de origenes
funcionales y términos de replicacion en
formas monoméricas y multiméricas de
plasmidos del tipo CelE1; b) Andlisis es-
tructural y funcional de la replicacion de
los genes ribosdmicos (rDNA) en orga-
nismos superiores; y ¢} Identificacién y
clonaje de genes involucrados en la dife-
renciacién celular en células MEL (“Muri-
ne erythroleukemia™). En el primer caso,
hemos utjlizado la electroforesis bidi-
mensional en geles de agarosa para es-
tudiar los intermediarios de replicacion
{IsR) de plasmidos del tipo ColEt en Es-
cherichia coli. Los resuitados obtenidos
demuestran que la iniciacidn de la repli-
cacién ocurre en un sélg origen, inde-
pendientemente del nimero de origenes
potenciales presentes. En el segundo
¢aso, hemos secuenciado parte del es-
paciador no-transcrito (NTS) del rDNA
de Pisum safivum, en donde tiene lugar
la iniciacién de la replicacién. El andlisis

Three different research lines have
been developed in our group: a)
Analysis and characterization of functional
replication origins and termini in
monomeric and multimeric forms
of ColEt plasmids; b) Structural and
functional analysis of the replication
of ribosomal genes (rDNA) in higher
eukaryotes; and ¢} ldentification and
cloning of genes involved in cell dif-
ferentiation in MEL (Murine erythro-
leukemia) cells. In the first case, we
used two-dimensional (2D) agarose
gel electrophoresis to analyze the re-
plicative intermediates (Rls} of ColE1t
plasmids in Escherichia coli. The re-
sults obtained showed that initiation
of DNA replication occurs at a single
site irrespective of the number of po-
tential origins present per plasmid. In
the second case, we sequenced a
fragment of the non-transcribed spa-
cer (NTS) of Pisum sativum rDNA
where initiation of DNA replication ta-
kes place. Analysis of the Ris by 2D




de los IsR nos ha permitido identificar y
mapear una barrera a la progresién de
las horquillas situada en el NTS adya-
cente al extremo 3’ del transcrito prima-
rio. En el tercer caso, hemos utilizado
técnicas de hibridacién diferencial con
sondas complejas de cDNA sintetizadas
a partir d& mRNAs aislados de células
indiferenciadas y en los primeros estadi-
os de la diferenciacion. Estas sondas
fueron utilizadas para barrer una libreria
de cDNA construida a partir de células
MEL inducidas con HMBA. Se han iden-
tificado asi una serie de genes que se
expresan diferencialmente entre los que
se encuentra el que codifica para la his-
tona variante H3.3B. 0
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gels led us to identify a polar repli-
cation fork barrier (RFB), which was
mapped in the NTS close to the 3’
end of the primary transcript. In the
third case, differential hybridization
with complex cDNA probes synthesized
with mRNAs isolated from undifferentiated
cells and celis committed to
differentiate, was used to screen a
cDNA library made from MEL celis
that were induced to differentiate
with HMBA. We identified several
genes whose expression changes
during cell differentiation. Among
these genes we characterized one
which codes for the histone variant .
H3.38.0
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Nuestro proyecto se centra en el andli-
sis de la regulacion de la actividad géni-
ca durante el proceso ontogenético. Para
ello usamos como modelo los procesos
de la determinacién sexual y de la com-
pensacién de dosis génica en Drosophila
-melanogaster. El andlisis se lleva a cabo
mediante el aislamiento y posterior ca-
racterizacién genético-molecular de mu-
tantes que tienen afectados dichos pro-
cesos. Ademds, hemos iniciado el
aislamiento y posterior caracterizacién
en otras especies de Drosophila, asi co-
mo en otros Insectos, de los genes ho-
moélogos de Drosophila melanogaster im-
plicados en la determinacion sexual. Se
ha identificadoe un gen del cromosoma X
requerido para la activacion del gen Sex-

The group is interested in the un-
derstanding of the genetic, and ulti-
mately molecular, basis governing
ontogenetic processes. For this pur-
pose, it is using as an experimental
model the processes of sex determi-
nation and dosage compensation in
Drosophila melanogaster. We' isolate
mutations affecting these two proces-
ses and we carry out their genetic
and molecular characterization. Furt-
hermore, we have initiated the isola-
tion, in other species of Drosophila
and in other Insects, of the genas ho-
mologous of those controliing sex de-
termination in Drosophila melanogas-
ter. We have found that the
segmentation gene runt is needed for

Compensacion de dosis
génica y determinacion
sexual en Drosophlla
melanogaster

Sex determination and
dosage compensation in
Drosophila melanogaster




lethal. Se trata del gen runt, el cual esta
también implicado en el proceso de seg-
mentacién. Se ha determinado que la
sefal X:A controla la activacién inicial de
Sx!a nivel de transcripcion. Se han iden-
tificado dos regiones del cromosoma X
necesarias para la activacion inicial de
Sxi. Estas regiones estan definidas por
las deficiencias Df{1)N18y Df(1)RA2. Se
ha llevado a cabo el analisis del gen
fi2)d en el desarrollo de la linea germi-
nal, encontrandose que dicho gen se
necesita para el desarrollo de la linea
germinal de las hembras, pero no para
ta de los machos. Se ha aislado una
nueva mutacion en el gen f{2}d por in-
sercién del elemento transponible P. La
posterior movilizacidn de dicho elemento
de la citada mutacion nos ha permitido
aislar 80 cromosomas que presentan
nuevas mutaciones en el gen fi{2)d, asi
como reversiones. Actualmente estamos
llevando a cabo el patrén de comple-
mentacion de dichas mutaciones. He-
mos aislado clones gendmicos de una
genoteca de Drosophila subobscura ho-
mdlogos de los genes Sex-lethal, trans-
former y scute, que actualmente esta-
mos caracterizando. O
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the activation of Sex-lethal in fema-
les. We have determined that the
control of Sex-lethal by the X:A sig-
nal takes place at the transcription
level. We have identified two further
regions in the X chromosome requi-
red for the initial activation of Sex-
lethal. These two regions are defined
by the deficiencies DI(1)N19 and
Di(1)RA2. The analysis of the gene
fl{2)d in the development of the
germline revealed that this gene is
necessary for the development of the
female germiine, while has no effect
on the development of the male
germiine. We have obtained a P-in-
duced fl(2)d mutation, named as’
fi(2)d®. The mobilization of the P ele-
ment from this mutation rendered the
generation of 80 chromosomes with
new fl(2)d mutations and revertants.
At present, we are carrying out the
complementation pattern of these
new mutations. We have isolated po-
sitive genomic clones from Drosophi-
la subobscura homologous of the
genes Sex-lethal, scute and
transformer of Drosophila
melanogaster, that we are analyzing. 1
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Genética del Desarrollo en Dipteros
Developmental Genetics in Diptera

Sistemas génicos in-
ducibles por cambios
ambientales en células
politenizadas de Chi-
ronomus sp.

Gene systems inducibie
by environmental chan-
ges in polytenic cells of
Chironomus sp.

Los cromosomas politénices de la
glandula salival de Chironomus thummi
{Diptera) se han usado como modelo de
estructura génica, expresiéon y regula-
cion frente a cambios ambientales: los
problemas abordados son:

1. Transcripcién de secuencias asocia-
das al teldmero, v su inducibilidad tras
choque térmico. En Chironomus se de-
tectan transcritos teloméricos de unas
20 kb. En Chironomus thummi, se indu-
ce un puff telomérico tras choque térmi-
co. La transcripcion de secuencias aso-
ciadas a este teldmero aumenta por
elevacién de la temperatura de cultivo.
Se detecta la presencia del transcrito en
el citoplasma, vy en tejidos no politénicos
de la larva.

2. Los anillos de Balkiani o BRs. Repre-

sentan los /oci mas activos en la gladu- |
la salival durante todo el desarrollo lar--

Polytene chromosomes in the sali-
vary gland of Chironomus thummi
(Diptera) have been used as a model
system to study structure, expression
and regulation of genes in organisms
subjected to environmental changes.
The problems approached are:

1. Transcription of telomeric associa-
ted sequences, and their heat-shock
inducibility. Telomeric transcripts
around 20 kb are detected in Chiro-
nocmus sp. in C. thummi a telomeric
puff.is induced by heat-shock. The
transcript associated to the induction
is found in the cytoplasm as well as
in non-polytenized tissues.

2. Balbiani rings or BRs are the most
active loci in salivary glands during
the larval development of Chirono-
mus sp. Galactose added to the cul-

-fure medium induces changes in the



vario de Chironomus. Con galactosa se
pueden inducir cambios especificos en
su expresion citoldgica, mRNAs y pro-
teinas. Se ha caracterizado el sistema
BR/pioteinas de secrecion salival {fa-
milia sp-1, de 10D} en Chironomus
thummi. Asimismo. se han detectado 2
proteinas nucleares, posiblemente im-
plicadas en la red de regulacién coordi-
nada de los BHs, una de ellas con pro-
bable mecanismo de regulacidn
postranscripcional feed-back, y la otra
podria ser un factor de transcripcion
correlacionado con la induccién de uno
de los BR.

3. Presencia de BRé en C. thummi. Es-
te BR es inducible por galactosa en
Camptochironomus sp., no descrito en
Chironomus thummi. Tratamos clonar,
caracterizar y secuenciar DNA homdlo-
go a BRB para comparaciones evoluti-
vas entre C. thummi y Camptochirono-
mus sp.

4. Estudio de la transcripcién de se-
cuencias Clal, medianamente repetiti-
vas, interespersas en el genoma de C.
thummi, especialmente enriquecidas en
centrémeros y nucleolo. Se han detac-
tado transcritos de ambos origenes.

5. Recientemente se ha iniciado la bls-
queda y clenacion en C. thummi de ge-
nes implicados en desarrollo del siste-
ma nervioso central y en determinacién
sexual por homologia a sondas de Dro-
sophila melanogaster. El grupo colabora
con el iaboratoric del Dr. Lucas San-
chez en la clonacién del gen fi{2)d impli-
cado en determinacidn sexual en Dro-
sophila melanogaster. 1

pattern of expression at cytological
anhd biochemical levels (in ANA and
proteinsg}). The system BRs/secretory
proteins encoded by them has been

thummi (sp-I fa-

mily, 10:D). Moreover, two nuclear
proteins were detected, possibly in-
volved in the network of coordinated
regulation within BRs; one of them
with a putative posttranscriptional
feed-back mechanism. The other is
likely to be a transcription factor, co-
rrelated with the induction of one
member of B.R. family.

i
characterized in C.

3. BR6 detection in C. thummi. This
BR is inducible in Camptochirono-
mus sp. but, so far, it has not been
found in C. thummi. We try to cilone,
characterize and sequence
BR&-homologous DNA in the latter
species for evolutive comparisons
between C. thummi and Camptochi-
ronomus sp.

4. Study of the transcription of
middie repetitive sequences, Cia |,
interspersed in C. thummi genome.
These sequences are especially
enriched in centromers, and the nu-
cleolar organizer. Transcripts coming
from both origins have been
detected.

5. Search and screening of homolo-
gous genes to Drosophila involved in
central nervous system development
and sex determination. The group
has a collaboration with the Dr. L.
Sdnchez laboratory in the cloning of
fli2)d, involved in sex determination
in Drosophila. O
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Biologia Celular y del Desarrollo de Nematodos

Cellular and Developmental Biology of Nematodes
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Estamos usando el nematodo Parascaris
como modelo para estudiar aspectos estruc-
turales y funcionales del cromosoma euca-
rigtico. En particular, hemos analizado la or-
ganizacién del centrémero y su papel en el
proceso de disminucion de cromatina. Este
£roceso, que ocurre en embriones tempra-
nos durante la separacién de la linea germi-

. nal y somatica, consiste en la fragmentacién
cromosdmica y eliminacién del material hete-
rocromatico (DNA satélite representando un
80% del genoma) en todas las células pre-
somdticas. Tras desarrollar una técnica que
permite permeabilizar las envolturas del em-
brién, hemos estudiado las divisiones celula-
res durante la embriogénesis temprana me-
diante inmuncitoquimica y microscopia
elecirénica. Tras analizar las interacciones
cromosoma/huso v la estructura del cineto-
coro en células presomaticas y somaticas de
embriones hemos podido demostrar que du-
rante la disminucién de cromatina el material
heterocromdtico es eliminado de los cromo-
somas de las células presomaticas debido a
la inactivacion de su centromero. Ademas,
hemaos obtenido informacién nueva sobre las
interacciones iniciales microtubulos/cromo-
somas durante la formacién del primer huso

We are using the nematode Parasca-
ris as a model to study structural and
functional aspects of eucariotic chromo-
somes. In particular, we have analyzed
the organization of the centromere and
its role in the process of chromatin dimi-
nution. This process occurs in all pre-
somatic celis of early embryos during germ
iine and soma differentiation and consists
of chromosome fragmentation and efimi-
nation of the heterochromatic material
(sateliite DNA that represents 80% of the
genome). After developing a technique to
separate the egg shell from the embryos,
we studied cell divisions during early
embryogenesis by immunochemical and
EM approaches. We analyzed chromoso-
me/spindle interactions and kinetochore
structure in presomatic and somatic cells
in early embryos and we have demons-
trated that during chromatin diminution,
the heterochromatic material is discarded
from the chromosomes of presomatic
cells by inactivation of its centromeric
functions. In addition we have also obtained
new information about the initial micro-
tubules/chromosomes interactions during
the first cell division in Parascaris




mitético-embrional. Completada la caracteni-
zacidn estructural de los diferentes estados
de centromero presentes en los distintos ti-
pos celulares de Parascaris, nos hemos
centrado en la bdsqueda y diseccion de pro-
teinas cromosdmicas importantes, estructu-
ralmente y/o funcionalmente, para {a funcion
centromérica. Hemos identificado en Paras-
caris polipéptidos similares a proteinas aso-
ciadas al centrémero en mamifercs, que ac-
tualmente estamos caracterizando.

Para conocer mas sobre el significado
bicidgico del proceso de la disminucién de
cromatina en relacion a la separacién tem-
prana de las lineas somética y germinal en
estos nematodos, hemos analizado fos
efectos de sustancias vegetalizantes y ani-
malizantes en embriones tempranos de Pa-
rascaris. Hemos conseguido modificar el pa-

tron de eliminacién en las primeras’

divisiones y los datos obtenidos nos han
permitido concluir que la disminucién de cro-
matina y la calidad somética de los blastd-
meros son fendmenos estrictamente relacio-
nados e inseparables. Actualmente estamos
explorando el papel de las primeras divisio-
nes embrionales asimétricas en relacidn a la
ocurrencia de la disminucion de cromatina.

Recientemente, hemos comenzado a ex-
plorar la composicién bioquimica de los cen-
trosomas habiendo identificado en Parasca-
ris y C. elegans antigenos de alto peso
molecular comunes a centrosomas de ma-
miferos y Drosophila. Usando anticuerpos
especificos para centrasomas de Drosophifa
(BX63,Rb188) hemos demostrado que di-
chos antigenos conservados estan también
presentes en estructuras asociadas al huso
que intervienen en la formacion del surco de
segmentacion en embriones de Parascaris
durante la citocinesis. O

embryos. We have now achieved a com-
plete structural characterization of the
different centromnere states that are pre-
sent in different Parascaris cell types.
Qur attention was also focused in the
search and dissection of Parascaris
chromosome proteins, structurally
andror functionally important for centromeric
function. We have identified in Parascaris
simifar polypepftides 1o centromere-asso-
ciated proteins of mammals that we are
presently analyzing.

To further investigate the biclogical
significance of the process of chromatin
diminution in relation to the early separa-
tion of somatic line in these nematodes,
we have studied the effects of vegetali-
zing and animalizing substances on
early Parascaris embryos. We have been
able to change the diminution pattern
of early divisions and the obiained data
lead us to conclude that chromatin dimi-
nution and somatic quality of blastomeres
are sirictly related phenomena that are
not separable. We are now exploring the
role of the first asymmetrical early di-
visions in relation to chromatin diminution
occurrence.

Recently, we became aiso interested
in ‘exploring the biochemical nature of
centrosomes and we have identified in
Parascaris and C. elegans high molecu-
lar weight antigens common to mam-
mals and Drosophila. Using antibodies
specific for Drosophila centrosomes
(BX63, Rh188) we have shown that the-
se conserved antigens are also present
in spindie-associated structures invoi-
ved in the formation of the furrow clea-
vage in Parascaris embryos during cyto-
kinesis. O

PHENTAL BIGLOGY OF NEMATODES
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Se investiga el papel en cis que cier-
tas secuencias del DNA, distinguibles
por sus tiempos de replicacién, juegan
en la progresién de las células meriste-
maticas por las fases de su ciclo de proli-
feracion, Asi, se ha podido determinar
como las secuencias cuya presencia in-
tranuclear es un requisito para el encen-
dido de la replicacién en un nucleo, asi
comg las requeridas para la iniciacion de
la condensacién de la cromatina, se en-
cuentran distribuidas en sélo unos pocos
de los ocho cromosomas del comple-
mento haploide de Allium cepa L. Mani-
pulando la capacidad del DNA de inte-
raccionar con proteinas mediante
bromosubstitucion {seguida de irradia-
cion andxica a 313 nm) y, ahernativa-
mente, mediante incorporacion de 5-aza-
citidina se esta haciendo l1a diseccién de
las regiones del DNA que estan implica-
das tanto en la regulacién positiva como
en la negativa de las transiciones del ci-

The cis-acting role of DNA sequen-
ces in cycle progression is studied in
Allium cepa L. meristematic cells. The
sequences are distinguished by their
different replication times. Their role is
studied in the G, to S and G. fo M tran-
sitions. In this way, it has been possi-
ble to determine that the sequences
which are needed within a nucleus to
trigger replication or to initiate mitotic
chromosome condensation are distri-
buted in only few of the eight chromo-
somes of the haploid complement of
this species. Regions of DNA invoived
both in the positive and negative regu-
lation of the main cycle transitions are
being dissected by altering the DNA
capability to interact with the normal
set of requiatory DNA-binding proteins.
Such DNA binding capability is being
modified either by bromosubstitution,
followed by anoxic irradiation at 313
nm wavelength, or by 5-azacytidine in-



clo celular. Se complementa dicho estu-
dio con la determinacién del momento
del ciclo en que la inhibicién de la tra-
duccion de nuevas proteinas produce
efectos andlogos a los producidos por
las modificaciones en los distintos seg-
mentos del DNA. Estos conocimientos
sobre regulacién del ciclo en estas célu-
las estan siendo aplicadas al desarrollo
de un protocolo optimizado que permita
de forma sensible y especifica la detec-
cion de agentes genotéxicos en plantas.
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corporation. The study is complemen-
ted by determining the time in the cy-
cle where the inhibition of transiation
of new proteins produces effects ana-
logous to those produced by the modi-
fication of the canonical bases of
DNA.

The knowledge the group posses-
ses about regufatory steps in the cycle
of these cells is being used to optimi-
zg a protocol for genotoxicity assess-

ment in plants.

-Fundacion Ramén Areces (1990-1993)

-CSIC/Universidad de Chile (1990-

1992)
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El grupo centra en este momento su
investigacién en los factores de creci-
miento para fibroblastos (FGFs). La am-
piia distribucién de estos factores de cre-
cimiento en el organismo y su ampliio
espectro de actividades fisioldgicas a cu-
ya descripcion ha contribuido nuestro
grupo, apuntan a que los FGFs desem-
pefian un papel fisiolégico muy relevante
en el organismo y gue, consecuente-
mente, podrian estar implicados en nu-
merosos procesos patoldgicos. Es pues
previsible que en un futuro se desarro-
llen toda una serie de tratamientos tera-
péuticos basados en la fisiologia de los
FGFs. E! objetivo final del grupo es la
ampliacién de los conocimientos basicos
sobre la fisiologia de los FGFs y sobre
las bases estructurales de estas propie-
dades fisioidgicas con el objetivo final de
que a partir de aqui se puedan desarro-
llar nuevos productos farmacolégicos y
nuevos enfoques terapéuticos. Lievamos
a cabo nuestras investigaciones en cola-
boracién con el Departamento de Histo-

The wide distribution of the fibro-
blast growth factors (FGFs) in the
organism, and their broad speclrum
of physiological activities to whose
description our group has contribu-
fed, seem to point out to a very re-
levant role of FGFs in the organism
and, consequently, that they could
be implied in many pathological
processes. On that basis the deve-
lopment of FGFs-based therapeu-
tics seems foreseeable. The final
target of the research of our group
is to broaden the basic knowledge
on the FGFs physiology and mole-
cular basis of those physiological
properties, with the final goal that
new drugs and therapeutic applica-
tions could be developed from that
information in the future. This research
is carried out in collaboration
with the Histology Department of
the Hospital Universitario Ramén y
Cafal, Instituto de Estructura de la
Materia (C.5.1.C.), Instituto Ramodn




fogia del Hospital Universitario Ramén y
Cajal, el Instituto de Estructura de la Ma-
teria (C.S.1.C.), Instituto Ramén y Cajal
(C.S.1.C.}, y Unité de Recherches
Gérontologiques (.N.S.E.R.M). Actual-
mente desarrollamos nuestras investiga-
ciones a lo largo de tres lineas:

1. Actividades cardiovasculares de los FGFs
2. Estudios neuroldgicos de los FGFs

3. Estudios sobre la estructura en solu-
cién de los FGFs y de los efectos es-
tructurales de su unién a heparina.

Nuestras aproximaciones experimen-
tales estan principalmente basadas en
las siguientes técnicas: aislamiento de
proteinas, quimica de proteinas, inge-
nieria de proteinas, biologia molecular,
biologia celular, experimentos en anima-
les, y técnicas biofisicas como dicroismo
circular, espectroscopia de absorcién vy
fluorescencia, y resonancia magnética
nuclear. Es posible que en un futuro pro-
ximo podamos incorporar también es-
pectroscopia FTIR y de masas. 1
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y Cajal, and Unité de Recherches
Gérontologiques (I.N.S.E.A.M). We
are actively involved at this point
in time in three main research
lines:

1. Cardiovascular activities of
FGFs

2. Neurologic effects of FGFs

3. Sitructural studies on FGFs and
of their interaction with heparin.

Qur experimental approaches
are mainly based in the following
techniques: protein iselation, pro-
tein chemistry, protein engineering,
molacular biology, cell biology, ex-
periments with whole animals, and
biophysical techniques as circular
dichroism, absorbance and fluores-
cence spectroscopy, and nuclear
magnetic resonance. In the near
future is possible that other tech-
niques as FTIR and mass spectros-
copy could be also incorporated. 1
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o-, B-, y ytubulina constituyen una su-
perfamilia de proteinas de Ms 50000 que
unen GTP. E! dimero de aB-tubulina en-
sambla reversiblemente formando los
microtubulos y se convierte en fa forma
inactiva tubulina-GDP. Los microtibulos
son el blance de accidn de diversas dro-
gas antimitoticas, algunas de las cuales
se unen al sitio de la colchicina {J. Biol.
Chem. 268, 2890-96, 1991; Biochemistry
31, 11125-32, 1992). y-tubulina es una
proteina centrosomal necesaria para la
organizacién microtubular y la division
celular. Nuestras aproximaciones princi-
pales para conocer como ensambla la
tubulina, y como interacciona la superfi-
cie de los microtibulos con las proteinas
asociadas (MAPs) y motores citoplasmi-
cos, que les confieren regulacion y fun-
cionalidad, son:

1) Estructura, funcion y modifica-
cidn de la tubulina y MAPs. Determina-
cion de zonas funcionales de la superfi-
cie de tubulina mediante sintesis de

-, 3-, and y-tubulin are a superfamily
of GTP binding proteins of M, 50000.
The aB-tubulin dimer reversibly assem-
bles forming microtubules and trans-
forms into its inactive form GDP-tubulin.
Microtubules are dynamic structures,
main constituents of the spindie and the
larget of diverse antimitotic drugs, some
of which bind to the colchicine site (J.
Biol. Chem. 266, 2890-96, 1991, Bioche-
mistry 31, 11125-32, 1992). v-tubulin is a
centrosomal protein essential for micro-
tubule organization and cell division. In
order to know how tubulin assembles,
and how the microtubule surface
interacts with the microtubule associated
proteins (MAPs) and cytoplasmic motors
which regulate and confer functionality
to microtubules, our main goals and
experimental approaches are:

1) Structure, function and modifica-
tion of tubulin and MAPs. Determina-
tion of functional zones of the tubulin
surface, by means of synthetic conser-



secuencias peptidicas conservadas + an-
ticuerpos monaespecificos y monoclona-
les e inmunogquimica (J. Mol. Bicl. 214,
105-120, 1980), proteolisis diferencial
controlada + secuenciacién N-terminal, v
métodos de prediceion de estructura por
comparacién de multiples secuencias
génicas. Nos proponemos estudiar {a in-
hibicidn de funciones bioquimicas y ce-
lulares de la tubulina por dichos anti-
cuerpos, vy la interaccidn de tubulina con
MAPs mediante disefio y sintesis quimi-
ca de moédulos de la proteina asociada
Tau que inducen el ensamblaje de mi-
crotibulos. Asimismo caracterizaremos
el control de la estructura activa/inactiva
de la tubulina por el catién coordinado
con el fosfato gamma del nucledtide in-
tercambiable, mediante dicroismo circu-
lar, fluorescencia, centrifugacién analiti-
ca y DSC, e intentaremos obtener
dominios y/o cristales de tubulina-GDP
susceptibles de determinacion estructu-
ral a alta resolucién.

2) Mecanismo de ensamblaje y es-
tructura de los microttbulos induci-
dos por taxol. La polimerizacién de mi-
crotibulos inducida por esta interesante
droga antitumoral, cuya unidn hace en-
sambilar incluso a la tubulina-GDP inacti-
va (Biochemistry 32, en prensa) consti-
tuye un sistema modelo muy
simplificado de microtdbulos. Estamos
determinando su estructura en sofucién
¥y mecanismo de formacién mediante
métodos de rayos X de sincrotrén (J.
Mol. Bicl. 228, 169-184, 1982), micros-
copia electrénica, modeiado computa-
cional y procedimientos biofisicos con-
vencionales. Estudiaremos tambien los
mecanismos de blogqueo por taxol y de
la dindmica y funciones de los microtd-

ved sequences plus monospecific and
monocional antibodies and immunoche-
mistry (J. Mol. Biol. 214, 105-120,
1990), differential limited proteolysis
plus N-terminal sequencing, and struc-
ture prediction methods based of multi-
ple sequence comparison. We plan to
study the inhibition of biochemical and
cellular tubulin functions by these site-
directed antibodies, and the interaciion
with MAPs by means of designing and
chemically synthesizing modules of the
associated profein Tau which induce mi-
crotubule assembly. The control of the
active/inactive struciure of tubulin by the
cation coordinated with the nucleotide
gamma phosphate at the exchangeable
site will be characterized by circular
dichroism, fluorescence, analytical uftra-
centrifugation and differential scanning
calorimetry; the obtention of domains
anda/or crystals of GDP-tubulin suitable
for structural determination at high reso-
fution will be attempted.

2) Mechanism of assembly and
structure of taxol-induced micro-
tubules. The polymerization of mi-
crotubules induced by this antitu-
mour drug, which can drive the
inactive GDP-tubulin to assemble
{(Biochemistry 32, in press), is a sim-
plified model system of microtubules.
The solution structure and assembly
mechanism of these microtubules is
being determined employing synch-
rotron X-ray methods {J. Mol. Biol.
226, 169-184, 1892}, electron mi-
croscopy, computer modeiling, and
classical biophysical methods. The
inhibition by taxol of the microtubule
dynamics and functions in epitelial
cells, normal human leukocytes and




bulos en células epiteliales, leucocitos
humanecs normales y lineas leucémicas.

Por otra parte, utilizando protozoos ci-
liados como modelos de organizacion
de citoesqueleto, se ha estudiado el ci-
toesqueleto de Frontonia leucas y Dise-
matostoma colpioides mediante micros-
copia electronica de células tratadas
con detergente, ohservandose continui-
dad estructural entre las redes microtu-
bulares y microfibrilares de la regidn oral
con las de la corteza somatica.
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teukemia cell lines will also be stu-
died.

Employing ciliate protozoa as models
of cytoskeletal organization, the cyto-
skoleton of Frontonia leucas and Dise-
matostomna colpicides have been exami-
ned by electron microscopy of detergent
extracted cells. This has revealed struc-
tural continuity of the different microfibri-
flar and microtubular networks in the
oral region with those of the somatic
corfex.

- Dr. Vincent Peyrot, de la Universidad de Marsella, Francia.
- Dr. E. Pantos, del SERC Daresbury Laboratory UK.
- Dra. Maria Jerka-Dziadosz, de! Nencki Institute of Experimental Biclogy,

Varsovia, Polonia.

- Dra. Isabel S. Novella, de la Universidad de Barcelona, Espana.
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Fotobioquimica Vegetal
Plant Photobiochemistry

El NO3™ es la fuente de nitrégeno
mas abundante que puede ser asimilada
port los organismos fototrofos, como cia-
nobacterias, algas y plantas, los cuales
se encuentran en la base de las cade-
nas troficas de la biosfera. En estos or-
ganismos, la asimilacion del NOy~ esta
estrechamente ligada a las reacciones
luminosas en cuanto a energia metabéli-
ca y a sefial del medicambiente.

Nuestros resultados anteriores han
puesto de manifiesto que las luces UVA
y azul promueven la sintesis de la nitrito
reductasa, activan la nitrato reductasa y
parecen también controlar la entrada de
aniones monovalentes en algas verdes.
Por otro lado se ha conseguido purificar
la nitrato reductasa de Anabaena sp.
7119, cianobacteria fijadora de nitrége-
no.

Se pretende caracterizar la fotorregu-
lacién de la entrada de los aniones mo-
novalentes, como NO3 ,NOs™ y CI" en
relacion con la activacién de la nitrato
reductasa, tanto en algas verdes, como
en células estomdticas y mesofilicas de
plantas superiores. Igualmente, se inten-
tard caracterizar la naturaleza del foto-

Among the different nitrogen
sources available in nature, NOj3™ is
one of the most abundant, and can be
asgsimilated by all phototrophic
organisms, like cyanobacteria, green
algae and higher plants, which are at
the base of the trophic chains in the
biosphere. In these organisms, the
assimitation of NQj is closely related
to the light reactions, both
energetically and as an environmental
signal.

Our previous resulits have shown
that both UVA and biue light promote
the synthesis of nitrite reductase, the
activation of nitrate reductase and
seem to control, as well, the uptake of
monovalent anions by green algae.
We were also able to purify nitrate
reductase from Anabaena sp. 7119, a
N2 fixing cyanobacterium.

We will intend to characterise the
main features of cell uptake of
monovalent anions, like NOj, NO,
and Cf, in relation with the blue fight
activation of nitrate reductase, both in
green algae and guard and mesophilic
higher plant cells. The nature of the



rreceptor de luz UVA y azul. En cianoc-
bacterias estos aspectos del metabolis-
mo nitrogenado estan aun por estudiar.
En estos organismos procariéticos se in-
tentard ademas elucidar sila sintesis y
actividad de los enzimas implicados en
la reduccién de NO3™ a NH,t estéan

igualmente fotorreguladas.

Se espera conseguir la identifi-
cacién, aislamiento y caracterizaciéon
del(de ios) sistemas de entrada de anio-
nes monovalentes en los organismos
mencionados. Q
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UVA-blue light photoreceptor from
eukaryots will be investigated. In
cyanobacteria these aspects of their
nitrogen metabolism are still to be
studied. In these organisms, we will
search for the role of light in promoting
the synthesis and activity of the
enzymes involved in the reduction of
N03- to NH4+.

We will attempt to identify, isolate
and characterise the uptake system(s)
related with the monovalent anions in
the above mentioned organisms. (1
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Fotosintesis Bacteriana

Bacterial Photosynthesis
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El sistema colector de luz de las bacte-
rias fotosintéticas purplreas (Rhodospin-
laceae) esta formado por dos o tres tipos
de proteinas pigmentadas de bajo peso
molecular. Estas proteinas son los com-
ponentes intrinsecos mas abundantes de
la membrana fotosintética bacteriana y
contienen bacterioclorofila y carotenoi-
de(s) asociados no covalentemente. Los
pigmentos, que constituyen un elevado
porcentaje de la masa total de las protei-
nas (> 20%) son directamente responsa-
bles de los procesos de absorcién de Juz
y de transferencia de energia de excita-
cidn singlete al centro fotosintético de re-
accién. El trabajo de nuestro grupo ha
estado orientado a caracterizar interac-
ciones especificas pigmento-pigmento vy
pigmento-proteina y a evaluar la contribu-
cion de tales interacciones a la estructura
de la proteina y a su funcioén de transfe-
rencia de energia de excitacién. 0

The light-harvesting system of
phototrophic  purple  bacteria
(Rhodospirillaceae) consisis of a few
types of low-molecular- weight
pigmented proteins, They are the
majfor integral constituanis of the
photosynthetic membrane and contain
both noncovalently bound
bacteriochlorophyll and caroctenoid(s)
in the prosthetic group which is
responsible for light absorption and
energy migration to the photochemical
reaction centre. Our work has been
aimed to characterize specific
pigment-pigment and pigment-protein
interactions and to evaluate their
coniribution to protein structure and to
excitation energy transfer. 0
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Mutagénesis Dirigida de la Proteina Desacoplante Expresada en Levaduras
Site-Directed Mutagenesis of the Uncoupling Protein Expressed in Yeast

(Dosde V-1991)

Eduardo Rinl Zusco
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Se investiga el mecanismo de trans-
porte y de regulacion de la proteina de-
sacoplante (UCP). La UCP es un compo-
nente exclusivo de las mitocondrias del
tejido adiposo pardo, cuya funcion es
permitir la re-entrada de protones a la
matriz mitocondrial. Este es por tanto un
eficiente mecanismo disipador de ener-
gia, ya que desacopla la respiracion de
la sintesis de ATP. El proyecto de inves-
tigacion se basa fundamentalmente en el
andlisis de mutantes de la UCP expresa-
da en levaduras, estudiando las variacio-
nes en las caracteristicas del transporte
y su regulacién, y relacionandolas con
datos estructurales obtenidos por méto-
dos espectroscépicos. Estos estudios
han llevado al descubrimiento de un me-
canismo disipador de energia presente
en las mitocondrias de §. cerevisias, ac-
tivado por ATP, y cuyo mecanismo de
transporte y regulacién es también obje-
to de investigacion.

We are investigating the mechanism
of transport and regulation of the
uncoupling protein (UCP). This protein
enables brown adipose tissue
mitochondria fo uncouple respiration
from ATP synthesis by catalyzing
re-entry of protons extruded by the
respiratory chain and it is therefore an
efficient energy dissipating
mechanism. The project is based on
the analysis of UCP mutants
expressed in yeasts, studying the
changes induced in the transport
properties and relating them with
variations in structure determined by
speciroscopic methods. This work has
led to the discovery of an energy
dissipating mechanism in 8.
cerevisiae mitochondria, activated by
ATP, and whose transport mechanism
and regulation is currently being
investigated. 1
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Proteinas de Leishmania
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Estudio molecular de la
cisteina proteinasa de
Trypanosomatidae

Molecular characterization
of cysteine proteinases
from Trypanosomatidae

Un 1% de las proteinas totales del
amastigote de L. pifanoi estd constitui-
do por una cisteina proteinasa con ma-
sa molecular de 30 kDa. Dicha proteina
presenta alta homologia con la catepsi-
na L de vertebrados superiores tanto en
SU secuencia primaria como en la espe-
cificidad de sustrato. El papel que ta!
proteina juega en el mecanismo de la
enfermedad es desconocido, aunque es
reconocida por anticuerpos de pacien-
tes infectados y su actividad se restrin-
ge a la forma intracelular o amastigote.
La linea de trabajo pretende:

a).-Conocer cémo es la regulacién
de su funcidon en el parasito, por identi-
ficacidn de inhibidores especificos de la
proteinasa propios del pardsito. Me-
diante cromatografia de afinidad sobre
cisteina proteinasas se han purificado
varias proteinas del pardsito capaces
de inhibir la cisteina proteinasa, cuya

A cysteine proteinase with a mole-
cular weight of 30 kDa accounts for
1% of the total protein in Leishmania
pifanoi amastigotes. This protein
shows a high sequential and subsira-
te specificity with cathepsin L from
higher eukaryotes. Although the pro-
tein is recognized by antibodies from
patients sera, its rola in the infection
is unknown. Its expression is restric-
ted to the intraceliutar form of the pa-
rasite. The aims of the project are:

a).-To know how the proteinase
actlivity is regulated by the parasite,
by identification of specific inhibitors
such as cystafin-like molecules syni-
hesized by Leishmania. We have
identified four proteins by affinity
chromatography on papain-Sepharose
able to inhibit the proteinase activity.
Their biochemical characterization
is in course. '



caracterizacién bioquimica esta en cur-
s0.

b}.-Estudio de la posible alteracion
por la cistein-proteinasa de la funcidn
antigeno exdégeno (lactalbimina), e
identificacién de posibles epitopos T
dentro de la cisteina proteinasa me-
diante estudio de la proliferacion de [i-
neas T que reconocen la proteinasa,
por diversos péptidos sintéticos basa-
dos en la secuencia de la misma, en
colaboracion con el Dr. F. Leyva-Co-
bian (Hospital Marqués de Valdecilla,
Santander).

Caracterizacién de Gp46 y Gp63 de
L. infantum.

L. infantum es la especie de Leish-
mania responsable de la enfermedad
en la Cuenca Mediterranea septentrio-
nal tanto en humanos como en perro,
siendo éste el principal reservorio de la
enfermedad. las proteinas Gp4é y
Gp63 de otras especies de Leishmania
han inducido proteccién parcial en ani-
‘males de laboratorio. El proyecto cons-
ta de las siguientes partes:

a).-Purificacién y caracterizacion
bioquimica de Gp46 y Gp63 de L. in-
fantum y su funcién como posibles an-
tigenos protectores. La purificacién es-
t4 en cursc. Ambas son proteinas
abundantes en la membrana del para-
sito y presentan reaccién cruzada con
proteinas homélogas de otras espe-
cies.

b).- Obtencién de genotecas cDNA y
gendmicas en lambda ZAP Il. Clonaje
de los genes correspondientes identifi-
cados mediante oligonucledtidos basa-

b).-To study the possible modifi-
cation in the function of the infected
macrophage due to the profeginase,
such as overdegradation of
by the proteinase, and also the
study of T cell epitopes in the mo-
lecule by proliferation of T cell lines
specific for the proteinase, using
synthetic peptides corresponding
to different parts of the molecule.
This work is made in collaboration
with Dr. Leyva-Cobidn (Hospital
Marqués de Valdecilla, Santan-
der}.

Characterization of Gp46 and
Gpé63 from L. infantum.

In the European Mediterranean
Basin, leishmaniasis in human and
dogs is produced by Leishmania in-
fantum. Gp46 and Gp63 are two of
the major componenis of the piasma
membrane of the parasite. These
proteins, isolated from other Leish-
mania species produce high levels
of protection in laboratory animals
against challenge with parasites of
the same species.

The project deals with develop-
ment of a vaccine against the para-
site by three different approaches
each of them developed by the
different laboratories of the group:

a).-Furification and biochemical
characterization of Gp46 and Gp63
from L. infantum, and their use as
purified antigens in protection expe-
riments.

B).- Construction of cDONA and ge-
nomic libraries from L. infantum in




dos en la secuencia de Gp46 de
L. amazonensis. Una vez obtenidos los
genes serdn secuenciados y la se-
cuencia sera utilizada como base para
desarrollo de una posible vacuna sinté-
fica.

¢).-Expresién de proteinas en virus
Vaccinia atenuados como peosible de-
sarrollo para una vacuna veterinaria
por recombinantes vivos (Colaboracion
con Dr. M. Esteban, CNB, Madrid). O
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lambda ZAP l. To clone the corres-
ponding genes and to obtain the se-
quence to be used for the synthesis
of peptides confaining T cell epito-
pes

¢).- To produce recombinant Vac-
cinia attenuated virus as a possible
vaccine of the wild reservoirs of the
diseases. This work is being made
in collaboration with Dr. M Esteban
(C.N.B. Madrid}). O
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Replicacién y Mantenimiento de Plasmidos Bacterianos
Replication and Maintenance of Bacterial Plasmids
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El grupo estudia mediante un analisis
genético-bioquimico la replicacién y siste-
mas de estabilidad de plasmidos de bac-
terias gram-negativas con particular énfa-
sis en el factor de resistencia a
antibidticos de enterobacterias R1 y en el
piasmido pPS10 de Pseudomonas. Los
estudios de replicacién se centran en la
iniciacion del proceso replicativo y en par-
ticular en las interacciones de las protei-
nas iniciadoras de R1 y pPS10 con se-
cuencias especificas del correspondiente
origen de replicacién y con componentes
de la maquinania replicativa del huésped,
en especial la proteina DnaA. La proteina
de replicacién of pPS10 es también un re-
gulador transcripcional de su propia sinte-
sis y los estudios con esta proteina inclu-
yen en consecuencia un andlisis de las
interacciones proteina-DNA y proteina-
proteina a la base de la actividad regula-
dora de la misma y una evaluacién de las
interrelaciones entre activacién de replica-

Our group studies, combining geneti-
cal and biochemical approaches, the re-
plication mechanisms and stability sys-
tems of the antibiotic resistance factor
R1 of Enterobacteria and of plasmid
pFPS10 of Pseudomonas. Plasmid repli-
cation studies are centered in the analy-
sis of the initiation of replication and
particularly in the interactions of the
specific initiator proteins of R1 and
PPS10 with specific sequences of their
origins of replication as well as with
componentes of the replication machinery
of the host and in particular with
the DnaA inftiator protein. The replica-
tion protein of plasmid pPS10 is also a
transcriptional regulator of their own
synthesis and studies with this protein
include the analysis of the protein-DNA
and protein-protein interactions at the
basis of this regulatory activity and the
interrelations between activation of repli-
cation and repression mediated by the

Funciones de manteni-
miento e implicaciones
medioambientales de
plasmidos bacterianos

Maintenance functions
and environmental Impli-
cations of bacterial plas-
mids




cién y represién mediadas por ella. Los
estudios sobre sistemas de estabilidad se
centran en el sistema parD del plasmido
R1, que es un sistema tipo killer que ac-
tan contraseleccionando segregantes.
Los estudios sobre parD ponen el énfasis
de la regulacién del sistema, mecanismo
de accion de sus componentes e interre-
laciones del sistema parD con otros dos
sistemas de estabilidad, parA y parB, pre-
sentes en el plasmide R1.

Los plasmidos bacterianos actuan co-
mo agentes muy eficaces de intercambio
genético en las poblaciones bacterianas
naturales, favoreciendo la rapida adapta-
cién de estas poblaciones a los cambios
introducidos en su medioambiente y con-
tribuyendo eficazmente al mantenimiento
de la diversidad microbiana en la natura-
leza. El grupo esta interesado en profun-
dizar en tres aspectos de nuestros estu-
dios que tienen relevancia en el contexto
de transferencias genéticas promovidas
por plasmidos en medioambiente. 1) ca-
racterizacion y evaluacion, tanto en culti-
vos controlades como en sistemas me-
dioambientales modelo (microcosmaos),
de los factores que determinan y limitan
la promiscuidad del replicon pPS10 asi
como del potencial de adaptacién geneti-
ca y fisioldgica de este replicon a nuevos
huéspedes, ii) disefio y desarrollo de vec-
tores de clonacion, tipo pPS10, especifi-
camente indicados para la construccion
de estirpes de Pseudomonas con aplica-
cion medicambiental, iii) evaluacién, tanto
en cultivos controlados como en micro-
cosmos, del potencial del sistema parD
para estabilizar los vectores de clonacion
pPS10 y para introducir en ellos esque-
mas de contenimiento bioldgico. i

protein. The studies on plasmid stability
systems are centered in the parD sys-
tem of plasmid R1, that is a “killer’-type
stability system that acts counterselec-
ting plasmid-free segregates. The
analysis of this system focuses in the
regulation of the system, the mecha-
nism of action of their componenis and
the interrelations of the parD stability
system with two additional stability sys-
tems, parA and parB, present in plas-
mid R1.

Bacterial piasmids are efficient
agents in the genetic interchange that
oecurs in the natural bacterial popuia- .
tions; they favour a rapid adaptation of
these populations to environmental
changes and contribute efficiently to the
maintenance of the bacterial diversity in
the natural bacterial populations. Our
group is interested in exploring three
different aspects of our studies that are
relevant in the context of gene-flux pro-
moted by plasmids in the environment:
i) characterization, both in controlied
culture conditions as well as in “micro-
cosm's” model systems, of the factors
that determine and limit the promiscuity
of the pPS10 replicon, and analysis of
the potential of this replicon to colonize
new hosts, i) development of pPS10-ty-
pe cloning vector specifically tailored
for the construction of strains of Pseu-
domonas for environmental applica-
tions, iii) evaluation, both in controlled
culture conditions as well as in micro-
cosm's model systems, of the potential
of the parD system to stabilize the
pPS10 cloning vectors and to imple-
ment schemes of biological contain-
ment in these vectors. U

REPLICACION Y MANTENIMIENTO DE PLASMIDOS BACTERIANOS / REPLICATION AND MAINTENANCE OF BACTERIAL PLASMIDS
. i



Organismos Financiadores
Funding Agencies

-CICYT, BIO88-0249 (1988-1991)
-CICYT, BIO89-0497 {1989-1992)

-CICYT, BIQ91-1055 (1991-1993)

B Publlcaclonea
N Pubﬂmﬂons

Ruiz- Echevarrra,M J., de Torrontegui e Giménez-aanego.a “ahd Cifs
en the stabl[ity systems parD of plasmrd A1, and cod nf piasmld F Mol

ppsw a plasmlcl spec!ﬂc of Pseudomanas Eé
426, 1992, :

pPS10 Increasa :ts host range. In: DNA Fiephba
-oger Verlag Berlin. pgs. 225 237, 1992, S

-ZazoM., Lozano,R M., Ortega,S., Varela,J., Dfaz-Orejas.R Ramirez.JM. and Gménaz-GaI!ego.G High-leve! syntl‘mgg 8,
cherichia coli of shorlened and full -lenght human atidic ﬂbroblast growth facmr and punﬁcation in a form stable in aqmus j
lutions. Gene, 113, 231-238, 1892, _ o _

-Ortega, S., Giratdo, R., Faméndez- Tresguerres, ME., Berzal-Herranz A and Dfaz~0re;as R. Dnaﬁ-dependarﬁ Fisplea
plasmid Fh in the absence of lhe dnaA box presem m orIB Nucf Acfds Reazo 2547-2551 1982, - .-

-Giraldo, A., and Dfaz A. The dtfferemla! b:ndng of wrld-type and a muiant FlapA protaln zo oﬁH seql.ua
“the imtiaﬁon of plasmld 1 repllcsmon J Mo! BJOI' 228 ?6? 802, 1992

REPLICACION Y MANTENIMIENTO DEJPLASMIDOS BACTERIANOS / AEPLICATION AND MAINTENANCE OF BACTERIAL PLASMIDS
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Replication and Expression of DNA in Gram-Positive Bacteria
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Vectores de clonaje ba-
sados en plasmidos de
amplio espectro de
huésped. Replicacién y
reparacion del DNA.

Replicacion del plasmido pLS1. Este
plasmido tiene interés por dos razones: i)
su promiscuidad le permite establecerse
en varios huéspedes, y ii) comparte ca-
racteristicas con replicones Gram-negati-
vos y Gram-positivos. Se ha purificado la
proteina CopG (antes, RepA) codificada
por pLS1, la cual se sintetiza como un di-
mero de subunidades idénticas. Se ha ca-
racterizado su funcién como represor
transcripcional in vivo e fn vitro. La regidn
de unién de CopG a DNA presenta un
elemento de secuencia simétrico de 13
pares de bases. CopG induce curvaturas
en la region del DNA a la que se une. Se

Plasmid pLS1 replication. Plas-
mid pLS1 is interesting because: i) it
can be established in a variety of
hosts, and ii) it shares features with
Gram-positive and -negative repli-
cons. We have purified the plasmid-
encoded CopG (formerly RepA) pro-
tein and characterized its role as
transcriptional repressor, in vivo and
in vitro. CopG binds to a region con-
taining a symmeiric 13-bp element.
Upon binding, CopG induces a
strong DNA bend. By proper positio-
ning of the CopG-target and a repor-
ter promoter, we have shown that the



ha mostrado que las curvaturas genera-
das por CopG sobre el DNA, juegan un
papel importante en la expresién génica:
mediante posicionamiento adecuado de
la diana de CopG y las secuencias -35 y -
10 de un promotor, fué posible convertir
la actividad represora de CopG en activa-
dora de la transcripcion. Se ha iniciado el
estudio del papel regulador del RNA “an-
tisense”, ctRNA 1i, sobre el numero de
copias de pLS1. Se ha purificado la pro-
teina RepB, iniciadora de la replicacién, y
ensayado su actividad sobre DNA plas-
midico superenrollado. Se ha definido el
origen minima de replicacién de pLS1.

Control de la replicacién y de la ex-
presién génica en sistemas
huésped/plasmido de bacterias gram-
positivas.

(Proyecto en cooperacion con el grupo
de la Dra. Paloma Lopez).

Clonaje y expresion de genes. Se ha
clonado un fragmento de DNA gque con-
tiene el gen de la timidilato sintetasa
_(TDS) de 5. pneumoniae, mediante se-
leccién por sensibilidad a trimetroprim. Se
han realizado ensayos de complementa-
cidn in vivo entre el gen de pneumococos
y sus equivalentes en B. subtilisy E. coli.

Ruta biosintética de utilizacion de
maltosacéridos por S.pneumoniae. Se
ha clonado y secuenciado una region
cromosomica de pneumococos que con-
tiene el operén de utilizacién de maltosa-
caridos {(mal). Ademas de los genes malX
y maiD, cuya existencia estaba descrita
por metodos genéticos, se han encontra-
do dos nuevos genes en esta regidn.
Tambien se ha clonado y secuenciado el
gen maiR, represor del operdn.

repressor could be turned into a
transcriptional activator. We have
initiated the analysis of the regula-
fory role of a small antisense ANA
{RNA 11}, encodsd by pLS1. The ini-
tiator of replication RepB protein has
been purified, and its activity on su-
percoiled plasmid DNA has been
assayed. The minimal origin of replica-
tion of pLS1 has been defined.

Control of replication and gene ex-
pression in host/plasmid systems of
gram-positive bacleria.

(Proyect in cooperation with the group
of Dr. Paloma Lépez).

Cloning and expression of ge-
nes. A 8kb-chromosomal DNA frag-
ment from Streptococcus pneumo-
niae has been cloned into pLST.
Within it, the gene encoding the
thymidilate synthase is contained. In
vivo complementation tests between
the pneumococcal gene and its
B.subtilis and E.coli counterparts
have been performed.

Biosynthetic pathway for malto-
saccharides utilization by S.pneu-
moniae. We have cloned and se-
quenced a chromosomal region
containing the entire pneumococcal
maltose operon (mal). In addition to
the genetically described malX and
malD genes, two new genes have
been found. The malR (repressor)
gene has been also cloned and se-
quenced. O
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La DNA polimerasa | de §. pneumoniae
(Spn Poll), codificada por el gen polA, es
una proteina multifuncional. Se ha estableci-
-do que la DNA polimerasa, ademés de su
actividad polimerizante, posee actividad
exonucleolitica 5'-3' y carece de actividad
exonucledsica correctora 3'-5'. Los dominios
de actividad exonucledsica y polimerasa es-
14n localizados respectivamente en las re-
giones amino y carboxilo terminales de Spn
Poll. El enzima silvestre y su dominio poli-
metizante {Spn Pollc269) son capaces de
sustituir in vive la DNA polimerasa | de Es-
cherichia coli en procesos de reparacion de
DNA. Sin embargo, el dominio de actividad
exonucieclitica 5'-3' de Spn Poll no puede
complementar funcionalmente los mutantes
de E. coli deficientes en actividad exonucle-
asica 5'-3". La construccién de estirpes con
mutaciones en &l gen pol4 ha permitido es-
tablecer que la actividad nucledsica de la
DNA polimerasa | es un requerimiento esen-
cial para la viabilidad de S. pneumoniae.

The Streptococcus pneumoniae
DNA polymerase | (Spn Poil) enco-
ded by its polA gene is a
multifunctional protein. Spn Poll pos-
sesses 5°-3' exonuclease as well as
DNA polymerase activities and it
lacks the 3-5 proofreading excnuclease
activity detected in Eco Poll. The
exonuciease and polymerase do-
mains are located respectively at
the N-terminal and at the C-terminal
regions of Spn Poll. Both Spn Poil
and its polymerase domain (Spn
Polic269) are able to substitute in
vivo for the Eco Poll in DNA repair
processes. However, the 5'-3" exo-
nuclease domain of Spn Poll can
not functionally complement 5°-3’
exonuclease mutants of E. coli. In
contrast to the Eco Poll, the nuclease
activity of Spn Poll is essential for
S. pneumoniae viability. Further-
more, the polymerase activity of

La DNA polimerasa | de
Streptococcus pneumo-
niae: caracterizacién bio-
quimica, estructural y
funcional.

Streptococcus pneumo-
niae DNA polymerase I:
Biochemical, structural
and functional characte-
rization,




Asimismo, la polimerizacion de DNA catali-
zada por esta proteina es requerida para la
reparacion de lesiones producidas por irra-
diacion con luz ultravioleta en S. pneumo-
nige. Se ha subclonado la regién del gen
polA que codifica para el dominio de activi-
dad nuclessica. Dos polipéptidos mutantes
carentes de actividad polimerasica han sido
hiperproducidos y purificados y se ha co-
menzado la caracterizacion in vitro de 1a ac-
fividad exonucleasica 5°-3'.

Estudlos del transporte de citrato en
bacterias lacticas

Esta linea de trabajo se ha iniciado en
1991. La utilizacién de Lactococcus lactis
biovar diacetifactis como productor de aro-
ma en fermentaciones lacticas a nivel in-
dustrial, es dependiente de la capacidad de
dicho micraorganismo para producir diaceti-
ic a partir de citrato. E! transporte de citrato
en L. lactis biovar diacetilactis estd mediado
por la citrato permeasa (CitF); esta proteina
estd codificada por el gen citP presente en
un plasmido de 8,0 kb. En nuestro laborato-
rio hemos establecido que la expresion del
gen ¢itP no es inducida por la presencia de
citrato en el medio de cultivo. El analisis
transcripcional del gen citP en L. lactis ha
mostrado la presencia de dos mRNA trans-
critos con una longitud de 2900 (mRNA1)} y
1900 (mRNA2)} nucledtidos. Los sitios de
iniciacion de ambos transcritos, asi como
su sitio comiin de terminacién han sido ma-
peados. mRNA1 es sintetizado durante la
fase exponencial de crecimiento mientras
que mRNA2 estd presente en las células
durante la fase estacionaria. mRNA1 codifi-
ca dos polipéptidos de 6 y 14 kDa, ademas
de CitP. Los niveles de CitP en las células
estédn controlados por el polipéptido de 14
kDa, un regulador transcripcional con fun-

Spn Poll is required in 8. pneumo-
niae for DNA repair processed
upon ultraviolet irradiation. The 5'-
3' exonuclease coding region was
subcloned. Two mutant polypeptides
lacking the polymerase activity
were overproduced and putrified.
We are currently characterizing
Spn Peoll enzymatic activities as
well as DNA-protein interactions by
enzymological, genetic, genetic
engineering and biophysical studies.

Studies of the citrate transport in
Lactic Acid Bacteria.

The use of Lactococcus lactis
biovar diacetylactis as a flavor pro-
ducer in dairy fermentations is de-
pendent upon its ability to produce
diacetyl from citrate. The ability of
this bacteria to transport citrate is
due to the citrate permease P
({CitP) encoded by the citP gene lo-
cated in a 8.0 kb piasmid. The citP
gene expression is not induced by
the presence of citrate in the
growth medium. Transcriptional
analysis of citP gene in L. lactis
showed the presence of two mRNA
transcripts 2200 (mRNA1) and
1900 {(mANAZ)} nucleotides long.
The initiation of the two transcripts
as well as their common end point
were mapped in the DNA. mANA1
is synthesized during exponential
growth, whereas mRNAZ is present
in the cells during the stationary
phase of growth. mRNA1 encodes,
in addition to CitP, a 6 kDa and a
14 kDa polypeptides. The 14 kDa
polypeptide exerts a positive and




cion dual como activador y represor. Este
regulador gjerce respectivamente un control
positivo y negativo sobre la sintesis de
mRNA1 y mRNAZ2. Actualmente estamos

carartarizando al mapaniemo da reaulacicn
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del polipéptido de 14 kDa sobre la sintesis
de CitP mediante correlacién de andlisis
mutacional del regulador con la expresién
génica de la citrato permeasa. [
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negative control on the synthesis of
mANA1 and mRANAZ, respectively.
We are currently characterizing the
regulatory mechanism of the 14
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CitP by murarronaf analysis and in

vivo and in vitro studies. 0O
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Molecular genetics of Pseudomonas
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Sistemas vector-huésped para la
ingenieria genética de Pseudomo-
nas para aplicaciones medioam-
bientales. La liberacion al medio
ambiente de microorganismos mejo-
rados genéticamente (MMGs) en su
capacidad biodegradativa sobre
compuestos xenobidticos plantea
una variedad de problemas relacio-
nados con su predecibilidad ecolégi-
ca. Dos problemas centrales son el
mantenimiento estable del fenotipo
recombinante en situaciones no-con-
tenidas, alejadas de las condiciones
controladas del Laboratorio, y la ex-
presién eficaz de ese fenotipo como
respuesta a sefiales presentes en el
habitat a donde estan destinados los
MMGs. En este contexto, nuestro
Laboratorio ha venide trabajando en
los Ultimos afios en el desarrollo de
vectores-transposones para la inser-
cién estable de DNA heteréloge en
el cromosoma de bacterias Gram-

Host-vector systems for the gene-
tic engineering of Pseudomonas
for environmental applications.
Deliberate release of Genetically en-
gineered microorganisms (GEMs)
which have been improved in their
biodegradative properties for xeno-
biotic compounds poses a number of
problems related to their ecological
predictability. Two central aspects of
such predictabiiity are the stable
maintenance of the recombinant
phenotype in non-contained situa-
tions (i.e. those different from the
controlled conditions prevailing in
the Laboratory} and the efficient ex-
pression of such phenotype in res-
ponse to signals present in the loca-
tion where the GEMs are expected
to perform. In this context, our Labo-
ratory has been working over the
last few years in the construction of
transposon-vectors for the stable in-

sertion of cloned DNA into the chro-



negativas, en particutar Pseudomo-
nas putida. Nuestro trabajo se ha
centrado en la puesta a punto de
sistemas de expresion heterdloga
construidos dentro de estos vecto-
res-transposones y basados bien en
promotores regulados de rutas bio-
degradativas TOL (toluenc) y NAH
(naftaleno) de FPseudomonas o bien
en promotores particularmente acti-
vos en condiciones de privacion de
nutrientes o crecimiento lento.
Nuestros intereses actuales se diri-
gen al desarrotlo de métodos no-
disruptivos {inmunolégicos y/o basa-
dos en emision de luminiscencia)
para la menitorizacion de MMGs y
para la evaluacién de la actividad
transcripcional de promotores cata-
bélicos en muestras medicambien-
tales.

Regulacién transcripcional de
promotores de rutas biodegradati-
vas para compuestos halo- y al-
quil-aromaticos de Pseudomonas
putida. La eficacia de las rulas ca-
tabdlicas de Pseudomonas para
compuestos aromaticos (que origi-
nan una parte muy significativa de
la contaminacién quimica del medio
ambiente) viene limitada numerosas
veces por la incapacidad del sustra-
to de la ruta para activar la trans-
cripcién de los genes correspon-
dientes. Para superar los cuellos de
botella reguladores que limitan una
manifestacion completa y eficiente
del fenotipo biodegradativo es esen-
cial entender los mecanismos mole-
culares que influencian su expre-
sién. Nuesira atencidén se ha
centrado en el promotor Pu de la ru-

GENETICA MOLECULAR DE PSEUDOMONAS / MOLECULAR GENETICS OF PSEU

mosome of Gram-negative eubacte-
ria, in particular P. putida. Our re-
cent work has been focused on the
development of heterologous ex-
pression systems engineered within
these transposons and based on the
inclusion of regulated promoters of
biodegradative pathways TOL (to-
luene) and NAH (naphtalene) of
Pseudomonas putida, as well as on
promoters which are particularly ac-
live under starvation conditions and
reduced growth rate, Our current in-
terests include the development of
non-disruptive methods (mostly
based on immunoflucrescence and
light emission) for monitoring GEMs
and to examine the activity of cata-
bolic promoters in environmental
sampies.

Transcriptional regulation of pro-
moters of biodegradative path-
ways of Pseudomonas putida for
the catabolism of halo- and alkyl-
aromatic compounds. The effi-
ciency of biodegradative routes of
Pseudomonas on arematic com-
pounds (which constitute a major
kind of environmental pollutants) is
often limited by the poor transcrip-
tion of the cognate catabolic genes
when cefls are exposed to potential
pathway substrates. To remove the
regulatory bottienecks which hinder
the full expression of the biodegra-
dative phenotype, it is essential to
understand the molecular mecha-
nisms which control its expression.
We have used as working systems
the Pu promoter of the TOL pathway
for the catabolism of toluene and
xylenes in Pseudomonas putida and




ta TOL de biodegradacidn de tolue-
no/xylenos de P. putida y en el pro-
mator Pbph del operdn de catabolis-
mo de policloro bifenilos (PCBs) de
la cepa Pseudomonas sp. LB400.
En el primer caso, el promotor per-
tenece a la familia de los depen-
dientes de factor % y su requlacién
esta sujeta a una variedad de con-
troles, tales como la proteina XylIR,
IHF {factor de integracién del hués-
ped} y la fase de crecimiento. Tanto
en el caso de Pu como en Pbph,
nuestros esfuerzos se dirigen a con-
seguir promotores alterados suscep-
tibles de activacién por una mayor
variedad estructural de efectores o
por concentraciones muy inferiores
de éstos, de cara a aumentar la efi-
ciencia biodegradativa de la ruta co-
rrespondiente. O
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the Pbph promoter of an operon for
the biotransformation of polychioro
biphenyis (PCBs) into chiorobenzoates,
present in strain Pseudomonas
sp. LB400. In the first case, the pro-
moter beiongs to the family of those
dependent on ¢* and its regulation
is subjected to various controls, in-
cluding the XylIR protein, IHF (inte-
gration host factor) and growth phase.
in both cases (Pu and Pbph),
our current efforts are directed to
achieve mutant promoter/regulator
pairs responsive to a wider variety
of structural congeners of the subs-
trates of the pathways and the cons-
truction of promoters responsive to
lower concentrations of pollutant in
view of their potential effect to in-
crease the efficiency of the corres-
ponding biodegradative route. O
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Analisis molecular de la
divisién bacteriana. Los
componentes y los cir-
cuitos reguladores

Molecular analysis of
bacterial cell division.
The building blocks and
the expression of genes.

El promotor Gearbox (Caja de cam-
bios) de bolA contiene regiones -10, -35
y de cabecera especificas (Vicente et al.
1991. Mol. Microbiol. 5: 2085-2091). Las
gearboxes permiten la expresién de ge-
nes de una forma que asegura la pro-
duccion de cantidades constantes de
producto independientamente de la velo-
cidad de crecimiento del cultivo. De esta
forma los genes controlados por gearbo-
xes se expresan incluso en los cultivos
que entran en fase estacionaria. La can-
tidad de transcripcion, relativa a los de-
mas genes celulares, aumenta cuando
disminuye la velocidad de crecimiento. El
papel de la regidn -10 se ha determinado
por mutagénesis dirigida (Aldea et al.
1990. EMBO J. 9;: 3787-3794). Ahora es-
tamos introduciendo mutaciones al azar
por PCR (Reaccion en cadena de la poli-
merasa) en otras posiciones del frag-

The Gearbox promoter at bolA com-
prises specific -10, -35, and upstream
regions (Vicente et al. 1991, Mol. Mi-
crobiol. 58: 2085-2091). Gearboxes
allow the expression of genes in a way
that ensures the production of trans-
cripts at constant amounts indepen-
dently of the growth rate of the culture.
This means that the genes controlied
by gearboxes are expressed even in
cultures entering stationary phase. Mo-
reover the amount of transcription, re-
lafive fo the rest of the cellular genes,
is higher as the growth rate diminishes.
The role of -10 has been investigated
by site directed mutagenesis (Aldea et
al. 1990. EMBO J. 9: 3787-3794). We
are now introducing mutations in other
sites of the 53 bp fragment, that
contains all the gearbox features, by
random PCR directed mutagenesis.



mento de 53 bp que contiene todos os
elementos de la gearbox de bolA. Dese-
amos obtener mutacionas que activen el
promotor para ampliar las posibles apli-
caciones de éste sistema. Asimismo ob-
tendremos un mapa funcional de una
gearbox. Hemos analizado la expresion
de ftsZ, un gen esencial de divisidn, y
enconiramos que es ciclica, dependien-
te del ciclo celular.

Las proteinas de divisién celuiar ofre-
cen la posibilidad de definir nuevos blan-
cos susceptibles de inhibicion por nue-
vos medicamentoes. Uno de los
problemas que frena esta linea de in-
vestigacién es el descongcimiento que
existe sobre su funcién bioguimica. Es-
tamos intentando definir dominios fun-
cionales en la proteina FtsA. Varias son
las razones que hacen a esta proteina
un candidato ideal para tal estudio. Es
esencial para la divisién; interacciona
consigo misma y con PBP3, la proteina
necesaria para la septacién que une pe-
nicilina; contiene un posible sitio de
union de ATP {Bork, ef al. 1992. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89: 7290-7294).
Para confirmar las predicciones del mo-
delo hemos introducido mutaciones en
lugares seleccionades y estamos anali-
zando las actividades bioquimicas de
FtsA para comprobar si existen en ella
las actividades predichas. O

Organismos Financiadores
Funding Agencies

We would like to obtain promoter up

mutations, because this would be relavant .

for the potential applications of the
project. As a further result we will obtain
a functional map of one gearbox. The
expression of ftsZ, one essential
division gene, has been studied and
found to be cyclic relative to the cell
division cycle.

Cell division proteins offer the pos-
sibility to define new targefs suscepti-
ble to be inhibited by new chemo-
therapeutics. A problem that hinders
this promising line of research is our
fack of knowledge on their biochemical
function. We are currently trying to
define functional domains within the
FisA protein. This protein is a choice
candidate for this study for several
reasons. It is assential for division;
interacts with itself and with PBP3,
the penicillin-binding protein required
for septation; contains a putative ATP-
binding site; and belongs to the family
of the eukaryotic actin (Bork, et al.
1992. Proc. Nati. Acad. Sci. USA 89:
7280-7294). The map position of se-
veral ftsA alleles is known. We have
already introduced mutations at selected
sites to confirm the predictions of the
mode!. Biochemical analysis of FtsA is
under way lo test if its predicted activi-
ties are found in the protein. Q

- CAM, Programa de Nuevas Tecnologias C170/90.
- DGICYT, PB83-30.
- Contrato con la empresa HISPANAGAR, SA




Cientificos Visitantes
Visiting Scientists

-Prof. Hermann Bujard. ZMBH.Universitit Heidelberg. Alemania.

-Prof. Viadimir G.Debabov y Dr. Alexander S. Mironov. Laboratory of Bacteriat Gene-
tics. Institute of Genetics and Selection of Industrial Microorganisms. Moscow.
Rusia.

-Prof. Roberto Kolter. Harvard Medical School. Dept of Microbiclogy and Molecular
Genetlics. Boston, Massachusaetts. USA.

-Dr. Eugenia Paton. Institute of Molecular Biology and Genetics Ukrainian SSR Aca-
demy of Sciences. Kiev , Ucrania,

-Prof. Lawrence Rothfield. Department of Microbiclogy. Scheol of Medicine. Univer-
sity of Connecticut Health Center. Farmington, Connecticut. USA

-Prof. Moselio Schaechter. Dept. of Melecular Biology and Microbiclogy. Tufts Uni-
versity Medical School. Boston, Massachusetts USA.

Publicaciones
Publications

-Vicente, M., Palacios, P., Dopazo, A.; Garride, T., Pla, J. and Aldea., M On 1he chronology and topography of bacterial cell di-
vision. Aes. Microbiol, 142; 253-258, 1991

-Pla, J., Séanchez, M., Palacios, P., Vlcente, M. and Aldea, M. Preferenhal cytoplasmic location of FtsZ a protein essential for
Esahench.ta colf septation Mol. M;crob.foi 5: 1681-1686, 1991,

-Vigente, M.: Toy or tgol? The use of Eschencma coli as a model in celi biology. World J. Microbiol. Biotechnol, 7: 449-451,
1991,

-Vicente, M., Kushner, 8.R., Garrido, T. and Aldea, M. The role of the 'gearbox’ in the transcriptlon of essential genas Mol, Mi-
crobiol. 5: 2035-2091 1991 . .

-Dopazo, A., Palaclos, P., Sdnchez, M., Pla, J. and Vicente, M.:: An afnino-pro_ximal domain required for the localization 6f FtsQ
in the cytoplasmic membrane, and for lis bioclogical funiction in Escherichia cofi. Mol Microbiol. 6. 715-722, 1992,

-Cahas. L.A., Avila, J., Vicents, M. and Benbadis, A.: Microprohagaﬂon of the alive tree (Olea suropasa L.). In: Biotechnology in
" Agricufture end Forestry. (Ed.) Y.P.S. Bajaj. Springer-Verlag. Berlin. Heidelberg. 18: 493-505, 1992.
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Bioiogia Molecular de las enzimas liticas de
Streptococcus pneumoniae y Clostridium
acetobutylicum y de sus bacteriéfagos.

En el presente proyecto se pretende avan-
zar en nuestro conocimiento sobre la organiza-
cién estructural de las enzimas autoliticas de
Streptococeus pneumoniae y de las lisozimas
codificadas por sus bacteridfagos. Mediante
técnicas de mutagénesis dirigida se estudiara
la participacién de determinados aminodcidos
en el centro activo de estas enzimas, localiza-
do en el médulo N-terminal, asi como la in-
fluencia de los “motivos” repetidos, identifica-
dos en el moduic C-terminal, en el
reconocimiento especifico del substrato. En

Molecular biology of the Iytic enzy-
mes of Streptococcus pneumoniae
and Clostridium acetobutylicum and
its bacteriophages.

The aims of this project are fo gain
new knowledge on the structural organi-
sation of the autolytic enzymes of Strep-
tococcus pneumoniae as well as on the
lysozymes encoded by its bacteriopha-
ges. We shall study the role of certain
amino acids in the active center of these
enzymes, previousiy localized in the
N-terminal domain of the molecule, by
using site-directed mutagenesis, and,
on the other hand, the influence of the




osta linga de investigacién se sitda, asimismo,
nuestra idea de estudiar otros sistemas bacte-
fianos como Clostridium donde se han identifi-
cado enzimas autoliticas que comparten con
las de neumococo su dependencia de colina
para su actividad. El andlisis global de sus se-
cuencias nucleotidicas proporcionara impor-
fantes datos bioguimicos y la construccion de
enzimas quimeéricas inter e intraespecificas en
base a estos datos ampliard nuestros resutta-
dos sobre organizacién modular de las protei-
nas y sus implicaciones filogenéticas. Por otra
parte, se estudiardn dos familias de fagos que
poseen proteina unida covalentemente a sus
DNAs. Por ultimo, haciendo uso de las pecu-
liares propiedades del dominio C-terminal de la
amidasa de neumococo, se desarroliardn vec-
tores de clonacién para conseguir la produc-
cién de proteinas de interés biotecnologico.

Bases moleculares de la patogenicidad de
Streptococcus pheumoniae: Profilaxis,
diagnéstico y antibioterapla.

E} objeto del presente proyecto es estudiar
diversos aspectos de la patogenicidad de
Streptococcus pneumoniae como base para
el desarrollo de medidas adecuadas tanto pro-
filicticas como terapéuticas. En concreto se
estudiaran los genes implicados en la biosin-
tesis de la capsula de neumccoco mediante
técnicas de Biologia Malecular. Por otra parte,
se pretende desarrollar métodos diagndsticos
fiables para la identificacién en clinica de estir-
pes atipicas de neumococo mediante la eluci-
dacion del mecanismo de la sensibilidad a la
optoquina caracteristico de neumococo.

Biologia molecular de las autolisinas de
Clostridium acetobulylicum y su influencia
en la produccion de solventes.

El objetivo principal de este proyecto, finan-

repetitive motives found in the C-termi-
nal domain an substrate recognition,
will be investigated. The study of the
autolytic enzymes of Clostridium aceto-
butylicum, where choline-dependent ac-
tivities on the celf wall have been aire-
ady identified, will also contribute to
develop our current investigations. In
addition, we shall carry out an investi-
gation on two families of pneumococcal
phages that contain protein covalently
linked to the 5’ ends of their DNAs. Fi-
naily, taking advantage of the peculiar
properties of the C-terminal domain of
the pneumococcal amidase, we shall
construct vector plasmids to clone and
produce proteins of biotechnological in-
terast.

Molecular bases of the virulence of
Streptococcus pneumoniae: Prophi-
laxis, diagnosis and antibiotic
therapy.

Cur project aims to investigate seve-
ral aspects of the virulence of Strepto-
coccus pneumoniae in order to esfa-
blish adequate prophylactic and/or
antibiotic treatments. We will study the
genetics of capsular polysaccharide
biosynthesis (the main virulence factor
of pneumococci). On the other hand,
the gene(s) responsible of the classical
optochin sensitivity of 8. pneumoniae
will be cloned and sequenced.

Molecular biology of autolysins from
Clostridium acetobutylicum and their
influence on solvent production.

The main aim of this project, suppor-
ted by the Fundacion Ramén Areces, is
to increase the solvent production in
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ciado por la Fundacién Ramdn Areces, es de-
sarroliar métodos para mejorar la produccion
de solventes orgdnicos en la fermentacion de
C. acetobutylicum. En este sentido se estudia-

ra mediante el empleo de las técnicas de in-

genleria genética la influencia de las autofisi-
nas de esta bacteria en el proceso de
fermentacion. Para ello se pretende clonar y
secuenciar los genes que codifican para estas
autolisinas con objeto de poder controlar la
expresidn de los mismos. Dado que existen
distintas cepas de C. acetobutylicum y en al-
gunas de ellas se ha podido demostrar que
sus autolisinas son dependientes de colina
para su actividad, se estudiard la influencia de
este compuesto en la fermentacion. Como
consecuencia de fodos estos estudios se con-
sequiré en definitiva poner a punto las técni-
cas de manipulacidn gendtica de C. acelo-
butylicum, especie ésta que puede ser
considerada como un posible modelo para el
desarrollo de la Biologia Molecular en bacte-
rias anaerobias.

Biotransformaciones de antibiéticos heta-
tactdmicos.

- Ef objetivo de este proyecto Concertado
(COTI-CSIC-Antibidticos) es estudiar median-
te 2 empleo de las técnicas de ingenierfa ge-
netica la posibilidad de alterar la especificidad
de substrato de las enzimas denominadas pe-
nicilin- y glutaril-acilasas. Haciendo uso de di-
ferentes procedimientos de mutagénesis y se-
leccién también se intentard que puedan
reconocer como substratos algunas penicili-
nas naturales que se encuentran presentes
en los caldos de produccion de penicilina G
para mejorar el rendimiento del proceso de
obtencion de 6-APA. Ademas se intentara clo-
nar y secuenciar los genes de otras acilasas
que puedan ser Utiles para la sintesis enzima-
tica de antibiéticos betalactamicos. Q

- GENETICA BACTERIANA / BACTERIAL GENETICS

the fermentation of C. acetobutyli-
cum. in this sense, we will study the
influence of the bacterial autolysins
on the process using genetic engineering
technigues. We will clone and
sequence the genes encoding these
autolysins as a direct approach to
control the expression of these genes.
Since some C. acetobutylicum
strains contain choline-dependent
autolysins we will study the influence
of this aminoalcoho! on the fer-
mentation. This project will also
allow us to develop many techniques
useful for the genetic manipuiation
of C. acetobutylicum which can be
considered as a model system to
study the molecular biology of anae-
robic bacteria.

Biotransformation of betalactam
antibiotics

The aim of this Concerted project
(CDTI-CSIC-Antibidticos) is to study
the possibility of altering the substra-
te specificity of the enzymes named
penicillins and glutary! acylases by
using genetic engineering tech-
niques. To increase the production
of 6-APA from penicillin G, we will
also try to obtain new modified
acylases able to hydrolyze the
natural penicillins that are present
in the cultures from which penicillin
G is purified. In addition, we shall
attempt to clone and sequence new
acylase genes that could be useful
to carry out the enzymatic synthesis
of betalactam antibiotics. 1




Organismos Financiadores
Funding Agencies

- CICYT, PB 87-0214 (1988-1991)

- DGICYT, PB 80-0069 (1992-1994)

- CICYT, SAL91-0898-C02-01 (1992-1994)

- Fundacién Ramoén Areces (1991-1992)

- Proyecto Concertado (CDTI-CSIC-Antibidticos) (1992-1993)

Publicacionas
Publiications

-Diaz, E., Lépez, R., and Gareia, J.L..: Chimeric pnaumococcal cell wall iytic enzymes revesl |mportant physiological and evolu-
tionary traits. J. Biol. Chem. 266, 5464-5471, 1991,

-Ronda, C., Garefa J.L., and Lépez, R.: Teichoic acid choline esterase, a novel hydrolytic activity in Streptococcus oralis. FEMS
Microbiol. Left. 80, 289-294, 1991.

-Croux, C., and Garcia, J.L.: Sequence of the 7 gene encoding the autolvtic lysozyme of Clostridium acetobutylicum ATCC
824: comparison with other iytic snzymes. Gane 101, 25-31, 1991.

-Jarvis, AW., Fitzerald, G.F., Mata, M., Mercenier, A., Neve, H., Powell, LB., Ronda, C., Saxelln, M., and Teuber, M.: Species
and type phages of Iaclococcai bacteriophages. Jnrewﬁ'ofogy:Bz 2-9, 1991,

-Romero, A., and Garcig, P.: Initiation of translation at AUC, AUA, and ALJU codons in Escherichia coli. FEMS Microbiol. Lait.
84: 325-330, 1991,

-Lépez, R. Garcla, E., Garcia, J. L., Diaz, E., Romero, A., Sanz, J. M., Séinchez-Puelies, J M., Garcfa P., and Ronda, C.; Lytic
enzymes of Strep:ococcus pneumonias and fts bactenophagas A model of molecular evolution In: Genetn:s and Molscuiar
Biology of Streptococei, Lactococel, and Enterocol. {Eds.). G. Dunny, P. P. Cleary and L Mc. Kay. pp. 77-82. American Society
for Microbiology, Washington, D.C.1881. .

-Sdnchez-Puelles, J.M., Sanz, J.M., Garcia, J.L., and Garcna E. Immobllization and s&ngle-step purification of fusion proteins
using DEAE-celluiose, Eur, J. B:ochem 203, 153 159, 1992,

-8anz, J.M., Diaz, E., and Gargia, J. L Studies on the structure and function of the N-termmal domam of the pheumococeal mu-
roin hydroalsas Mo! Microbiol, 6, 921 931 1992

-Romero, A., Lépez, R., and Garcla, P.: The Insertion site of the temperate phage HB-748 Is Iocated near the phage remnant in
the pnaumaceccal host chromosome. J. Virol. 66, 2860-2884, 1992,

. <Ortega, 8., Garcla, J.L., Zazo, M., Varela, J., Cuevas P., and Giménez-Gailego, G.: Smgie-step purlf!catlon on DEAE Sepha-
- cetof raoombinants po!ypaptldes produced in Eschadcma coli. Bio/Technology 10, 795-798, 1982,
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- Publicaciones: (Continusctén )
Puwcaﬂona (Conﬂnued)

-Garcia, E., Garcla, P., and Ldpez, R.: Pneumococcal capsules cionmg of ﬂ'ne gene that allowed the idamiﬁcation ot theiran&
forming prlnciple Fi'ev Esp. Quimioter. S(Suppl 1), 38-43 1992 . oo .

-Sanz, J.M., Garcia, P., and Garela, J.L.: Flole of Asp-s and Glu-ss in tha actlve stts m‘ tha pnaumoocccai CPL1 lysozyme Blo-
chemistry 31 8495-8499, 1992.

-Alvaro, G., Fernéndez-Lafuente, R.. Flosell C.M., Blanoo R M Garc{a—Lépez Jil., and Guusan J M Penlcillmﬁm
Kluyvera c.rtrophr!a New choioaasindustnal anzyme B.eorach Lett. 14, 285- 290 1992 e

-Croux, C., and Garcia, J.L.. Reconstruction and expresslon of the au%oryt:c gene from C!osrridium aoambmwwm ATCG m
Eschench:a coli. FEMS Microbiol. Lett. 85, 13-20, 1992

-Dfaz, E., Lopez, R., and Garcfa, J.L. Hoie of 1he maior pneumococcal autolysln in the atypical response of a clinical isolate of' -
Sireptococcus pneumomae J. Bacteriol. 174, 5508-5515, 1992,

-Dfaz, E., Lépez, R., and Garcia, J.L.: EJ-1: a myowr:daa. temperate bacteriophage of Streptoooocus prneumoniae. J. Bacteriol. -
174, 5516-5525, 1992,

_-Lépez, R., Garcia, J. L., Garefa, E., Ronda C., and Garcla, P.: Structural analysis and bcoiogical significance of the oell wal} Iy-
tic enzymes of Streptococcus pneumoniae and iis bacteriophages. FEMS Microbiol Letft. 100, 439-447, 1992,

-Romero, A., Ronda, C., Garcia, P., Garcia, J. L., Garcia, E., and Lépez, R, Temperate pneumococcal phages whhpmte%niin-__'
ked to their DNA integrate in the host chromosoma An. Heal Acad. Farm. 58; 183-180, 1992

L.6pez, R., Garefa, J. L., Diaz, E., Sanz, J. M,, Sénchaz-PueIles J. M., Garcia, P., and Garcla, E.; Searchingfarthe WOIUHO- :
nary damgn of the pneumococcal call wall ytic enzymes n: Bacteﬂa! Growth and Lysrs (Eds.). M. A, de. Pedro ot al. pp. 253-' :
257. Plenum Press NY, 1992, :

-Garcfa P., Garcia, E., Romem A., Croux, C., Ronda, C., Lépez, A., and Garcia, J. L.: Molacular charactsnsﬂcsofmoeﬁwaﬂ _
Iytic enzymes coded by pneumococcal phages. In: Bactena! Growrh and Lysis. (Eds) M..A. de Padro er al. pp 281~268 Ple-- g
num Prass NY, 1992, _ _ _ o
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La alteracién de los materiales de
construccion de la catedrales de Sala-
manca y Toledo. Bases clentificas pa-
ra su conservaclon y restauracién. En
colaboracién con el Dr. Cesdreo Saiz
Jiménez.

Se han estudiado en profundidad meca-
nismos de alteracion utilizados por los
hongos filamentosos para el biodeterioro
de los monumentos pétreos. En ensayos
de laboratorio y simulando condiciones
naturales, se ha demostrado que las ce-
pas acidogénicas solubilizan cationes
minerales de los materiales rocosos y
junto con los acidos orgénicos sintetiza-
dos, forman depédsitos salinos de oxalato
calcico, magnésico y férrico y de citrato
calcico. Ademas, estos organismos reali-
zan un ataque selectivo de silicatos y fei-
despatos sobre arenisca y granito, y de
calcita y dolomita sobre caliza. Estos
procesos han sido examinados por es-
pectrometria IR, rayos X, absorcién atd-
mica, HPLC y microscopia de barrido
con analizador de cationes.

Algunos hongos estudiados a través de

We have studied the alteration
mechanisms used by filamentous
fungi for the bio-deterioration of stone
monuments. Through laboratory
test, and simulating natural condi-
tions, we have proved that acidoge-
nic fungi provoke release of cations
from stone materiais due to the co-
rrosion by the excreted organic
acids. The result was the formation
and precipitation of organic salt de-
posits as calcium oxalate, magne-
siurm oxalate and ferric oxalate, and
calcium citrate. Cultures in vitro de-
maonstrate this fungi carries a selec-
tive attack on silicates and feldspars
with sandstone and granite. Limestone’s
reduction was in calcium and
dolomite’s amount. These pro-
cesses were analyzed by means
of infrared spectroscopy, X-ray
diffraction, HPLC, scanning elec-
tron microscopy coupled with X-
ray analysis , etc.

Some strains isolated were assa-
yed to test their capacity to oxidize
both iron and manganese, which. fre-



sistemas enzimaticos y no enzimaticos,
oxidaron Fe y Mn, caticnes comunes en
muchos materiales pétreos, lo que cons-
tituye un mecanismo mas de altaracion.

Se ha comprobado que algunos hongos
acidogénicos sintetizan también acidos
fendlicos (galico, fendlico, vanillico, etc.),
por lo que podrian llevar a cabo un efec-
to mineralitico a través de los quelatos
formados por los fenoles vy los cationes
minerales solubilizados.

Ensayos in vitro han puesto de relieve
que los hongos pueden multiplicarse a
expensas de componentes celulares de
autotrofos como las algas, reteniendo,
ademés su capacidad para sintetizar
acidos organicos.

Influencia de los contaminantes at-
mosféricos en la proliferacién micro-
biana y en el deterioro de los monu-
mentos.

El objetivo de este proyecto es analizar
la naturaleza de los componentes orga-
nicos que se adhieren a la superficie de
los edificios y monumentos pétrecs. Mu-
chos de los contaminantes proceden de
la combustidn de los motores y otras ac-
tividades. Analizaremos la influencia de
los contaminantes en la alteracion sobre
los componentes minerales y sobre (os
microorganismos colonizadores. El estu-
dio fisico-quimico y biolégico de las cos-
tras son también objetivos a alcanzar.

Organismos Financiadores
Funding Agencies

- CICYT, PAT 767, (1989-1991).
- CAM, 059/92 (1992)

gquently appear in many stony mate-
rials. The cations’s oxidation was in-
duced by fungi through indirect and
direct (enzymatic) mechanisms.

On the other hand, we have de-
monstrated that some fungi excre-
ted phenolic acids (gallic acid, feru-
lic acid, vanillic acid, etc.). These
fungal metabolites could have a mi-
neralytic effect through the chelates
formed by phenols and solubilizated
mineral cations.

We observed in some experi-
ments that fungi can grow using the
algae cellular components, and re-
tain their capacity to synthesize or-
ganic acids (oxalic acid, gluconic
acid, fumaric acid, etc.).

The aim of this project is to study
the organic compounds which accu-
mulate on the surface of building
stones and monuments. A great
amount of these compounds are po-
llutants and they got in the at-
mosphere because of man’s aclivities.
We will evaluate the pollutants’s in-
fluence in the alfteration of stone
components and the microorga-
nisms influence. Another approach
will be the physico-chemical and
biological analysis in the altered
crusts.
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Genética Molecular de Aspergillus
Molecular Genetics of Aspergillus

Margarita Orejas
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'Postdoctoral Fellows
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Associate Scientist

Personal Técnico
Technical Staff

La biosintesis de penicilina es una ru-
ta tipica del metabolismo secundario que
en microorganismos eucariotas esta pre-
sente sélamente en hongos filamento-
s0s. La ruta estd regulada a nivel de
transcripcién de los genes estructurales.

A pesar del amplio uso de las penicili-
nas, se sabe muy poco acerca de los
mecanismos que disparan su ruta biosin-
tética en ciertas condiciones ambientales
o de desarrollo. Utilizando el gen de la
isopenicilina N sintetasa de A. nidulans
como sistema modelo, estamos investi-
gando este problema mediante el uso de
fa genética molecular. Las técnicas de
genética formal y de biologia molecular
mas sofisticadas pueden utilizarse en A.
nidulans, lo que representa una conside-

Penicillin(s) biosynthesis is a typi-
cal secondary metabolism pathway.
in eukaryotic microbes, this pathway
is restricted to filamentous fungi.
The pathway is regulated at the
transcriptional level,

In spite of the wide therapeutical
use of these compounds, very little
is known about the molecular swit-
ches which trigger on antibiotic
biosynthesis under certain environ-
mental or developmental conditions.
We are approaching this problem by
using molecular genetics to define
the basis of the trancriptional reguia-
tion of the isopenicillin N synthetase
gene in Aspergillus nidulans, a mo-
de! organism amenable to sophisti-




rable ventaja experimental. Nuestro
abordaje incluye:

(i) Definicién de los circuitos requlado-
res responsables del control transcrip-
cional de IPNSy papel de genes regula-
dores de alta jerarquia. Identificacion de
otros genes reguladores por analisis ge-
néticoe formal. '

(i) Analisis funcional del promotor de
IPNS usando integracion dirigida en una
sola copia de plasmidos con mutaciones
del promotor fusionadas a un gen repor-
tero.

(iii) Definicién de los sitios de unidn
de proteinas codificadas por genes re-
guladores de alta jerarquia (ya disponi-
bles) por andlisis de footprint in vitro y
mutagénesis dirigida, para evaluar su
funcién in vivo.

(iv) Clonacién molecular del gen que
codifica para una proteina que se une al
promeotor de /PNS mediante el uso de
genética en reverso.

(v} Clonacidn de genes estructurales
de actividades accesorias de la ruta bio-
sintética. O

Organismos Financiadores
Funding Agencies

- DGICYT, PB(s) 87-0218 (1988-91)

- DGICYT, 87-0204 (1988-92)

cated molecular biology and formal
genetic analyses. Our approach in-
volves:

(i) Definition of regulatory circuits
involved in transcriptional control
and the role of wide-domain regula-
tory genes. Formal genetics of uni-
dentified regulfatory genes.

(ii) Functional analysis of the
IPNS promoter using targeted sin-
gle-copy integration of constructs
carrying promoter variants fused to
a reporter gene.

(fif} Definition of binding sites of
already available wide-domain
transcriptional regulators by foot-
printing analysis and site-directed
mutagenesis.

(iv) Molecuiar clening of the gene
encoding a DNA binding activity
which specifically recognises the
IPNS promoter.

{v) molecular cloning of genes en-
coding accessory activities of the
penicillin pathway. 0

- DGICYT, Programa Nacional de Biotecnologia BIO244/88 (1989-1891)
- DGICYT, Programa Nacional de Biotecnologia BIO671/91 (1992-1994)
- CEE, BRIDGE 890136, contrato CT90/169 (1990-1993)
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Mecanismos de Resistencia Inducida en Plantas

Induced Resistance Mechanisms in Plants

Em!llana Liébana Allende
(Hasta 1X-1992)
Pilar Marclila Cavanlllas

(Jete ds Grupo) ~  Personal Cientifico
{Group leadsr) Tenured Scientist
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Parsonal Tacnico
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Se han estudiado los mecanismos
de resistencia inducida por dcido
acetilsalicilico (aspirina) y acido po-
liacrilico en plantas Solanéceas, So-
lanum tuberosum L. cv, Desirée y
Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi-nc,
frente a dos bacterias fitopatégenas
cuya expresién de patogeneidad es
muy diferente, como son Erwinia ca-
rotovora pv. carotovora, productora
de podredumbre blanda y Agrobac-
terium tumefaciens inductora de hi-
perplasias mediante transformacion
tumoral de las células de la planta
huésped.

La metodologia que hemos desa-
rrollado en este proyecio se ajusta a
los diferentes mecanismos de pato-
genicidad de ambas bacterias, asi
como a las desviaciones del meta-
bolismo celular de las plantas hués-
ped producidas por accion de los
compuestos quimicos. O

We have studied the mechanisms of
induced resistance by acetylsalicylic
acid and polyacrylic acid on Solanace-
aes, Solanum tuberosum L., cv. Desi-
rée and Nicotiana tabacum L., ¢cv
Xanthi-nc, against two phytopathoge-
nic bacteria, showing both a very
different pathogenicity. One of these
two bacteria, Erwinia carotovora pv.
carotovora causes soft rof on potato
tubers due to pectolytic enzymes. The
other one, Agrobacterium tumefaciens
induces hyperplasias by means of a
tumoral transformation of the host
plant cells.

The methodology we develop in
this project was adjusted fo the diffe-
rent mechanisms of the pathogeni-
city of both bacteria, as well as fo
the deviations of the cellular meta-
bolism of the host plants produced
by the actions of the chemical com-
pounds. 0
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Entomologia. Relacion Planta-Insecto.

Entomology. Relationship Plant-Insect
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La necesidad de obtener cultivares re-
sistentes a plagas y enfermedades es un
problema cada vez mas acuciante en una
agricultura moderna. El uso adecuado de
estas variedades resistentes implica un
conocimiento profundo de los mecanis-
mos de resistencia. En este contexto, las
lineas de investigacion en curso son:

- Estudio del efecto de varios genoti-
pos de cereales de invierno, con distinta
concentracién del dcido hidroxamico
DIMBQA sobre la tasa interna de creci-
mierto de poblaciones de pulgones de
cereales. Asimismo, se invastiga la corre-
lacion entre concentracion de DIMBOA y
comportamiento de alimentacién de los
pulgones mediante la técnica de Electri-
cal Penetration Graph.

- Estudio del efecto in vitro e in vivo de
las fracciones monoméricas, diméricas y tetra-
meéricas de inhibidores de ci—-amilasas heterd-
logas de endosperma de trigo y cebada so-
bre isoenzimas de larvas de lepidépteros
plaga de productos almacenados y sobre
el escarabajo de la patata (Leptinotarsa
decemlineata).

The need of crop varieties resis-
tant to pests and diseases is an
ever-increasing problem of modern
agriculture. Proper use of plant re-
sistance relies on a through know-
ledge of acting mechanisms. In this
context, we are working on the follo-
wing lines of research.

- Assessment of the effect of va-
rious genotypes of winter careals,
with different levels of the hydroxa-
mic acid: DIMBOA, on the intrinsic
rate of increase of cereal aphids. We
arg also investigating the correlation
between DIMBOA concentration and
aphid probing behaviour by Electri-
cal Penetration Graph.

- Studie on the effect in vitro
and in vivo of the monomeric, di-
meric and taframeric fractions of he-
terofogous ao—amylase inhibitors of
wheat and bariey endosperm to-
wards isoenzymes of stored product
pests larvae and those of colorado
potato beetle (Leptinotarsa decemli-
neata). .



- Determinacién de la relacién plaga-da-
fo-pérdidas en el cultivo de la remolacha
azucarera, debida al ataque del curculiéni-
do, Aubeonymus marieaefranciscae. Se
investigan aqueiios aspectos de ia biciogia
y ecologia de este insecto que son nece-
sarios para el establecimiento de dicha re-
lacién y, asi, poder determinar el Umbral
de Danos, criterio esencial para el disefio
de un programa de tucha Integrada. O

Organismos Financiadores
Funding Agencies

- CICYT, AGR90-0909 (1991-1993)
- CEE, STD2-642 (1992-1994)

- Assessment of the pest-damage-
loss relationship in sugar beet crops,
due to a curculionid Aubeonymus ma-
rieaefranciscae. The biology and eco-
logy of this insect pest is being investi-
gated to establish the above mentioned
relationship and therefrom the Economic
Damage Threshold, which is an essen-
tial criteria to develop an Integrated Pest
Management programme. O

- CITYT, AGF92-0576-802-01 (1992-1994)
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Quimiorrecepcion en Insectos
Chemical Communication in Insecits

Comunicacién quimica
en insectos de interés
‘'econémico: Morfologia
funcional, relaciéon hues-
ped-parasito e incidencia
de pesticidas.

Chemical communication
by insects of economic
importance: Functional
morphology, host-parasi-
te relation and incidence
of pesticides.

En la cemunicacién quimica en insec-
tos, sus equipos receptores estan direc-
tamente implicados en procesos tan im-
portantes como el apareamiento,
bisqueda del alimento, oviposicidn,
orientacién en el medio, huida frenta a
sustancias nocivas, etc. Por esta razon,
la localizacidén, identificacidon, morfologia
y funcién de estas estructuras sensitivas,
es de gran importancia en el esclareci-
miento de la vida de relacién del insecto.

Los estudios morfolégicos de los qui-
miorreceptores, constituyen la base fun-
damental para la posterior aplicacion de
técnicas electrofisiolégicas, capaces de
determinar la funcién exacta de cada
quimiorreceptor, la respuesta del mismo
a distintas sustancias atrayentes o repe-
lentes (feromonas), concentracién de di-
chas sustancias, etc.

Asimismo, los procesos de quimiorre-
cepcion también intervienen en la locali-
zacion del hospedador, ya sea éste de
naturaleza animal o vegetal. Eiemplos de
esta naturaleza lo constituyen, entre
ofros, nuestros trabajos sobre Cales no-
acki, parasito natural de la “mosca blan-
ca” de los citricos (Aleurothrixus flocco-
sus), y sobre Ceratitis capitata y Dacus

In the chemical communication by in- .
sects, the receptor systems are di-
rectly implicated in processes as im-
portant as mating behaviour, feeding
location, oviposition, orientation in the
environment, flight from nocive subs-
tances, etc. For this reason, the loca-
tion, identification, morphology and
function of sensitive structures, have
a great importance in the elucidation
on relation to the life of the insect.

The morphological studies of these
structures make up the fundamental
base for the subsequent application of
electrophysiological techniques with a
capacity to determine the precise
function of each chemoreceptor, the
response to different attractive or re-
pellant substances (pheromones),
concentration of above mentioned
substances, elc.

Likewise, the chemoreception proces-
ses are also related to host-finding,
either animal or plant in nature.
Examples of this kind are our researches
about Cales noacki, natural parasite
of “white fly” of citrus (Aleurothrixus
floccosus), and Ceratitis capitata and
Dacus oleae, plant-parasites,



oleae, parasitos vegetales considerados
como algunas de las plagas mas des-
tructivas para la agricultura.

En resumen, el desarrollo de esta li-
nea de investigacidn esta conduciendo
en la actualidad, a una disminucion én el
empleo de plaguicidas con efectos con-
taminantes y a un mayor desarrollo de la
lucha bioldgica. O

Cientificos Invitados
Invited Scientists

considerated as ones of the most
destructive of insect pests in agricul-
ture.

To sum up, the development of this
research line, is getting at present,
to a decrease of use of the pesticides
with pollution effects and to
larger development of biclogical

fight. 0
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Biologia Molecular de Plantas

Plant Molecular Biology

(Desde 1X-1992)

' Gradiate Student

. (Teriured Sciontis) .

" Prodoctorales.

El Acido jasmdnico (JA} es una hormo-
na vegetal que juega un papel primordiat
en la respuesta de las plantas frente a
las heridas. JA induce, asimismo, tuberi-
zacioén en patata.

El inhibidor de proteinasas Il {pin2) de
patata estd codificado en una familia gé-
nica que se expresa de manera constitu-
tiva en los tubérculos, mientras que en la
parte aérea de la planta solo se activa al
ser ésta dafiada. La expresion de los ge-
nes pin2 se induce igualmente mediante
tratamiento del foliaje de la planta con la
hormona vegetal acido jasmdnico (JA).

En plantas transgénicas se ha demos-
trado que un prometor pin2 es activo
constitutivamente en tlberculos y, a la
vez, inducible por herida en hojas. Nues-
tro trabajo se encamina a determinar las
secuencias que controlan en cis estos
dos modos diferentes de expresion para,
posteriormente, estudiar la interaccion
de estas secuencias reguladoras con
proteinas nucleares de la planta.

Este proyecto tiene como objetivo, por
otro lado, caracterizar mediante sl estu-

Jasmonic acid (JA} is a plant growih
regulator that plays a key role in the
plant’s response to mechanical woun-
ding. It has also been shown to induce
tuber formation in potato. Interestingly, a
number of wound-induced genes are
constitutively expressed in potato tubers.

The potato proteinase inhibitor I
{pin2} gene family is conslitutively ex-
pressed in fubers, and in the plant folia-
ge upon mechanical wounding. The
plant growth regulator jasmonic acid
(JA) is able to induce pin2 expression in
the foliage in the absence of any me-
chanical damage. The promoter region
of a member of the pin2 gene family is
able to drive expression of a linked re-
porter gene in tubers and wounded leaves
of transgenic potato piants. Our work
focuses on the cis-acting sequences
governing this dual pin2 expression
pattern. The in vitro and in vivo
interactions of nuclear proteins
with pin2 promoter regulatory regions
will be subsequently studied.

On the other hand, this project aims (o
characterise the biosynthetic pathway of



dio de mutantes de Arabidopsis la ruta
biosintética de JA, asi como establecer
los distintos pasos que forman la cade-
na de transduccion de JA. Este estudio
nos permitird en un futuro modificar la
ruta de biosintesis y percepcién de esta
fitohormona a fin de obtener variedades
transgénicas mas resistentes a plagas o
con mayor rendimiento en la produccién
de tubérculos en el caso de patata. Q

Organismos Financiadores
Funding Agencies

' JA, and to elucidate the JA signal

transduction pathway by isolating
Arabidopsis JA-insensitive and under-
producing mutants. A long-term goal -
is to manipulate JA synthesis and
perception fo obtain transgenic plant
varieties with improved agronomical
traits such as enhanced resisfance to
predators, and higher tuber vield in
potato. O
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Biologia Molecular de la Resistencia Vegetal
Molecular Biology of the Plant Resistance

Nuestro interés se centra en el estudio de
los procesos celulares que ocurren en la
planta en respuesta a la presencia de pato-
genos y que conducen a la manifestacién de
la reaccién de defensa vegetal. Para ello he-
mos concentrade nuestra atencion en el
andlisis de los mecanismos de regulacién
gue controlan la expresién de la familia de
genes que codifican los enzimas hidroliticos
con actividad 3-1,3-glucanasa en plantas de
tabaco. Dichos enzimas pertenecen al grupo
de proteinas “PR” o pathogenesis-reiated
proteins cuya presencia en la planta se indu-
ce durante la reaccién hipersensible o reac-
cion de defensa vegetal a través del aumen-
to en los niveles de transcripcién de los
genes correspondientes. Con este proyecto
nos proponemos identificar los elementos re-
guladores que actlian en cis y trans contro-
lando la expresién de los genes B-1,3-gluca-
nasa caracterizados. Igualmente, y
mediante fusion de Jos promotores estudia-
dos a genes marcadores, nos proponemos
obtener plantas mutantes de Arabidopsis en
las que por efecto de la mutacién se hayan

Our interest concerns the study of
the pfant cellular processes which
take place in response to pathogen
infection and lead to the pilant defense
reaction. To achieve this goal we
will analyze the regulatory mecha-
nisms controlling the expression of a
family of genes encoding hydralytic
enzymes with B-1,3-glucanase acti-
vity in tobacco plants. These enzymes
have been shown to be part of a
larger group of proteins known as
“Pathogenesis-related” (PR} proteins
whose induction in plants is com-
monly associated with the estabiish-
ment. of an incompatible interaction.
We propose to identify the cis and
trans regulatory elements involved in
the induction of gene expression du-
ring the plant defense reaction. In
addition, the regulatory sequences
identified will be fused to selectable
and reporter genes and introduced in
Arabidopsis thaliana plants. Mutants
of the transgenic Arabidopsis will be



modificado las caracteristicas de expresion
conferidas por dichos promotores. De esta
forma comenzaremos a identificar aquellos
productos vegetales que intervienen en la
ruta de transduccién que conduce a la in-

duccion de la reaccion de defensa vegetal.

Aparte de sus propios mecanismos de
defensa, los niveles de resistencia vegetal
frente a infecciones por hongos fitopatdge-
nos se han mejorado de forma indirecta,
mediante adicién al suelo de ciertos microor-
ganismos con actividad antifingica. Tal es el
caso de diversas especies del género Tri-
choderma, utilizadas como agentes antifin-
gicos debido a su capacidad para inhibir el
crecimiento de hongos fitopatdgenos in vivo.
Aungue se desconoce su mecanismo de ac-
cion, se ha comprobado que Trichoderma
produce enzimas hidroliticos tales como B-
1,3-glucanasas y quitinasas gue podrian ser,
al menos parcialmente, responsables de su
actividad antifungica. La presencia en plan-
tas de enzimas similares, 3-1,3-glucanasas
y quitinasas, potencialmente involucrados en
la defensa vegetal, (debido a su actuacion
como inhibidores del crecimiento de hongos
patogenos in vitro), sugiere que dichos enzi-
mas poseen un papel relevante en la pre-
vencion del crecimiento fdngico en ambos
organismos. Por ella, y con objeto de desa-
rrollar estrategias altemativas de proteccion
vegetal, nos proponemos mejorar tanto los
niveles de resistencia de la planta, como 1a
actividad antifingica de Trichoderma, me-
diante modificacién, en ambos organismos,
de la produccién cualitativa y cuantitativa de
los enzimas hidroliticos mencionados. Me-
diante insercién en el genoma vegetal de los
genes correpondientes de Trichoderma y vi-
ceversa, proveeremaos a los organismos
transgénicos seleccionados de nuevas ca-
racteristicas enzimdticas que podrian enri-
quecer su espectro antifingico.Q

obtained in which the expression
patterns conferred by the promoters
utitized will be modified. in these
manner we will start to anailyze the

plant genes whose encoded pro-
ducts participate in the transduction
pathway activated in response to

microbial attack.

Besides their own defense me-
chanisms, plant resistance to fungal
infection, has been indirectly improved
by addition to the soil of certain
microorganisms with potential anti-
fungal activity. Such is the case of
Trichoderma spp., @ mycoparasitic
fungi used for many years as bio-
controlling agent for the protection
of different crops against fungal in-
fection. Hydrolytic enzymes invoived
in the degradation of the fungal cell
wall have been found both in plants
and Trichoderma spp. This observa-
tion suggests that those enzymes
could play a major role in preventing
fungal growth in their corresponding
systems. The present project is con-
cerned with the development of no-
vel strategies to control plant disea-
ses caused by fungi. The level of
plant resistance, as well as the bio-
controlling ability of Trichoderma
spp. will be improved by using gene-
tic engineering techniques to modify
the production of hydrolytic enzymes
both qualitatively and quantitatively.
insertion of Trichoderma genes in
the plant genome and viceversa will
provide to the transgenic organisms
with new isoforms whose specific
activity could differ from the
endogencous ones enriching in
this manner their antifungal spec-
trum. Q
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Virologia Vegetal

Plant Virology
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Nuestra linea de trabajo estd enfocada
hacia el control biolégico de enfermeda-
des virales en plantas de interés agrico-
la, mediante (i): la identificacion y carac-
terizacién de virus de importancia
econémica para la Agricultura espafiola,
y el andlisis de resistencias naturales
(ii}: el conocimiento molecular de los
procesos de replicacion, patogénesis y
transmisidén de algunos virus vegetales
(iii): 1a obtencién de resistencias artifi-
ciales mediante la insercién en el geno-
ma de plantas de secuencias virales ca-
paces de interferir con la replicacién
viral. O

Our research line is focused towards the
biological control of viral diseases in agri-
cuiturally important crops through (i): the
identification and characterization of viru-
ses which cause diseases in economi-
cally important crops in Spain, and the
analysis of natural resistances (ii): the
understanding of the molecular mecha-
nisms underlying the replication, patho-
genesis, and transmission of certain
plant viruses and (iii); the attainment of
artificial resistances through the introduc-
tion into the plants genome of virus-rela-
ted sequences capable of interfering with
viral replication. [}




Clentificos Invitados
Invited Scientists

-Dr. K. Ostrowska. Instituto de Genética de Plantas de la Academia de

Ciencias de Polonia, 1991.

Organismos Financladores
Funding Agencies

- PLANICYT, AGR88-0082 (1989-1992)

- CICYT, AGR91-0432 (1991-1994)

- CEE, BIOT-CT90-0156 {SMA) (1990-1993)

-CDTI-EMPRESA, WESTERN-SEED ESPANA SA. Proyecto Concertado ng
92104 (1992-1993)

- Comisién Mixta Hispano-Htingara, CSIC/Plant Protection Inst., Academia de
Ciencias Hungara, Budapest, (1991-1993)
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Biologia Celular y Molecular Vegetal

Cellular and Molecular Plant Biology

WP Encarnacién Fernéndez Gémez -
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Matriz nuclear y nucleoesqueleto
de plantas superiores. Caracterizacion
de los polipéptidos mayoritarios del nu-
cleoesqueleto y los tres dominios de la
matriz nuclear de plantas mediante ex-
traccidn diferencial, electroforesis bidi-
mensional e immunoblotting con anti-
cuerpos contra proteinas estructurales
de la matriz 0 asociadas a ella {laminas,
matrinas, topoisomerasas | y Il, protei-
nas de los SnRNPs, hnRNPs y nucleoli-
na). Nuestros estudios han demostrado
la existencia de laminas en plantas, que
estan relacicnadas inmunolégicamente
con los subtipos descritos en vertebra-
dos y que forman una ldmina bien orga-

Nuclear matrix and nucleoskeleton
in higher plants. Characterization of
the major polypeptides in nucieoskele-
ton and in the three domains of the plant
nuclear matrix by differential extraction,
bidimensional SDS-PAGE and immuno-
blotting with antibodies against structu-
ral proteins of the matrix or matrix-
bound proteins (lamins, matrins,
topoisomerases | and il, proteins of the
SnRNPs, HnRNPs and nucleolin). Our
studies demonstrate the existence of ia-
mins in plants, immunologically related
with the subtypes described in vertebrates
which form a well organized lamina,
confirming that these proleins are very




nizada, confirmando que estas protei-
nas son miembros muy antiguos de la
familia de los Fl, esenciales para la or-
ganizacion topolégica de los dominios
de DNA, y que se han conservado en
plantas durante la evolucion mejor que
los Fl citoplasmicos.

Organlzacién y funcionamiento nu-
clear en dinoflagelados. Los Dinofla-
gelados son un grupo eucariota muy pri-
mitivo, con caracteristicas nucleares de
tipo procariota como la falta de nucleo-
somas e histonas junto a otras clara-
mente eucariotas y que se consideran
una linea evolutiva independiente de la
eucariota actual. E! proyecto se centra
en la caracterizacién de los complejos
ribonucleoproteicos de transcripcion y
splicing mediante anticuerpos contra di-
ferentes componentes de los mismos y
la determinacién de las proteinas reco-
nocidas en Dinoflagelados, y en e! ais-
lamiento de la matriz nuclear y anélisis
de su composicion primaria, organiza-
cién y relacidon con el citoesqueleto.
Nuestros estudios han revelado la exis-
tencia de una MN de tipo eucariota en
Dinoflagelados, demostrando que esta
estructura es una adquisicién antigua
del nucleo eucariota previa o en todo
caso independiente a la de histonas y
nuciecsomas.

Andllsis y conservacion de recur-
sos genéticos vegetales. En un pro-
yecto de conservacién de especies au-
téctonas de México, se ha trabajado
con una especie de interés comercial
(Lycopersicon scuiegntum) en la que he-
mos demostrado por primera vez el spli-
cing cotranscripcional en plantas. Ac-
tualmente se trabaja perferentemente

old members of the intermediate filament
famiiy of proteins, which are
essential for the fopological organization
of DNA domains, and that have been
conserved in plants during evolution
better than their cytoplasmic IF-counter
paris.

Nuclear organization and functio-
ning in Dinoflageliates. Dinoflagellates
form a group of very old primitive
eukaryotes, which present some featu-
res of procaryotes as are the lack of
histones and nucleosomes with other
features clearly eukaryotes, and which
are considered to be an evolutive
branch independent of the actual euka-
ryotes. The project focusses on the cha-
racterization of the ribonucleoproteic
transcription and splicing complexes by
using antibodies against some of their
components and the defermination of
the proteins recognized in Dinofiageliates,
and also the isolation of the nuclear
matrix and analysis of its protein
composition, macromolecular organization
and relation with the cytoskeleton. Our
studies have demonstrated the presence
of an eukaryotic nuclear matrix in
Dinoflageliates, revealing that this
structure is an old acqguisition of the euka-
ryotic nuclei previous or at least indepen-
dent of that of histones and nucleosomes.

Analysis and conservation of piani
genetic resources. in a project of con-
servation of auloctonous species of
Mexico, we have studied a specie of
commercial interest (Lycopersicon
sculentum) in which we demonstrated
for the first time the cotranscriptional
splicing in plants. Now the work prefe-
rentially centres in a wild specie of the
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an una especie de selva tropical recien-
temente descubierta (Lacandonia schis-
matica) que constituye una discontinui-
dad macroevolutiva por la disposicién
de sus drganos reproductores, que po-
dria estar relacionada con una altera-
cidn de genes homedticos. En el CIB se
efectua et andlisis de la conservacion
de proteinas nucleares en L. schismati-
ca y otras especies americanas proxi-
mas en relacién con otras monocotile-
ddneas.

Biogénesis de los ribosomas. Se
estudia un proceso clave en ia vida de
todas las células, el cual se expresa
morfolégicamente como un organulo
nuclear prominente y ubicuo en células
eucaridticas: el nucléolo. Se abordan
dos cuestiones fundamentales:

1} Conocer las etapas esenciales de
este proceso, filogenéticamente conser-
vadas. Para ello se ha elegido una pro-
teina nucleolar multifuncional; la nucle-
olina, que juega un papel central en la
regulacién del proceso a distintos nive-
les. La purificacién, secuenciacién, fos-
forilacién y endoproteolisis de esta pro-
teina en celulas vegetales permite
conocer qué dominios moleculares de la
proteina estan asociados a funciones
esenciales al proceso, y qué otros son
especificos de las células vegetales.

2) Establecer la arquitectura mole-
cular del nucleolo, definiendo en él do-
minios ultraestructurales asociados a
etapas precisas de la sintesis y proce-
samiento de! RNA ribosémico, mediante
la aplicacién de técnicas de Biologia
Molecular a nivel ultraestructural, y el
use de nucleos aislados y métodos pre-
inclusién para la deteccién de proteinas
y acidos nucleicos.

tropical forest recently discovered (La-
candonia schismatica) which constitu-
tes a macroevolutive discontinuity be-
cause of the disposition of ils
reproductive organs, which could be re-
lated with an alteration in homeotic ge-
nes. We are carring out the analysis of
the conservation of nuclear proteins in
Lacandonia and other american related
species in relation with other mono-
cotyledoneous.

Ribosome biogenesis. A key pro-
cess in the fife of all cells is being stu-
died. It is morphologically expressed
as a prominent nuclear organelie,
ubiquitous in eucaryotic cells: the
nucleolus. Two fundamental questions
are approached:

1} To know the essential steps of this
process, which are phylogenetically
conserved. For this purpose, a muiti-
functional nucleolar protein has been
chosen: nucleolin, which plays a cen-
tral role in regulating the process at
multiple levels. The purification, se-
quencing, phosphorylation, and endo-
proteolysis of this protein in plant cells
allow the identification of those moiecu-
lar domains which are associated with
essential functions in the process, as
well as of those domains specific for
plant cells.

2) To establish the molecular archi-
tecture of the nucleolus, by means of the
definition of nucleolar ultrastructural do-
mains associated with the distinct steps
of ribosomal RNA synthesis and pro-
cessing, by means of the appiication of
Molecular Biology techniques at the
ultrastructural level, and the use of isolated
nuclei and pre-embedding methods for
detection of proteins and nucleic acids.
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Microondas en biologia espacial.
Se desarrollan nuevos métodos de pre-
servacion estructural del material biold-
gico vegetal mediante microondas. El
objetivo final es posibilitar la realiza-
cion de estas técnicas en un laborato-
rio espacial. Ademads, se persigue me-
jorar el compromiso preservacién
estructural-retencién de la antigenici-
dad incluso en su utilizacién conven-
cional, en la Tierra. O

Organismos Financiadores
Funding Agencies

- DGICYT, PB88-0037 (1989-1992)

Microwaves in space biology. New
methods are being developed for the
structural preservation of plant biologi-
cal material by means of microwaves,
The final goal is to make possible the
realization of these techniques in a space
laboratory. Furthermore, an irmprovement
is hoped to be obtained in the compromise
of structural preservation-retention of
antigenicity, even in their conventional
use, in the Earth. 0 '

- European Space Agency (ESA), Subcontrato DO 00510065 A05144, del
Contrato ESTEC/9127/90/NL/PB(SC) {1991-1992}

- Convenio Cooperacién Cientifica, CSIC/JNICT de Portugal (1992)

- Convenio CSIC/CONACYT (1987-1992)

Trabajos de Divulgacién
Press Articles

-Medina, F.J.: La Nueva Biologfa, ;una amenaza para la Fe?. Baresit. Il; 163-17, 1991.

-Marco R., and Medina, F.J.: Panorama cientifico de la Biologia Celular actual. Politica

Cientifica 34; 50-54, 1992,
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Bioquimica de Hongos

Biochemistry of Fungi
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Los basidiomicetos superiores cultiva-
dos para el consumo humano constitu-
yen un grupo de hongos que en la actua-
lidad son objeto de estudio, tanto para su
mejora genética como para la caracteri-
zacion de cepas salvajes e hibridas para
su posterior proteccion legal y poder asi
evitar su explotacion incontrolada.

Agaricus bisporus o champifién co-
muan, a causa de su excepcional ciclo
bioldgico produciendo esporas binuclea-
das, requiere imprescindiblemente la ob-
tencion de protoplastos y posterior rever-
sién para poder separar artificialmente
los homocariontes (ya que no son for-
mas nativas) con objeto de obtener hibri-
dos de cruce por anastormnosis de mice-
lios homocaridticos compatibles.
Paralelamente asta técnica de obtencion

Higher basidiomycetes, cuitivated
for human nutrition, constitute a fun-
gal group which, at the present time,
is the object of study not only for
their genetics improvement but also
for the characterization of wild and
hybrid strains for further legal pro-
tection and to avoid their uncon-
trolled exploitation.

Agaricus bisporus or common
mushroom, because of its unusual
biological cyecle which producas bi-
nucleate spores, requires absolute
profoplast production and further re-
version to isolate the homokaryons
(which are not native forms), and ob-
tain cross breeding hybrids by anas-
tomosis of compatible homokaryons.
in paralle! this protopiast production



y reversion de protoplastos es la base
de la hibridacién somatica o fusion de
protoplastos

Tanto las cepas salvajes como las hi-
bridas tienen que estar debidamente ca-
racterizadas con obieto de su posterior
control, para lo cual se requiere el estu-
dio de diversos marcadores bioquimicos
y genéticos. La estructura de ciertos po-
lisacaridos de la pared ha mostrado gran
ytilidad en la discriminacién de cepas
salvajes. El andlisis de los patrones de
isoenzimas igualmente ha mostrado cla-
ras diferencias entre cepas salvajes, ho-
mocariontes & hibridos. El estudio de los
polimorfismos en la longitud de los frag-
mentos de ADN obtenidos por digestion
con enzimas de restriccién (RFLP’s)
confirma la caracterizacién de homoca-
riontes. 1

Organismos Flnanciadores
Funding Agencies

and reversion technique is also the
basis for somatic hybridization or
protoplast fusion.

Wild and hybrid strains have to be
exactly characterized for their future
legal control, for which it is necess-
ary to study some biochemical and
genetics markers. Certain wall poly-
saccharide structures have shown
great utility in the wild strain discrimin-
ation. Analysis of the isozyme pat-
terns has shown some differences
between wild strains, homokaryons
and hybrids. The study of restriction
fragment length polymorfisms
(RFLFP’s) confirms the homokaryons
characterization. (1

- CDTi-Industria Gurelan, N2 900225 (1990-92)

- DGICYT, PB 910054 (1992-1993)

- Proyecto de cooperacion Hispano-Francés MEC, (HF 113)

- Pubilcac.ionec
.. Pubﬂcaﬂons '

. 1991,

. ZGarola Méndoza, C: Cell wall structure and prctoplast reversion in basldi j

] Warrd.f Mk:mb:of Biotech. 8, 36-38, 1992.
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Carbohidratos Microbianos

Microbial Carbohydrates
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“grupos homogéneos, asi como estable-

Se han extraido, purificado e identifi-
cado diferentes polisacaridos de las pa-
redes celulares de especies de: Penici-
Hium, Eupenicillium, Talaromyces,
Aspergiflus, Epidermophyton, Microspo-
rumy Trichophyton,

Hemos encontrado polisacaridos solu-
bles en alcali y agua cuya composicién y
estructura, determinada por cromatogra-
fia de gases-espectroscopia de masas
de los derivados permetilados y resonan-
cia magnética nuclear, son diferentes en
los distintos géneros estudiados. Estos
polisacdridos pueden tener gran interés
en quimiotaxocnomia, permitiendo hacer

cer relaciones filogenéticas entre grupos
préximos. También se estd investigando
su actividad como inmunomoduladores.

Estos polisacaridos se estan utilizando
como sustratos para detectar y aislar
nuevas enzimas hidroliticas. Se ha purifi-
cado y caracterizado una galactanasa
que es especifica para el 3-(1-5) galacto-
furano obtenido de las paredes de Eupe-
nicitium crusfaceum. 0

We have extracted, purified and identi-
fied different cell wall polysaccharides
from species of: Penicillium, Eupenici-
llium, Talaromyces, Aspergillus, Epider-
mophyton, Microsporum and Trichophy-
ton.

We have found alkali-soluble and wa-
ter-soluble polysaccharides whose com-
position and structure, determined by
gas chromatography-mass spectrometry
and NMR spectrometry, are different in
the species investigated. These polysac-
charides are of interest in chemotaxo-
nomy allowing to group homogeneously
the species and to stablish phylogenetic
relationships among the groups. We are
also studying the production of antibo-
dies to Eupenicillium crustaceum and
Talaromyces flavus.

The polysaccharides used in this
study are being utilized as substrates to
detect and to isolate new hydrolytic
enzymes. A galactanase specific for the
B3-(1-5)-galactofuran from the cell wall of
Eupenicillium crustaceum has been
isolated and purified. O
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Fisiologia y Bioquimica de Hongos Filamentosos

Physiology and Biochemistry of Filamentous Fung
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El estudio de la Fisiologia y Bioquimi-
ca de los hongos filamentosos se ha
centrado en las propias enzimas liticas
excretadas al medio de cultivo durante sl
proceso degradativo e implicadas en la
degradacién de los carbohidratos que
componen su pared celular. Principal-
mente se han estudiado los complejos
enzimaticos que participan en la degra-
dacién de la quitina y los B-glucanos pre-
sentes en la pared celular de Aspergiflus
nidufans y Penicilium oxallicum, asi co-
mo la regulacion de la degradacién de
estos polimeros.

Como aplicacién de estos trabajos es-
tudiamos el posible control biclogico de
Fusarium oxysporum por hiperparasitis-
mo y lisis.

Es interesante destacar el estudio de
enzimas liticas, entre ellas una lipasa,
obtenida de residuos industriales.

The study of the physiology and
biochemistry of filamentous fungi is
carried out about lytic enzymes ex-
creted to the medium during the de-
gradative process and implicated in
the degradation of the carbohydrates
present in its cell wall of each fun-
gus. The first objective has been to
study the enzymatic system that de-
grades the chitin and B-giucans in
Aspergillus nidulans and Penicillium
oxallicum, as well as the enzymatic
reguiation of these systems.

As applications of this work we are
studying the biological contro! of the
phytopathogenic fungus, Fusarium
oxysporum, by hyperparasitism and
lysis.

Furthermore some lytic enzymes,
principally a lipase, from industrial
waste is being studied. 4
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-Reyes, F., Alfonso, C., Martihez, M.J., Priato, A Santamaria F. and Leal J.A: Puriticatlon of a new galactanase from Pmﬂd-
Hium oxaﬁoum catalysing the hydmlyais of &{1«5)-galactofuran linkages. Bfocﬁem J 281 657-680 1992,

-Atfonso, C.. Martinez, M.J. and Heyes, F" "Puﬂﬁcation and propertiss of two andochhosanases fram Mucor rouxit imp#ieahd ln
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--Aitonso, C., bel Amn. F., Nuem 0 M. and Rayas. F.: Physiobogycal and b;ochemieal studled on Fusarium oxyspamnf a;x.
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Biodegradacion de la Lignina

Lignin Biodegradation
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Caracterizacion del sistema ligninoliti-
co en el género Pleurotus y evaluacién
del papel de la aril-alcohol oxidasa
(AAQ) en la degradacién enzimatica de
la lignina.

Ciertas especies del género Pleurotus
producen una degradacion selectiva de la
lignina y pueden ser utilizadas para la
deslignificacién de subproductos agrico-
las. El mecanismo de la degradacion de
la lignina por estos hongos es poco cono-
cido por lo que uno de los objetivos del
Proyecto es la identificacion de las enzi-
mas responsables y el estudio de la de-

Characterization of the ligninolytic
system in Pleurotus species and
evaluation of the role of the aryl-ai-
cohol oxidase in the enzymatic de-
gradation of lignin.

Several species from the genus Pleuro-
tus cause selective degradation of Jig-
nin and could be used for the delignifi-
cation of agricultural wastes. The lignin
degradation mechanisms by these fun-
gi are unknown, and the identification
of the enzymes involved and the study
of model dimer degradation are aimed
in this Project. Due to lignin peroxidase
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gradacién utilizando dimeros modelo. La
eventual produccién de lignina peroxida-
sa (LiP) por estos hongos no ha podido
ser puesta de manifiesto, por lo que se
investigara la existencia de la enzima uti-
lizando anticuerpos anti-LiP vy la presen-
cia del gen mediante hibridacion de DNA
con una sonda preparada con PCR a
partir de la secuencia de la LiP-H8 de
Phanerochaete chrysosporium.

La aril-alcohol oxidasa {AAQ), detectada
en varias especies de Pleurolus y en
otros hongos ligninoliticos, puede consti-
tuir una adecuada fuente de H.O: durante
la degradacion de la lignina. La participa-
cién de ta AAO en un sistema ciclico de
produccién de H0:que incluiria reducta-
sas intracelulares, serd investigada en
Pleurotus. Con objeto de estudiar su pre-
sencia en diferentes hongos ligninoliticos,
incluido P. chrysosporium, se purificara la
AAQ de Pleurotus eryngii, se determinara
ta secuencia amino terminal y secuencias
internas, y se prepararan oligonucledtidos
sintéticos. Utilizando éstos como iniciado-
res, se sintetizara mediante PCR un frag-
-mento de DNA que, junto con los oligonu-
cledtidos, seran usados como sondas de
hibridacién (Southern blot} para la detec-
cion del gen de la AAQ en los basidiomi-
cetos estudiados. Finalmente, se investi-
garé la posible reduccién por la AAQ de
los radicales aromdticos generados du-
rante la degradacién de la lignina, evitan-
do su repolimerizacion.

Revalorizacién de la paja de trigo para
la produccién de pasta, papel y mate-
riales polimérlcos.

El objetive de este proyecto es la utiliza-
cion industrial de la paja para la produc-

(LiP) activity cannot be observed in
these fungi, the presence of the enzy-
me will be investigated using anti-LiP
antibodies, and the existence of the
corresponding gene will be examined
by DNA hybridization with a probe pre-
pared with PCR from the seguence re-
ported for the Phanerochaete chrysos-
porium LiP-H8 gene.

The aryi-alcohol oxidase (AAQO) detec-
ted in several Pleurolus species and
other ligninoiytic fungi, can represent
the suitable source for the H:0: requi-
red in lignin degradation. The existence
of a cyclic system for H.0. production,
including AAC and intracelluiar
reductases, will be investigated in
Pleurotus. In order to study the pre-
sence of AAO in different ligninolytic
fungi, including P. chrysosporium, the
Pleurotus eryngii enzyme wiil be puri-
fied. Synthetic oligonucleotides from
the amino-terminal sequence of puri-
fied AAQ will be prepared, and a DNA
probe will be obtained by PCR, using
as primers the terminal oligonucleotide
and an oligonucleotide from an internal
sequence after protease digestion.
Both will be used as hybridization probes
in Southern blot analyses for the
screening of the AAQO gene in the basi-
diomycetes studied. Finally, the partici-
pation of AAQ in the reduction of the
aromatic radicals generated during lig-
nin degradation, preventing repolyme-
rization reactions, will be studied.

Upgrading straw into pulp, paper
and polymeric materials.

The objective of the project is the in-




cién de pastas de alto rendimiento, papel,

fibras, films y aglomerados. Todos estos

productos seran fabricados utilizando tec-

nologias basadas en procesos alternati-

vos, ¥ los problemas medicambientales

asociados con el uso industrial de la paja

serdn objeto de especial atencién. Para

conseguir este objetivo el proyecto inclu-

ye los siguientes estudios (la participa-

cion del CIB concieme principalmente el

punto e):

a) Variedades de paja {preparacioén y al-
macenamiento)

b) Pulpec mediante explosion con vapor
{STEX)

c) Pulpeo mediante el procedimiento Bi-vis

d) Produccién de polimeros

) Decoloracion biol6gica y ultrafiltracion
de los efluentes

La actividad de nuestro grupo ha sido
centrada en dos objetivos en este pro-
yecto. Primero, la caracterizacion quimica
de la paja de trigo sometida a diferentes
tratamientos de extraccién de !a lignina y
la simulacion en el laboratorio de las con-
diciones utilizadas en la industria para es-
timar los cambios quimicos que en ella se
han producido. Segundo, la decoloracién
biologica de efluentes de la industria pa-
pelera con hongos ligninoliticos. 83 hon-
gos fueron probados para estimar su ca-
pacidad de decolorar el efluente. Esta
capacidad se ensay6 en medio sélido y
liquido. Posteriomente, se optimizaron
distintos parametros (agitacién, pH, tem-
peratura, fuente de C, fuente de nitroge-
no, aireacion) en el proceso de decolora-
cion. Los hongos que produjeron
mayores tasas de decoloracion fueron
seleccionados para estudios posteriores.

Las investigaciones realizadas en este

dustrial utilisation of straw for the pro-

duction of high yield pulps, papers,

polymer fibers, films, and composites.

All these products will be made using

afternative process technologies: envi-

ronmental problems associated with

the industrial use of straw will be tackled

during the project. To achieve this

objective, the project include the follow-

ing studies (the participation of CiB

mainly concerns point e):

a) Straw varieties, preparation and

storage.

b) Steam explosion pulping (STEX).

¢) Bi-vis straw puiping

d} Production of polymers. _

e} Biological decolorization and uftrafil-
tration of effluents.

Our group have been centered on
two objectives in this project. First,
the chemical characterization of the
wheat straw subjected to different
treatments of lignin extraction and
laboratory simulation of the condi-
tions used in industry to better
estimate the chemical changes
produced. Second, the biological
decolorization of effluents from pa-
per industry by ligninolytic fungi. 83
fungi were screened to test their
ability to decolorize this efffuant.
This capacity was assayed in solid
and liquid media. Subsequently,
different parameters (agitation, pH,
temperature, carbon source, nitro-
gen source, aeration) were opfimized
in the decolorization process. The
fungi which produced the greatest
decolorization were selected for
further study.

The investigations realized in this
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proyecto se relacionan altamente con las
del segundo proyecto “Bicpulping and
biobleaching” que esté orientado a dismi-
nuir la cantidad de lignina presente en la
naia dea trinn antas dal nrocaen indnetrial
'.lulu Sl RI 13\-' N TR W BN ‘JIVVVUU I IWARALFLT TLAN
de fabricacién de papel y alternativamen-
te mejorar la calidad de 1a pulpa mediante

tratamiento biolégico.

Biopulpeo y bloblanqueo

Este proyecto pretende desarrollar una al-
ternativa bioldgica a los métodos quimicos
de pulpeo y blanqueo utilizados actuai-
mente, a través del uso de organismos
gue producen enzimas ligninoliticas. Los
cbjetivos especificos del proyecto son:

a) aislar y caracterizar nuevos microorga-
nismos de utilidad para su aplicacion a la
bicdegradacién de la lignina y compara-
cion con los ya existentes

b} Aislar los genes de las enzimas ligni-
noliticas y estudiar organismos compati-
bles para la clonacion y expresion.

¢} Clonar y expresar los genas en ung de
los huéspedes y comparar la actividad de
las cepas “construidas” para producir o
blangquear la pasta de papel.

d) Comparar los sistemas de produccién
in situ de perdxide mediante métodos en-
ziméticos y no-enzimaticos.

e} Optimizar el diseno de reactores para
la aplicacidn de los sistemas bioldgicos
para el biopulpeo, el bioblanquee y &l re-
ciclado de papel.

f) Lievar a cabo experimentos a escala pi-
loto para la evaluacién técnica y econd-
mica del proceso integrado de biopul-
peo/bicblanqueo.

Aunque gran parte del trabajo se ha veni-
do realizando desde hace tiempo con ce-

project are closely refated to the se-
cond project “Biopulping and Bioble-
aching” which is directed at diminish-
ing the guantity of lignin present in
the wheat straw prior 1o the indus-
trial process of paper fabrication
and towards bettering the quality of
puip through biological treatment.

Biopulping and biobleaching.

This project aims at developing a
biological alternative to the currently
applied chemical pulping and blea-
ching methods by using organisms
which produce ligninolytic enzymes.
The specific objectives of the pro-
ject are:

a) To isclate and characterize new
microorganisms useful for applica-
tion to lignin bio-degradation and
compare them with already available
ones.

b) To isolate the ligninase genes
and study compatible host orga-
nisms for gene cloning.

¢) To clone and express the genes
in one of the hosts and to compare
the bleaching and pulping activity of
the “constructed” strains.

d) To compare in situ non-enzymatic
and enzymatic peroxide producing
systems.

e) To optimize the reactor design for
the novel application of these biolo-
gical systems to biopulping, bioblea-
ching and re-utilization of paper.

f) To conduct the experimental stu-
dies at pilot scale for making a tech-
nical and sconomical evaluation of
an integrate biopulping/biobleaching

process.



pas salvajes de hongos y actinomicetos
es evidente que para conocer los meca-
nismos de los microorganismos sobre la
lignina se hace imprescindible iniciar es-
tudios de biclogia molecular. El objetivo
de dichos estudios ser4 en una primera
etapa el de localizar y aislar los genes im-
plicados en la produccién de las diferen-
tes enzimas ligninoliticas. Estas enzimas
que estan presentes en algunos hongos
filamentosos especialmente basidiomice-
tos son responsables de la ruptura de la
gran variedad de enlaces intermonoméri-
cos en la lignina. También es necesario
senalar que las enzimas que degradan la
hemicelulosa tienen especial interés por
la interrelacion de enlaces entre este poli-
mere y la lignina.

De forma paralela se han investigado sus-
tratos altemativos para la produccién de
pulpa, como el bagazo de cafa de azlcar
tras fermentacién en estado sélido. El
conjunto de los trabajos del grupo esta
orientado a optimizar las especiales ca-
racteristicas de los hongos que actuan so-
bre la lignocelulosa produciendo degrada-
cion selectiva de la lignina o simultanea
de todos los polimeros estructurales.

Por otro lado en el sur de Chile se han
llevade a cabo estudios de madera de Pi-
nus radiata D.Don almacenada en el
campo para estimar la degradacion tras
el ataque sufrido por diferentes especies
de hongos.

Durante 1992, se han iniciado en conjun-
to con un grupo del CBM-CSIC un trabajo
para aislar y caracterizar hongos y leva-
duras que se desarrollan en ambientes
extremdfilos (aciddfilos y termdfilos). Por
ultimo en colaboracion con la Universidad

Although a great part of the work
has been carried out by wild strains
of fungi and actinomycetes for some
time, it is evident that to further un-
derstand the mechanisms of these
microorganisms it will be necessary to
initiate studies of molecular biology.
The aim of said studies in a prelimi-
nary stage would be to iocate and iso-
late the genes responsible for the pro-
duction of the different ligninolytic
enzymes. These enzymes which are
present in some filamentous fungi,
specially basidiomycetes, are respon-
sible for the cleavage of great variety
of intermonomeric bonds in lignin. It is
aiso important to note that the enzy-
mes which degrade hemiceliulose are
of special interest in the interrelation of
bonds between this polymer and lignin.

Collaterally, alternative substrates for
the production of pulp have been in-
vestigated, such as sugarcane bagas-
se after solid state fermentation. The
overall goal of the group is oriented io-
wards optimizing the special characte-
ristics of the fungi which act upon the
lignocelluiose producing selective de-
gradation of lignin or simuitaneous de-
gradation of all structural polymers.

in the South of Chile, studies upon Pi-
nus radiata (D.Don) wood have been
carried out to estimate the degradation
suffered by the attack of different fun-
gal species. In 1992 a common study
was initiated with CBM-CSIC fo isolate
and characterize fungi and yeast which
develop in extremophile environments
(acidophiles and thermophiles). In co-
Hlaboration with the University of C6r-
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de Cdrdoba se han puesto en marcha es-
tudios sobre hongos y levaduras que se
desarrollan en alimentos desecados para
determinar la produccién de aflatoxinas y
metabolitos secundarios con el ohietivo
de redefinir las normativas vigentes de
control de calidad de alimentos. 0 -

Cientificos Invitados
Invited Scientists

doba a study has been initiated on fun-
gi and yeasts which grow in dry foods-
tuffs to determine the production of
aflatoxines and secondary metabolites
with the objective of redefining current

regulations for the control of food qua-
fity. Q

-Lda. Grizel Delgado. ICIDCA, La Habana, Cuba.
-Ingeniero Mariana Mansur. ICIDCA, La Habana, Cuba.
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Genética Molecular de Plantas
Molecular Genetics in Plants

Genes reguladores de la sintesis de
flavonoides. La familia de los genes
reguladores myb en plantas.

Los flavonoides son metabolitos secun-
darios en las plantas, implicados en una
serie de caracteres de gran interés bési-
co y/o aplicado: coloracién, proteccién
frente a luz ultravioleta y patégenos, via-
bilidad de polen, etc. Una forma de in-
fluenciar dichios caracteres seria median-
te la manipulacidn de los genes
reguladores de la ruta de biosintesis de
estos metabolitos, una ruta biosiniética
ramificada. La familia de los genes myb,
denominados asi por estar relacionados
con los oncogenes myb animales, es
una de las tres familias génicas que re-
gulan la sintesis de flavonoides. Se trata
de una familia génica, representada por
un gran numero de genes (mas de 20 en
cada especie vegetal); sin embargo, en
estos momentos solc se tiene certeza de
la participacion de dos genes myb en la

Genes regulating flavonoid
biosynthesis. The myb gene family
in plants,

Flavonoids are plant secondary me-
fabolites involved in several relevant
traits: coloration, protection against
UV light and pathogens, pollen viabi-
lity, efc. One way to influence such
traits could be the manipuiation of
the regulatory genes of the flavonoid
biosynthetic pathway, a branched
pathway. The myb gene family, a
group of genes related to animal myb
oncogenes, is one of the three gene
families known to be involved in the
regulation of flavonoid biosynthesis.
This family is very large (more than
20 members in each plant species);
however, at present, only two myb
genes have been shown fo controf
this pathway, the maize C1 and P ge-
nes. To study the role of the different
myb genes in the regulation of flavo-

b—




regulacion de esta ruta metabdlica, los
genes C7y P de maiz. Previamente en
nuestro laboratorio habiamos clonado
tres genes myb de petunia (myb.Pht-3),
con objeto de estudiar el pape! da los dis-
tintos genes myb en la reguiacion de la
sintesis de flavonoides. Desde entonces,
hemos cubierto los siguientes objetivos:

1.- Secuencia reconocida por la proteina
MYB.Ph3: Mediante seleccién a partir de
una mezcla de oligonuclectidos degene-
rados, se pudo determinar la secuencia
de DNA por la que MYB.Ph3 muestra la
mayor afinidad (AaaC/tG/C/AGTTA) que
resulté muy parecida a la reconocida por
las proteinas MYB animales
(CG/C/AGTTA/G). Dicha secuencia tam-
bién puede unirse a MYB.Ph2, como ca-
bria esperar dado que las proteinas
MYB de plantas se parecen mas entre si
gue con las de animales.Estos resulta-
dos sugieren que los distintos genes
myb podrian ceincidir en alguno de los

genes bajo su control, lo que ocurriria si-

cada uno de ellos regulase la sintesis de
un determinado flavonoide.

2.-Estructura del gen myb.Ph3: El gen
myb.Ph3 contiene tres intrones. En su
promotor se encuentra la secuencia
ACATAGTTA, por lo que la actividad de
este gen podria estar regulada por su
propia proteina {y por otras relacionadas)

Regulacion de la respuesta de las
plantas a bajas concentraciones de
fosfato en el medio. Bases genético-
moleculares.

Las plantas han desarrollado un sistema

de respuesta al crecimiento a bajas con-
centraciones de fosfato en el suelo. En

ICA MOLECULAR DI PLANTS

noid biosynthesis, we had previously
cloned three myb genes from pe-
tunia. Since then, the following
objectives have been covered:

1.- DNA-binding sequence of
MYB.Ph3 protein: Using a binding
site selection technigue, the DNA
sequence recognised by MYB.
Ph3 could be established:
AaaC/tG/C/AGTTA. This sequence
is very similar to that corresponding
to animal MYB proteins and could
also bind to MYB.Ph2, as it could be
expected, since plant MYB proteins
resemble more each other than to
any of their animal counterparts.
These results suggest that plant
myb genes could share some of
their targets in common, a possibi-
lity compatible with each plant myb
gene regulating the synthesis of a
different flavonoid.

2.- Structure of the myb.Ph3 gene:
myb.Ph3 contains three introns. The
sequence ACAAGTTA js present
within its promoter; thus, the trans-
criptional activity of this gene could
be regulated by its own protein { as
well as by related proteins).

Regulation of plant responses
to low free-phosphate in the
so0il. A genetic and molecular
approach,

Plams have evolved systems to res-
pond to low free phosphate in the
soil. In our laboratory we have started
to study the molecular and genetic
basis of this rescue system, using
A. thaliana: as mode! piant. So far,




nuestro laboratorio hemos iniciado un
andlisis genético y molecular de este
sistema, utilizando A. thaliana como
planta modelo. Hasta el momento se
han abordado los siguientes aspectos
del proyecto:

1.- Induccién del transportador de fosfa-
fo. Aislamiento de mutantes: La induc-
cién del transportador de fosfato en
plantas deficientes en fosfato se ha de-
tectado en experimentos de absorcion
de P32. Dada la facilidad para detectar
alteraciones en la actividad del transpor-
tador se han podido aislar varios mutan-
tes afectados en el sistema de respues-
ta a deficiencias en fosfato. Dichos
mutantes se estan caracterizando en la
actualidad.

2.- Induccidn de actividades enzimati-
cas: Se ha comprobado que el ayuno en
fosfato conlleva la induccién de dos fos-
fatasas y de al menos tres RNasas. Una
de las RNasas se secreta, por lo que se
ha podido purificar faciimente. En cola-
boracion con los Dres. Varela y Gimé-
nez-Gallego se ha determinado una par-
te de su secuencia N-terminal, lo que ha
permitido la clonacion de su ¢cDNA. En
estos momentos se dispone del corres-
pondiente clon gendmico por lo que se
podran estudiar las secuencias cis res-
ponsables de la induccidn del gen de la
RNasa secretada en plantas crecidas en
medio deficiente en fosfato. O

.the following aspects of the project

have been investigated:

1.- Induction of the phosphate trans-
porter: The induction of the phosp-
hate transporter in plants under
phosphate starvation was shown in
P32 uptake experiments. The sase
with which afterations in the phos-
phate transporter can be detected
has allowed the isolation of several
mutants affected in the phosphate
starvation rescue system. The cha-
racterization of these mutants is un-
derway.

2.-Induction of enzymatic activities:

Phosphate deficiencies have been
shown to induce two phosphatases
and, at least three ANases. One
RNase is secreted and, therefore,
could be easily purified. in collabo-
ration with Drs. Varela and Gimé-
nez-Gallego, a part of its N-terminal
sequence was determined allowing
the isolation of its cDNA clone. At
present, the corresponding genomic
clone is available and work is in pro-
gress to determine the cis-acting se-
quences responsible for the inducti-
bility of the rnase gene in plants
grown under phosphate limiting con-
ditions. O

_.... .




Organismos Financiadores
Funding Agencies

- CEE, BRIDGE BIOT, 0164-C (EDB) (1991-1993)

4007 _ 400
- CEE, BIOTEC, (1993-1985)

- CICYT, BIO-803/90 (1991-1993)
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Organizacion Nuclear Durante el Desarrollo de Plantas

Nuclear Organization During Plant Development

M? Carmen Risueiio

Adela OImodiIla Arnal (Hasra VH—1992)

Pilar Sénchez Testfllano

Concepcién Gémpz Men_a .
Pablo Gonzslez-Metendi -

Begofia Fadon Salazar

Carlos Almarza Sanz

(Jote da Grupo} Persconat Cienhﬂoo
(Gmup leader}_

Tmumd Sctentfsr

postdootorales
. Postdootorai Feﬁom

5 :'Gma‘mra SMdanrs

o Invasﬁgadora Aaocnada
Associate Scientist

Personal Tacnico
Technical Staff

Actuaimente nuestras lineas de
trabajo son:

1. Desarrolic del cultivo in vitro de an-
teras y granos de polen para la obten-
cién de haploides con vistas a 1a mejora
vegetal. Estudio de las bases celulares
de la via androgénica de desarrollo.

2. Estudio de la compartimentalizacion
funcional del nucleo en células germina-
les y sométicas de plantas comparando
el desarrollo in vivo e in vitro.

a) Transcripcion ribosomal y arquitec-
tura nucleolar: localizacion in situ de
snoRNAs y proteinas asociadas, DNA y
ditferentes especies de rRNA.

b} Determinacion de los patiern de
cromatina en relacion a la actividad nu-

the

We are working in
following topics:

1. Development of in vitro culture
of anthers and pollen grains to ob-
tain haploids for plant breeding, and
study of the celiular basis of the an-
drogenetic pathway of development,

2. Study of the functional compart-
ments of the nucleus in germinal an
somatic plant cells. A comparative in
vivo and in vitro study.

a. Ribosomal transcription and nu-
cleolar architecture: In situ localisa-
tion of snoRNAs and associated pro-
teins, DNA and different species of
rRANA,

b. Determination of the chromatin




clear durante la maduracién del polen e
induccion de androgénesis, localizacién
de lugares de replicacion y su relacién
con el estado de condensacién de la

¢} Caracterizacion de las estrucfuras
subcelulares donde residen los procesos
de sintesis, “splicing”, procesamiento y
transporte de mRNAs. Localizacion i situ
de proteinas los snRNPs, RNA y DNA.

d) Determinacidn in siti de elementos
que intervienen en la expresién génica
mediante microandlisis de Rayos X al
MET.

Estos estudios se realizan mediante
autorradiografia de alta resolucion, inmu-
noflucrescencia, inmunomarcado con oro
& hibridacién in siti con sondas no-radiac-
tivas al MET, incorporacién in vivo de Br-
dU y posterior inmunomarcado con oro.
En paralelo se combinan con citoguimicas
ultraestructurales especificas y/o prefe-
renciales para DNA y RNA y con nuevos

- métodos para deteccion de DNA y RNA
tales como la reaccién de ta TdT v la “nick
translation” i situ.

3. Disefio y desarrollo de métodos de
crioprocesamientoc como alternativa a
otras técnicas de procesamiento, que
permiten preservar la antigenicidad, reac-
tividad quimica y ultraestrucura de la cé-
lula més cercana al estado in vivo y, por
tanto, presentan muchas ventajas para
estudios de inmunomarcado con oro, hi-
bridizacién in situ al M.E.T. y microandli-
sis de rayos X.

4. Estudios subcelulares de las posi-
bles modificaciones inducidas por biorre-
guladores del crecimiento. Accién del PBZ

pattern in relation to the nuclear acti-
vity, during pollen maturation and an-
drogenesis induction. Localisation of
rephcanon sites in refanon to the

¢. Characterisation of subnuclear
structures where synthesis, splicing,
processing and transport of mRNAs
take place. iIn situ localisation of pro-
teins associated with the snNPs,
RANA and DNA.

d. In situ determination of ele-
ments involved in the nuclear gene
expression by X-ray microanalysis at
T.EM.

These studies are performed by
high resolution autoradiography, im-
munofluorescence, immunogold labe-
lling and non-isotopic in situ hybridi-
sation at T.E.M., in vivo BrdU
incorporation and subsequent immu-
nogold labeliing,. These techniques
are combined with ultrastructural cy-
tochemistry specific for nucleic
acids, and with new methods for
DNA and RNA localisation as the
TdT reaction and the in situ nick
translation.

3. Design and development of methods
of cryoprocessing as alternative to
other processing techniques, they
allow the preservation of cell antige-
nicity, chemical reactivity and ultras-
tructure nearer to the in vivo siate;
therefore, they offer many advania-
ges for immunogold labeliing, high re-
solution in situ hybridisation and X-
ray microanalysis studies.



y de la deficiencia de Mn sobre la estructu-
ra fina de diferentes compartimentos celu-
lares en hojas de plantas de interés eco-
ndmico {Prunus).

5. Accion de poliaminas durante la em-
briogénesis del polen y el proceso de se-
nescencia inducido por choque osmético.
Inmunolocalizacion de distintos elementos
titacoidales en hojas durante este proceso.

En nuestro proyecto colaboran: Lda.
M2 Angeles Ollacanizqueta (Servicio de
M.E. del CIB v la Dra. Amelia Sanchez
Pina (CEBAS, CSIC, Murcia). O

Cientificos Invitados
invited Scientists

4. Subceliuiar study of the possibie
modifications induced by the bioregu-
lators of growth. Action of the PBZ
and Mn-deficiency over the fine
structure of different cell compartments
in leaves of economically interesting

‘plants (Prunus).

5. Action of polyamines during the
pollen embryogenesis and in the se-
nescence process induced by osmotic
shock. Immunolocalization of different
elements of tilacoids in leaves during
this process. 1

- Dr. Raska. Inst. of Experimental Medicine. (Praga, Checoslovaqma).
- Dr. Tandler. CONICET Univ. Buenos Aires, -
- Dr. Besford. AFRC (Littlehampton, U.K.).

- Dr. Vicente. Univ. Viena, (Viena,

Buenos Aires, Argentina Austria).

- Dr. Dundr. |. of Exp. Medicine, (Praga, Checoslovaquia).
- Dr. Ahmadian, Univ. Agriculture de Tehram, (Tehran, Iran).

Organismos Financiadores
Funding Agencies

- DIGICYT, PB87C-0332-C02-00 (1987-1993)

- DIGICYT, PB87C-0332-C02-01 (1987-1993)

- Diputacion General de Aragén (1991-1993)

- Proyecto de Cooperacién Hispano-Argentino CSIC/CONICET (1891)

- Proyecto de Cooperacién Hispano-Checoslovaco. CSIC - Academia
Checoslovaca de Ciencias. (1991-1992)

- Proyecto de Cooperacién Hispano-Austriaco. CSIC/Universidad de Viena.

(1991-1993)

- Proyecto de Cooperacién Hispano-Britanico. CSIC - Universidad de

Barcelona - AFRC. (1990-93)
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ols to study the functional regions ot chmmaﬂns iy plants. Electron Microse, vol. 3, 193-194, 1982,
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Fijacion Directa del N:
Direct N Fixation

M* José Tobajas Martin

z . Uefedegrupo) -
" (Groupleadsr)

Pradoctorales

Graduate Studen

'Pe_'l;éﬁndi Técnico

Technical Staff

-~ Personal Clentffico
 Fenured Sciantist

Estudiamos la fijacién de No por mu-
tantes especificos de Azotobactery
Azospirifium para su empleo como bio-
fertilizantes.

Igualmente obtenemos alginatos por
medio de mutantes especificos de Azo-
tobacter.

Como aditivo para piensos compues-
tos investigamos las enzimas produci-
das por mutantes més activos de B.
subtilis obtenidos en nuestro laborato-
rno.

Estudiamos la biosintesis de etanol
por Zymomonas.

Ensayamos nuevos antivirales frente
a distintos tipos de virus animales y ve-
getales.

Estudiamos factores de crecimiento
con mayor actividad.

We are studying the Ns fixation by
specific mutants of Azotobacter and
Azospirillum in order to use them as
biofertilizers.

We are also obtaining alginafes by
means of specific mutants of Azoto-
bacter.

As an additive to composed fod-
der, we are investigating the enzy-
mes produced by B. subtilis mutants,
obtained in our laboratory with a
greater production and yield.

We study the ethano! biosynthesis
by Zymononas.

We try out new anfivirals against
different types of animal and vegetal
virus.

We are studying growth agents
with a higher activity.



Qrganismos Financiadores
Funding Agencies

- CSIC, ID 88AA148.
- PGC-MEC, PB87-0243.

- NOREL SA (1991-1992)

Patentes
Patents

-Martin, A., Moreno, M., and Martin, P.. “Procedimiento de activacion microbiclégica en la fijacién de nitrégeno”. Patente n®

9200762, 1992
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Marcadores Tumorales y Procesos de Envejecimiento

Tumoral Markers and Ageing Processes

Angela Casedo Moragén .~ (isfedegiupe)
o Camsmcoma sl |
M® Encarnacion Lopez Ferndndez . - Personai Técnioo

Utilizacion de Alfa Feto Protei-
na (AFP) como marcador de
procesos tumorales.

Con esta linea de investigacion, se
pretende |la puesta a punto de un
nuevo método de prondstico y/o diag-
noéstico (valoracidon de Alfa-feto prote-
ina (AFP) en suero) en pacientes
afectos de procesos oncolégicos de
muy diversa etiologia, con objeto de
evaluar su significado como marca-
dor tumoral y proporcionar informa-
cion adecuada sobre el tamano o ta-
sa de crecimiento del tumor. En
segundo lugar, se pretende analizar
el cambio en la secrecién de AFP,
producida en pacientes que no han
sido sometidos a tratamiento previo,
¥y en pacientes que si han sido some-
tidos a terapia adicional, para estu-
diar en ambos casos, la respuesta al
tratamiento instaurado, ya que nive-
les elevados de AFP pueden indicar
una peor respuesta a la terapia admi-
nistrada mientras que niveles en des-
censo pueden indicar una respuesta
favorable.

Alpha-fetoprotein as a tumo-
ral marker.

This project focuses on a new
method of diagnosis and/or progno-
sis (serum Alpha-fetoprotein (AFP)
levels) in patients with various types
of malignant neoplasms, in order to
determine its value as a marker for
various tumours and provide us with
valuable information about the size
or growth rate of the tumour. Se-
cond, to analyze the change of se-
cretion of AFP in patients not having
been treated and in patients requi-
ring additional therapy, to evaluate
in both the response lo the treatment
administered, so that rising levels in-
dicate poor response to the therapy
and falling levels indicate a favour-
able response to therapy.

Socio-sanitary profile of
ageing

This project focuses on the process
of ageing, in the popufation of Ma-




Envejecimiento: perfil sociosa-
nitario de la poblacién anciana
de la Comunidad Auténoma de
Madrid.

Con esta linea de Investigacién
nos proponemos realizar una aproxi-
macién al conocimiento del proceso
de envejecimiento que esta afectan-
do a la poblacion de la Comunidad
Auténoma de Madrid, con objeto de
diferenciar los cambios fisiolégicos
normales del paso de los aifios (enve-
jecimiento)} de aquellios asociados
con diferentes patologias y enferme-
dades tales como: procesos oncold-
gicos, enfermedades neurolégicas,
principalmente demencia senil pre-
coz, demencia tipo Alzheimer, Par-
kinson; patologias articulares, diabe-
tes, etc. Con este estudio, basado en
la teoria de los Radicales Libres, se
analizara la actividad de dos detoxifi-
cantes celulares Superdxido Dismu-
tasa (SOD) y Catalasa (CAT), en in-
dividuos de ambos sexos y de 50
afios en adelante con buen estado de
salud y/o con enfermedades relacio-
nadas con el envejecimiento y proce-
dentes de zonas urbanas, suburba-
nas y rurales de la Comunidad
Auténoma de Madrid. O

Organismos Financladores
Funding Agencies

drid Autonomic Community. In order
to determine the physiological chan-
ges coming from ageing versus tho-
se originated by various pathologies
and ilinesses {tumours, neurologic

diseases like early senile dementia,
dementia of the Alzheimer type, Par-
kinson’'s disease, sensorial pathol-
ogies, diabetes... ) we try to defer-
mine Free Radicals detoxificants
enzymes activity, superoxide dismu-
tase (SOD) and catalase (CAT) in
individual of the two sexes, older
than 50 years, healthy or with
ageing related illness and setting in
urban, suburban and rural zones in
Madrid Autonomic Community. O

-CAM Plan Regional de investigacion, Programa Salud (1991-1992).

-CAM, C128/91 (1991-1993).
-CAM, C078/92 (1892).
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Bacterias y protozoos del hidrohabitat del Parque de Dofana

Bacteria and protozoa of the hydrohabitat of Parque de Dohana

Carmen Céndida Gonzélez (Hasta VII1981)  (Jefes da grupo) ~  Personal Clentifics”
. (Group leaders) .. Tenured Scientists

Maria A. Jarefio Cafada

Estudio in situ e in vitro de las
interrelaciones entre poblacio-
nes bacterianas y protozoos ci-
liados del hidrohabitat del Par-
que Nacional de Dofana.

El estudic de los ciliados se ha hecho
con e fin de encontrar las posibles cau-
sas del diferente anidamiento de esporas
de Clostridium botulinum en las lagunas
y marisma del Parque Nacional de Dofa-
na. Se hicieron muestreos estacionales
en nueve puntos estudiando las caracte-
risticas fisicoquimicas del agua. Des-

_pués de aislar y clasificar diferentes es-
pecies de ciliados se seleccionaron
algunas de las mas aptas para estudios
citolégicos. Los experimentos C. botuli-
num-ciliados en el laboratorio, se han
hecho con las especies Stylonychia myti-
lus, Spirostomum ambiguum y Onycho-
dromus acuminatus. Los experimenios
con las dos primeras estan en la fase de
inclusion para su estudio al microscopio
electronico. Los estudios con O. acumi-
natus demuestran la capacidad de esta
especie para ingerir y digerir encrmes
cantidades de esporas. La digestién co-
mienza por el protoplasto encontrdndose
a las cuarenta y ocho horas restos de las
envueltas {esporangio y cortex) en dife-
rentes fases de digestién. No aparece
que se hayan producido dafios en el cito-
plasma ni en los nicleos. O

Study in situ and in vitro of the
interrelationship between the
bacterial population and ciliated
protozoa of the Parque Nacio-
nal de Dofiana hydrohabitat.

The aim of the study of the ciliates in
the National Park “Coto DofAana”, is
to find out the possible reasons for
the variable shelters of Clostridium
botulinum spores in the ponds and
marsh of this park. Environmental
parameters were measured in nine
sampling sites. After isolation and
classification of ciliates we have se-
lected some species useful for cyto-
logical studies such as Spirostomum
ambiguum, Stylonychia mytilus and
Onychocromus acuminatus. The two
first species are included for their
study at ulfrastructural level. The in-
vestigations with O. acuminatus - C.
botulinum have demonstrated the
high capacity of this species to in-
gest and digest the spores of this
bacterium. The protoplast is the first
digested. After twenty four hours
from the spores ingestion many rests
of the spores envelops (sporangium,
cortes) are seen in different stages
of digestion inside the ciliates. Da-
mage of the cytoplasm and nuclei
are nof observed. O



Organismos Financiadores
Funding Agencies

- CICYT, PB88-0091 (1988-1991)

w

. -Jarefio, M.A.: Macromolecular behavier during development of doublats in Onychodromus acuminatus. Acta Protozool 31, 143-

150, 1992. .
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Virologia Molecular

Molecular Virology
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Carmen Gil Ferndndez
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Juan Carlos Gonzélez Armas
(Desde VI-1591)
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Juan Carios Gonzalez Armas
(Hasta V-1991)
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M® Carmen Sancho Molina
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Francisco Garcia Tabares
M? Luisa Rodriguez Muiioz
(A tiernpo parcial)

Postdoctorales
Postdoclorst Felfows -

Predoctorales
- Graduate Students

‘Personal Técnico
Technical Staff

Desarrollo de nuevas vacunas
recombinantes y vectores de ex-
presiéon basados en el virus vac-
cinia.

El virus vaccinia es la especie tipo del
género Ortopoxvirus y es bien conocido
por su utilizacién como vacuna viva en la
Gnica campana de vacunacién que ha
conseguido la erradicacién de una enfer-
medad virica, como es el caso de la virue-
la. El virus vaccinia ha recobrade Uktima-
mente el interés det mundo cientifico,
debido a su posible utilizacién como vec-
tor de expresién de genes de gran impor-
tancia a nivel humano y veterinario y su
consiguiente aplicacién como nuevas va-
cunas recombinantes contra una gran va-

Safer recombinant vaccine
vectors and improved ex-
pression vectors based on
vaccinia virus.

Vaccinia virus is the prototype of
the arthopoxvirus group. A vaccine
prepared with live vaccinia virus was
used in the first example of a world-
wide immunization program that suc-
cessfully eradicated a human disea-
se, smallpox. Vaccinia virus is now
being sought as an expression vec-
tor of genes with human and veteri-
nary importance. However, in the
pasr the complications that have been
found associated with the practice of
vaccination make it desirable to




riedad de enfermedades infecciosas. Sin
embargo, las complicaciones que han
aparecido en el pasado con la practica de
ta vacunacién, hace que sea deseable la
blisqueda de cepas atenuadas del virus
vaccinia con marcadores genéticos y fe-
notipicos definidos.

Nosotros hemos caracterizado varios
genes involucrados en interacciones vi-
rus-huésped cuya posible funcién podria
tener importantes implicaciones en viru-
lencia. Estos genes son importantes en
penetracion y liberacién del virus de la cé-
luia infectada, en diseminacion virica, en
induccion de respuesta humoral y celular
y en interferencia con los mecanismos de
defensa del huésped. Se ha determinado
la esencialidad y posible funcién de estos
genes en la multiplicacién virica. Se han
obtenido virus recombinantes y se est4
analizando la eficacia de estos recombi-
nantes atenuados con respecto al virus
salvaje con el fin de obtener vacunas re-
combinantes mds seguras y mejores vec-
tores de expresion.

Nucledsidos como nuevos
agentes antivirales

Hemos ensayado la capacidad inhibi-
dora de 55 compuestos de riueva sintesis
en la multiplicacian in vitro de diversos vi-
rus: a) virus humanos: herpes simple tipo
[ 'y Il e influenza A. b) virus de animales:
el virus de la peste porcina africana (vP-
PA). Entre los compuestos de nueva sin-
tesis distinguiremos dos grupos: deriva-
dos de D-penicilamina y andlogos de
amantadina, Los resultados obtenidos no
fueron relevantes por lo que se desestimé
continuar fa investigacion con éstos com-
puestos.

search for attenuated strains of vac-
cinia virus with defined genetic and
phenotypic markers,

We have characterized several
genes involved in virus-host interac-
tions, which have important implica-
tions in virulence. These genes are
relevant in virus penetration and
egress from the cell, in viral disse-
mination, in viral induction of humo-
ral and celfular immunity and in mo-
dufation of the host defense
mechanisms. The essentiality and
possible role of the se genes in viral
replication have been determined.
Virus recombinants have been ob-
fained and the efficacy of these at-
tenuated virus recombinants when
compared with the wild type virus
will be tested in order to obtain sa-
fer recombinant vaccine vectors and
improved exprassion vectors.

Nucleosides as new antivi-
ral agents.

We have assayed the inhibitory
capacity of fifty five newly synthesised
compounds on the replication of
several viruses in vitro, namely: a)
human viruses: herpes simplex, type
i and Il and influence A. b) animal
viruses: African swine fever (ASFV).

The new compounds are classi-
fied in two groups: D-penicillamine
derivatives and amantadine analo-
gues. The results proved irrelevant
and so we discontinued the study of
these compounds.

Simultaneously we studied drugs
of known activity which had not been
tested against ASFV. These are

VIROLOGIA MOLECULAR / MOLECULAR VIROLOGY




Paralelamente hemos realizado una in-
vestigacion con drogas de actividad cono-
cida para los otros virus pero que no ha-
bian sido estudiados frente al vPPA. Las
dividiremos en tres grupos: poliscaridos

sulfatados, sustanmas anlémcas y analo-
gos de adenosina.

Los dos primeros grupos inhiben la ad-
sorcion del vPPA a la célula, Los polisa-
caridos son los compuestos menos tdxi-
cos entre los ensayados y los anidnicos
los que producen una mayor inhibicion en
et rendimiento total de virus. Se ha deter-
minado que las carragininas y el 4cido
aurintricarboxilico inhiben también en una
fase temprana de la muitiplicacién virica y
el ultimo inhibe ademas la sintesis de pro-
teinas y la liberacién del virus al medio.

Entre los 31 andlogos de adenosina
estudiados se encuentran los mas poten-
tes inhibidores con una concentracién
efectiva 50% {CEw) por debajo de Img/ml
(fluoroaristeromicina CEs=0,008) y con
indices selectivos (IS) superiores a 1.000.

El IS mas elevado corresponde, des-
pués del (S) HPMPA estudiado anterior-
mente {15=15.000) al 3-deazaneplanocin
A (15=3.000). Se sugiere que el mecanis-
mo de accién de estos compuestos sea
por inhibicién de las metiltransferasas
propias del virus encargadas de metilar
ios mRNAs viricos.

Seria aconsejable el ensayo in vivo de
los compuestos inhibidores de la multipli-
cacién del vPPA con un IS elevado, va
que podria abrir nuevos horizontes en la
lucha contra la peste porcina africana
contra la que, hoy por hoy, no existe va-
cuna.

divided in three groups: sulfated
polysaccharides, anionic substan-
ces and adenosine analogues.

All the drugs of the first two
groups turned out to inhibit ASFV
adsorption to the cell. The polysac-
charides proved the least cytotoxic
among all drugs assayed while the
anionic compounds proved the most
effective in inhibiting total virus
yield. We also established that the
carrageenan and aurintricarboxylic
acid also inhibit an early stage of vi-
rus replication and the latter aiso
inhibit,protein synthesis and the re-
lease of virus fo the medium..

Among the thirty one adenosine
analogues studied we found the
most potent inhibitors, with effective
50% conceniration (CEse) below
1mg/ml (for fluoroaristeromycin
CEs=0,008) and with a selectivity
index (8!) above 1,000.

The highest Sl corresponds, after
the (S} HPMPA previously studied
{with 81=15,000) to 3-deazaneplano-
cin A, with 51=3,000. We suggest
that the mechanism of action of these
compounds is by inhibition of the
methylitranferases of the virus which

have the role to methylate the virai

mRANAs,

it would be interesting to assay in
vivo the compounds which inhibit
ASFV with a high Si, as this might
open new inroads into the fight
against ASFV for which, so far, there
is no vaccine. O




Organismos Financiadores
Funding Agencles

- CICYT, FAR 88-0160-002-02 (1988-1991)
- CICYT, BIO88-0266, (1988-1891)

- CICYT, INFRA BIO91-187 (1991)

- C.C.A.A. Madrid, (1991)

- CICYT, BIO91-0602, (1991-1994)

Publicaciones
Pubiications

-Garcia Vilialén, D., and Gil Feméndez C Antwiral actwity of suita!ed polysacchandes against African swine fever virus Anﬂvf-
ral Flos. 15, 139-148, 1981, _

-Garcfa Villaioh, D., and Git Femandez, Ca Aniomc _ccmpounds as immﬁms of Afdcan swine faver vims repdicaﬂon m Vero oells
Antiviral Chem. Chemarher 1, 9-14 1992 : o _ :

-de Carlos, A, and Paez. E.: lsolation and charact&rimﬁond mubam ot vaocfnia vlrus wnth 8 modrﬂsd 94 kDa lnctusion protein
Virology 188, 768, 1991, R _ _ . o

-Péez, E.. tmportancla de la Virologia a. nivel hospitatarlo. sttore 102 10 1992
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Patologias Microbianas de Teleosteos

Microbial Pathology of Teleosts

Mt det Pilar Vilas Minondo (Jefe de grupo) Personal Cientifico
(Group leader)  Tenured Scientists

M® del Carmen Gutierrez Rueda
Sara Isabel Pérez Prieto :
Syivia Rodriguez Salni-Jean

M* Lulsa Rodriguez Mufioz
(A tiempo parcial) _
M? Mercedes Séanchez Carmona

~ Personal Técnico
" Technical Staff

Estudio de infecciones latentes en sal-’

mdnidos cultivados. Con este trabajo se
pretende obtener nueva informacion sobre
el fenémeng de persistencia y el estado de
portador que originan dos de las enferme-
dades microbianas mas importantes en la
acuicultura de nuestro pais: la Necrosis
Pancredtica Infecciosa, producida por un
Bimavirus {IPNV) y la forunculosis produ-
- cida por la bacteria Aeromonas salmonici-
da. Los animales portadores tienen gran
trascendencia en la diseminacién del
agente patdgeno. Se estan estudiando in
vivo e in vifro mecanismos y factores impli-
cados en el establecimiento y duracién del
estado de portador. Estos estudios se lle-
van a cabo en células hematopoyéticas y
eventualmente en productos sexuales (ga-
metos) y visceras. Utilizando para el IPNV
los métodos convencionales in vitro, en
cultivos celulares susceptibles y las técni-
cas standard de identificacidén bacteriana
para A. salmonicida y la citometria de flujo
para ambos como método comparative.

Transmisién vertical de virus en peces
cultivados. En este proyecto se propone
el estudio de la transmisién de virus de pe-
ces cultivados, especialmente de trucha

Persistent infections in reared sal-
monid fish. The aim of this project
is to obtain new information on the
carrier state and persistent infections
that are caused by two microbial
diseases in Aquaculture: infectious
pancreatic necrosis, caused by a
Birnavirus (IPNV) and the forunculosis
produced by Aeromonas salmonicida.
The carrier fish are involved in the
vertical and horizontal spread of the
pathogenic agent. Attantion will be
focussed on some factors invoived in
the establishment and evolution
of the carrier state and will be
studied in vivo and in vitro. The
study will be carried out mainly in
haematopoietic cells and eventually
in sexual products by both: A) con-
ventional in vitro methods, in sus-
ceptible cell culture and bacterial
identification technics, B) flow cyto-
metry.

Vertical transmission of virus in
aquaculture. The purpose of this
project is to study vertical transmi-
ssfon of viruses in reared fish,
mainly rainbow trout, with the scree-




arco-iris, a través del material genético
que entra por el aesropuerto de Barajas o
dei que se produce en instalaciones espa-
fiolas y evatuar la actividad viricida de di-
versos compuestos quimicas, bicldgicos y
combinados para conseguir protocolos de
toxicidad minima. Su eficacia se evaluara
frente a los virus de la Necrosis Pancreati-
ca Infecciosa y de la Necrosis Hematopo-
yética Infecciosa. Ademés estamos estu-
diando los perfiles electroforéticos y las
caracteristicas-tipo de los virus aislados
tanto en el material genético como en
otras muestras de salménidos previamen-
te aislados en nuestro laboratorio, para la
organizacion de una coleccion de virus.

Control de patologias virales en insta-
laciones piscicolas. Este laboratorio
mantiene colaboraciones con PYMES del
sector de la acuicultura continental y mari-
na, que proporcionan muestras para
nuestra experimentacion y deteccion de
NUEeves virus.

Ademés se presta asesoramiento cientffi-
co y apoyo técnico que se plasman en

contratos con distintas empresas.

Organismos Financiadores
Funding Agencies

- CICYT, MAR91-0365 (1991-1993)
- CAM, C229/91 (1991-1993)

ning of imported embrionated eggs,
that arrived in Barajas airport, or
those produced in spanish farms,
The virucidal activity of some
chemical and biological compounds
have been evaluated against (PN
and IHN viruses to obtain the
effective minimum dose.

We are also studying the electrop-
horetic profiles and the characteris-
tic types of isolated viruses from ge-
netic products, as well as those
obtained by us from other salmonid
fish, in order to organize a virus co-
Hlection.

Control of viral pathologies in '

fish farms. Our laboratory colabo-
rates with industries related. to
continental and marine aquaculture
areas. They are the small or medium
size of enterprises that usually send
us fish samples for the in vivo expe-
riments and to isolate new viruses.
Moreover we also give them scienti-
fic advice and technical support
through service contracts.

- Contrato con la empresa NUTRISA S.A. (1992)

- Accion Especial Programacién Cientifica del CSIC (1991)
- Contrato con la empresa SEAMASA (1991- 1992)

- Contrato con la empresa SMS Zootecnia (1982)

Publim&ones
Puwcauons

-F!odr[ uez Saint«dean S Vllas Mimndo MP Palacios MA and Pﬁéraz Prieto
necrosis in cafrier- pOpulation of rainbow {mut.
545-553, 1891, .

yndrus mykiss (Richardson) by ﬂow cytometry J Frsh Dis 14,

Detectlon of infectious pancreallc
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VECTORES CEDIG
VECTORES CEDIG

Miguel Vicents (Joto de grupo)
{A tlempo parcial) {Group leader) -
Mart( Afdea (Hasta VII-91) | |
A tiempp parcial)

'Angeles Sacristdn

 Parsonal Cientifico. . -
Tenured Statt

. Postdoctoral

PemafTécnioo _ .':f:: ) o

La Coleccién Espafiola de Datos
de Ingenieria Genética (CEDIG) se
encarga de la confeccion, gestién y
distribucién de una base de datos en
la que se incluyen elementos genéti-
cos y estirpes utiles en Biotecnolo-
gia que se encuentran en diversos
laboratorios espafioles, tanto del

-G8IC como en otras instituciones
publicas o privadas. Ha participado
en éstos dos afios en el disefo de
un formato europeo para crear una
base de datos de Pldsmidos, Virus y
elementos Transponibles, el formato
PVT. La utilizacién de un formato
comin permitira el intercambio de
datos entre colecciones de los pai-
ses de la Comunidad Europea. Te-
niendo como base éste formato se
ha creado una base de datos, y el
soporte informéatico necesario para
su uso, en dBASE |V. En ella se han
introducido los datos de los catdlo-
gos CEDIG 84 y VECTORES CE-
DIG, y se han repartido copias a los
laboratorios colaboradores. O

The Spanish Collection of Genrtin
Engineering Data (Coleccién Espa-
fiota de Datos de Ingenieria Genéti-
ca, CEDIG), is in charge of creating
managing and distributing a database
of genetic elements and strains
useful for Biotechnology, that are
found at Spanish institutions, both at
the CSIC and at other public and pri-
vate institutions. ft has participated
in the design of a European format
to create a data base on Plasmids,
Viruses and Transposable elements,
the PVT format. The use of a common
format facilitates the transfer of data
between databases in the European
Community countries. A database
with appropriate software support
has. been created in dBASE 1V using
this format. This database contains
the data from the CEDIG 84 and
VECTORES CEDIG catalogues and
has been distributed to the coliabo-
rating faboratories. 0

VECTORES

CEDIG




Organismos Financiadores
Funding Agencies

- CICYT, BIO92-1346-E
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* starclardised format for handling dfata Dﬂ piasmids. virusas and transposons Tha PVT databasa tormat Woﬂd J Mlcrobio! Bso-
md8519~5261992 - Ce o . -

VECTORES CEDIG / VECTORES CEDIG




Tesis Doctorales

Doctoral Thesis

-Teresa M® Alconada Magliano, Universidad de Buenos Aires, Argentina. Directores: M. J. Martinez y M. A. Gaivagno
-Carlos Alfonso Botello, Universidad Complutense de Madrid, 1991. Directora: F. Reyes Ramirez

-Julio Avila Marrero, Universidad Auténoma de Madrid, 1991. Director: J. Paz-Ares

-M? Rosa Carballada, Universidad Auténoma de Madrid, 1991. Director: P. Esponda

-M# Angeles Cerezuela Rosique, Universidad Complutense de Madrid, 1991. Directora: S. Moreno Diaz de la Espina
-Guadalupe Ciprés Palacin, Universidad Complutense, 1991. Directora: A. Martin Requero

-Eduardo Diaz Fernandez, Universidad Complutense de Madrid, 1991, Director: J.L. Garcia Lopez

-Rufino Feito, Universidad Auténoma de Madrid, 1991, Director. P. Esponda

-M2 Dolores Garcia Villalén, Universidad Complutense de Madrid, 1992. Directora: C. Gil Fernéndez

~Teresa Garrido, Universidad Auténoma de Madrid. 1991. Director : M. Vicente

-Rafael Giraldo Sudrez, Universidad Complutense de Madrid, 1991. Director: R. Diaz Orejas

- -Enrique Goémez Lahoz, Universidad Autonoma de Madrid, 1992, Director; P. Esponda

-Juan Carlos Gonzilez Armas, Universidad Autdnoma de Madrid, 1991. Director: E. Paez

-Francisco Guillén, Universidad de Alcald de Henares, Madrid, 19;511. Directora: M.J. Martinez

-Luis Martin-Parras, Universidad Complutense de Madrid, 1991. Director: J.B. Schvartzman y P. Herndndez

-M# Antonia Ortiz Casado, Universidad Auténoma de Madrid,1992. Director: E. Paez

-Leandro Pefna Garcia, Universidad Auténoma de Madrid, 1992. Director: J.R. Diaz Ruiz

~José Pérez Martin, Universidad Auténoma de Madrid, 1992. Director: M. Espinosa Padrén

-Alicia Prieto Orzanco, Universidad complutense de Madrid, 1992. Director: J.A. Leal Ojeda




-Ricardo Ramos Ruiz, Universidad Auténoma de Madrid, 1991. Director: V. Larraga

-Teresa Cristalina Rlvas Calleja, Universidad Complutense, 1991. Directora: M. Sdnchez Ayuso

-Henri L. Robeis, Universidad de Alcald de Henares, 1992. Directora: F. de Pablo

-Allcia Romero Lorea, Universidad Complutense de Madrid, 1991. Director: P. Garcia Gonzalez

-Maria Ronda Caubet, Universidad Compiutense de Madrid, Octubre de 1992. Director: J.M. Rojo Hernandez
-M? Jes(s Ruiz Echevarria, Universidad Auténoma de Madrid, 1992. Director: R. Diaz Orejas

-Nieves Séanchez, Universidad Autdnoma de Madrid. 1991, Director: M. Vicente

-Pilar Sanchez Testillano, Universidad Complutense de Madrid, 1991. Directora: M? C. Risuefio

-Jesus Miguel Sanz Morales, Universidad Complutense de Madrid, 1991. Directores: J.L. Garcia Lépez y P. Garcia Gonzalez
-José Serrano Garri, Universidad Auténoma de Barcelona, 1992. Directora: F. de Pablo

-Gloria del Solar Dongil, Universidad Complutense de Madrid, 1991. Director: M. Espinosa Padron

-Miguel Torres Sanchez, Universidad Auténoma de Madrid, 1991. Director: L. Sanchez

-Elena Urcelay Garcia, Universidad Complutense, 1991. Director: R. Parrilla Sanchez

-Mohamed A.F. Yacout, Universidad Complutense de Madrid, 1992. Directora: R. Beltra Martinez de Velasco

S e TESIS DOGTORALES / DOCTORAL THESIS

vy 1



Tesinas de Licenciatura

Master Thesis

-Pilar Diaz Achirica, Universidad Complutense de Madrid, 1992. Director; L. Rivas

-M# José Felto , Universidad Complutense de Madrid, 1991. Director: J. M. Rojo Herndndez
-José Manuel Gonzélez Garcia, Universidad Auténoma de Madrid, 1991. Directora: C. Goday
-Sabine Kidhn, Universitdt Karlsruhe, 1991. Directores: G. Jurzitza, A.E. Gonzélez y A.T. Martinez
-Wafaa M. Masoud, Universidad Auténoma de Madrid, 1992. Director: G. Gomez Alarcén

-M? Luisa Mufioz Gémez, Universidad de Alcald de Henares. 1992. Director: G. Gomez Alarcén
-Pablo Pascual, Universidad Pontificia de Comillas, Madrid, 1991. Director: J.A. Abrisqueta
-Jose M2 de Pereda Vega, Universidad Auténoma de Madrid, 1991. Director: J.M. Andre
-Rosalba Pinzén, Universidad Pontificia de Comillas, Madrid, 1992. Director: J.A. Abrisqueta.

-M® Luisa Sanchez Gonzalez, UCM, 1991. Directoras: C. Garcia Mendoza y M. Novaes-Ledieu

-M® Angeles de la Torre, Universidad Autdnoma de Madrid, 1992, Director: G. Gémez Alarcén




Premios y Distinciones

Awards and Honours

José Antonio Abrisqueta.
Académico Correspondiente de ia Real Academia de Farmacia, Madrid, 1992,

Asesor del Consejo Cientifico de la European Down Syndrome Association (EDSA), 1992.

Jesus Baisinde Rodriguez.
Premio “Gémez-Acebo” por el Centro de Investigaciones Biologicas y la Fundacion Gregorio Marafion (Octubre 1991)
de Tesis Doctorales. Director: F. Mollinedo.

Manuel Espinosa.

Editor invitado de la revista Gene, 1991.

Concepcion Garcia Mendoza.

Secretaria de la SEM (Sociedad Espafiola de Microbiologia).

Gonzalo Giménez Martin.
Miembro de la Academia Europea. 1981.

Presidente de Honor del V Congreso Iberoamericano de Biclogia Celular. Malaga, 1992.

Antonio de la Hera.
Mismbro del Consejo Editorial de la revista Inmunoiogia.

Miembro de la Comision Nacional de Inmunologia (Comité Asesor de los Ministerios de Educacion y Sanidad).
Ana Minguez Garrido.

Premio Extraordinario de Licenciatura de la Facultad de Farmacia. Seccién de Quimicas, 1891.
22 Premio Nacional de Farmacia, 1981.




Monique Novaes-Ledieu

Secretaria de la API (Asociacién del Personal Investigador).

Adela Olmedilla.

Premio V Centenario de Biologia Celular, Sociedades Espaficla e Iberoamericana de Biologia Celutar.

Javier Paz-Ares.
Premio Sala-Trepat 1991. Fundacién Sala-Trepat. Francia.

Miembro del Comite Editorial de la revista The Plant Journal. 1991-,

Eduardo Paez

Miembro del Consejo Editorial de la revista Virologia (publicacion oficial de la S.E.V.). 1992.

Maria Ronda Caubet y José Maria Rojo Hernéndez.

Premio Sandoz 1992 para trabajos de investigacion (Real Academia de Farmagcia).

José Maria Rojo Hernandez.

Académico Correspondiente de la Real Academia de Farmacia, Madrid 1992,

Miguel Vicente.
Miembro del Infernational Advisory Board de World Journal of Microbiology and Biotechnology. 1991-.
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Organizacion de Congresos y Cursos

Organization of Congresses and Courses

Patricio Aller.
Curso Académico de Doctorado “Division y Diferenciacion Celular”. Departamento de Biologia Celular, Universidad de
Alcalé de Henares, Alcald de Henares, 1991-1992,

José Manuel Andreu.

Il Congreso de la Sociedad de Biofisica de Espaia, Madrid, 1991. European Cyloskeletal Forum. Madrid, 1892,
Workshop on Protein Structure, Function and Engineering, CIB-UCM. Madrid, 1982. (Comité organizador, con Manuel
Espinosa, Ramén Diaz, Jose Luis Garcia y Augusto Silva).

Pedro J. Aparicio.
Chairman del Comité de Cursos Avanzados y Workshops de la Federacién de Sociedades Europeas de Fisiologia Ve-
getal (FESPP) y Miembro del Comité Ejecutivo de dicha Federacion. : '

Maria E. Arias, Aldo Gonzalez y Angel T. Martinez.
Curso de Doctorado “Biodegradacién de la lignina: posibles aplicaciones tecnotogicas”. Facultad de Ciencias Biologicas,
Departamento de Microbiologfa y Parasitologia, Universidad de Alcald de Henares, Alcald de Henares, 1992.

Ramona Beltra.
Curso Monogréfico de Doctorado, “Fitopatologia Bacteriana y Virica”. Universidad Complutense, Madrid, 1992.

Pedro Castafiera.
Miembro del Comité Cientifico de la Conferencia Europea sobre “Biofogical Control and Integrated Crop Protection’.
Vedhaven, Holanda, 1991.

Ramén Diaz Orejas.

Comité Organizador local del EMBO Workshop sobre “Promiscuous Plasmids in Gram-positive and -negative bacterid’.
Las Navas del Marqués, Avila 1992.




Jose Ramoén Diaz Ruiz
Miembro del Comité Asesor de la Infernational Conference on Virology in the Tropics. India, 1991.

Manueal Ezninaea

......... pinosa.
Organizador del EMBO Workshop ‘Promiscuous plasmids of gram-positive and -negative bacteria”. Las Navas del Mar-
gués, Avila, 1992,

Manuel Espinosa, Aldo Gonzalez y Ricardo B. Maccioni.
Curso de Doctorado Internacional “Nuevas tendencias de la biologia celular y molecular: del clonaje al desarrollo y sus
implicaciones en la biotecnologia”. Facultad de Ciencias, Universidad Austral, Chile, 1992.

Antonio de la Hera.
Miembro del Comité Cientifico del “5th international Congress on Cell Biology”. Madrid, 1992.

Rosario Gil.

(Presidente), A. Guinea y S. Serrano (Comité Organizador), 7th European Conference on Cell and Molecuiar Biology of
Ciliates. Toledo, 1991.

Aldo Gonzélez,

- Curso de Magister “Biologia de los hongos”, Instituto de Microbiologia, Facultad de Ciencias, Universidad Austral. Valdi-
via, Chile, 1991,

Nicolas Jouve y Lucas Sanchez
Curso de Dactorado "Citogenética Molecular’ Universidad de Alcald de Henares, Alcala de Henares, 1991-1992.

Vicente Larraga y Jesus Avila.
Curso en la Universidad internacional Menéndez Pelayo, “Biologia Molecular de los Sentidos”. Santander, 1991,

Francisco Javier Medina Diaz.
Secretario General del “5th International Congress on Cell Biology”. Madrid, 1982.
Miembro del Comité Cientifico. “IV Congreso de la Sociedad Espafola de Biologfa Celular”. Valencia, 1991.




Susana Moreno Diaz de la Espina, Ana Minguez y Mercedes Carnota
Curso de Microscopia Electrénica del Gabinete de Formacién del CSIC, 1992.

Flora de Pablo.
Curso de Doctorado “Factores de crecimiento, receptores y mecanismos bioquimicos implicados en la embriogénesis”.
Programa de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad Complutense. Madrid, 1992.

Javier Paz-Ares.

Coorganizador del Workshop “Flower Development”. Fundagion Juan March, 1991.

Miembro del Comité Organizador “Eucarpia Symposium on Genetic Manipulation in Plant Breeding.: Molecular Biology/
Breeding interfase”. Reus/Salou , Tarragona, 1991.

M2 Carmen Risuerio.

Miembro del Comité Cientifico, V Congreso de la Sociedad Espafiola de Biologia Celular, Valencia, 1991.
Miembro del Comité Organizador, V Congreso Internacional de Biologia Celular. Malaga, 1992.

Miembro del Comité Cientifico, EUREM 92. 1992.

Miembro det Comité Cientifico, V Congreso Iberoamericano de Biologia Celular. 1992.

Luis Rivas
Curso en la Universidad Internacional Menéndez Pelayo “Las Enfermedades Olvidadas: Biologia Molecular de los para-
sitos”. Santander, 1891.

Matilde Sanchez Ayuso.

Miembro del Comité Organizador, IV Portuguese-Spanish Congress of Biochemistry. Povoa do Varzim, Oporto, Portu-
gal, 1991

Miembro del Comité Organizador, Vi Congress of the Panamerican Association of Bfochemfcar Societies. Ixtapa, Mexi-
co, Septiembre, 1992.

Lucas Sanchez y Begoiia Granadino
Curso de Doctorado "Genética del Desarrollo”. Universidad de Alcala de Henares, Alcala de Henares, 1992,
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Consuelo de la Torre, y Gonzalo Giménez-Martin
1* Curso de Profiferacidén Celular y Cancer. Universidad Autdnoma del Estado de Morelos e Instituto Mexicano del Se-
guro Social. Cuernavaca, México, 1992.

Consuelo de la Torre, Gonzalo Giménez-Martin y Juan Francisco Giménez Abidn.
Curso Nacional “Proliferacién celular”, Universidad Peruana “Cayetano Heredia”. Lima, Peru, 1991,

Miguel Vicente.
Miembro del Comité Cientifico, IV Congreso Nacicnal de la Sociedad Espaiiola de Biologia Celular. Valencia,1991.
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SEMINARIOS DEL CENTRO

1991
Andrew Balrd, The Wittier Institute for Diabetes and Endocrinology, Scripps Memorial Hospital, San Diego, Estados Unidos.
Manuel Benito, Universidad Complutense de Madrid, Madrid, Espafia.
Hermann Bujard, ZMBH, Heidelberg, Alemania.
Pilar Carbonero, ETS de Ingenieros Agronomos, Madrid, Espafa.
Victor Calvo, DANA-FARBER Cancer Institute, Boston, Estados Unidos.
Alejandro de Carlos, Centro de Investigaciones Biolégicas, CSIC, Madrid, Espana.
Félix Claverie-Martin, Boston, Massachussetts, Estados Unidos.
Viadimir G. Debabov, Genetics and Selection of Industrial Microorganisms, Moscu, Rusia.
Maria J. Dziadosz, Nencki Institute of Experimental Biology, Varsovia, Polonia.
Pedro Garcia, Centro de Investigaciones Bioldgicas, CSIC, Madrid, Espafia.
J.A. Garcia Sanz, Univesity of Miami, Miami, Estados Unidos.
ANonse Gierl, Ma;-Planck Institute, Colonia, Alemania.
Myron Goodman, Univerity of Southern California, Los Angeles. Estados Unidos.
Peter Gruss, Max-Planck Institute of Biophysical Chemistry, Gétingen, Alemania.
Fanny Guzmaén, Institute de Inmunologia, Hospital S. Juan de Dios, Bogota, Colombia.
Gerald Holmquist,City of Hope Biology Department, Duarte, California, Estados Unidos.
Flogei Hull, John Innes Institute, AFRC, Institute of Plant Science Research, Norwich, Inglaterra.
Nancy Hogg, Imperial Cancer Research Center, Lincon’s Inn Field, London, Inglaterra.

W. Kabsch, Max-Planck, Institut fir Medizinische Forschung, Heidelberg, Alemania.




Lukas Kiihn, ISREC, Lausanne, Suiza.

S.K.A. Law, Oxford University, Oxford, Inglaterra.

Michelle Letarte, Hospital for Sick Children, Toronto, Ontario, Canada.

Cathie Martin, John Innes Institute, Norwich, Inglaterra.

Luis Martin Parras, Centro de Investigacionas Bioldgicas, CSIC, Madrid, Espafia.

Don Mason, MRC, Cellular Immunology Unit, University of Oxford, Oxford, Inglaferra.

John McCarthy, Federal Research Center in Bictechnology, GBF, Braunschweig, Alemania.
Alexander S. Mironov, Genetics and Selection of Industrial Microorganisms, Mosci, Rusia.
Sergio Moreno, ICRF, Cell Cycle Control Group, Oxford University, Oxford, Inglaterra.

W. Neupert, Institute fur Physiologische Chemie, University of Munich, Alemania.

Carol Newlon, New Jersey Medical School, Newark, NJ, Estados Unidos.

Dietrich Nies, Instituto de Fisiologia Vegetal y Microbiana, Universidad Libre de Berlin, Berlin, Alemania.
Flora de Pablo, Centro de Investigaciones Bioldgicas, CSIC, Madrid, Espania.

Ferdinando Palmieri, Universidad de Bari, ltalia.

* Eugenia Paton, Institute of Molecular Biology and Genetics, Academy of Science. Kiev, Ucrania.

Mark Ptashne, Harvard University, Massachusetts, Estados Unidos.

lvan Raska, Institute of Experimental Medicine, Czechoslovak Academy of Science, Praga, Checoslovaquia.

Jossé Francisco Rodriguez, Centro de investigaciones Bioldgicas, CSIC, Madrid, Espafia.

Trudi Schupbach, Princeton University, New Jersey, Estados Unidos.

J.R. Sokatch, University of Oklahoma, Estados Unidos.

Carlos J. Tandler, CONICET, Instituto de Biolgia Celular, Universidad de Buenos Aires, Argentina.

W. Timberlake, Universidad de Georgia, Estados Unidos.

Kenneth N. Timmis, GBF, Braunschweig, Alemania.
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Ana Aranda, Instituto de Investigaciones Biomédicas, CSIC, Madrid, Espafia.

Jesus Avila, Centro de Biologia Molecular, CSIC, Madrid, Espafia.

Ronald Berezney, Department of Biological Science, State University of New York, Buffalo, Estados Unidos.

Luis Blanco Dévila, Centro de Bioclogia Molecular, CSIC, Madrid, Espafia.

Rafael Blasco, Laboratory of Vira! Diseases, NIAID, NIH, Estados Unidos.

Harald von Bohemer, Basel Institute for Immunology, Basel, Suiza.
Clement Bordier, Universidad de Los Angeles, Estados Unidos.

Paola Bovolenta, Instituto Cajal, CSIC, Madrid, Espafa.

Hans Jérg Biihring, FACS, Laboratory. Medical University Clinic, Tabingen, Alemania.

Asuncién Contreras, Servicio de Genética Molecular, Hospital Ramén y Cajal Madrid, Espafia.

Nicole Le Douarin, Institut d’'Embryologie Cellulaire et Molécuiaire. CNRS, Nogent-sur-Marne, Francia.

J. Estruch, Max Planck Institut, Colonia, Alemania.

Angel Ezquerra, Fundacién Jiménez Diaz, Madrid, Esparia.

Raul Fernandez Donoso, Universidad de Chile, Santiago, Chile.
Walter J. Gehring, Biozentrum der Universitat, Basel, Suiza.

Kenn Gerdes, Universidad de Odense, Odense, Dinamarca.
Winship Herr, Cold Spring Harbor Laboratory, NY, Estados Unidos.
M. Hollosi, Edtvas University, Budapest, Rumania.

José Carlos Gutiérrez, Basel Institute for Immunology Basel, Suiza.

Guido Kroemer, Centro de Biologia Molecular, CSIC, Madrid, Espafa.

A. M. Kropinski, Queen's University, Kingston, Ontario, Canada.
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Johnt McCarthy, Federal Centre for Biotechnological Research, GBF-Braunschweig, Alemania.

Rosa Magda Alvarado Mallart, INSERM, Paris, Francia.
Diego de Mendoza
Alessandro Moretta, istituto de Istologia ed Embriologia Generale, Genova, Italia.

David G. Nicholls, University of Dundee. Inglaterra.

Angela Nieto, Institutc de Neurobiologia Ramén y Cajal, CSIC, Madrid, Espafia.

Tokindo Okada, President of Okazaki Natinal Research Institute {ONRI), Myodaiji-Cho, Okazaki. Japén.
Emmanuel Pantos, SERC, Daresbury Laboratory, Inglaterra.

Enzo Paoletti, Virogenetics Corporation. Rensselaer Technotogy Park. Troy, New York, Estados Unidos.
Miguel Angel Peiialva, Centro de Investigaciones Biolégicas, CSIC. Madrid, Espafia.

Friedrich Propst, Ludwig Institute for Cancer Research, Norfolk Place. London, Inglaterra.

Fritz Propst, St. Mary’s Hospital Medical School, London , Inglaterra.

Chris Proud, University Walk, Bristol, Inglaterra.

Mariano Rocchi, Universitat di Bari, Italia.

Enrique de la Rosa, Centro de Investigaciones Biologicas, CSIC. Madrid, Espafa.

Lawrence Rothfield, University of Connecticut Health Center, Farmington, Connecticut, Estados Unidos.
Katia Ruel, Centre de la Recherche des Macromolecules Vegetales, CERMAV, CNRS, Grenoble, Francia.
Eduardo Santero, Facultad de C. Biolégicas, Universidad de Sevilla, Sevilla, Espafia.

Uell Schibler, University of Geneva, Geneva, Suiza..

José Manuel Sogo, ETH, Zurich, Suiza.

Gloria del Solar, Centro de Investigaciones Bioldgicas, CSIC, Madrid, Espafia.

Nigel K. Spurr, Imperial Cancer Research Fund, Potters Bar, Inglatera.
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Joaquin Teixidé, Seccién de Inmunologia, Hospital de la Princesa, Madrid, Espafa.
Isabel Varela, Instituto de Investigaciones Biomédicas, CSIC, Madrid, Espafa.
Fernando F. Vargas, National Institutes of Health, Bethesda, Estados Unidos.
Eladio Vifiuela, Centro de Biologia Molecular, CSIC, Madrid, Espafia.

Eric Wieschaus, Princeton University, Princeton, Estados Unidos.

Moshe Yaniv, Institut Pasteur, Paris, Francia.
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DIRECTOR: DIRECTOR EN FUNCIONES:
Lucas Sdnchez Manuet Espinosa
{Hasta 1/1892 y en Funciones Hasta VI/1992). {Desde V1/1992)
VICEDIRECTOR: VICEDIRECTOR EN FUNCIONES:
Augusto Silva Aldo Gonazilez
(Hasta VI/1992) {Desde VI/1982)
GERENTE: SECRETARIA:
Elena Cuesta. Ana Chao

Luis Garcia Yzs{
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Domingo Arranz Escudero (Jefe do Servicio)
Esther Escribano Arranz Margarita Fernandez Garcia
Estrella Gonzalez Herradura Natividad Gutiérrez Garcia
Reyes Llaguno Pérez
'ALMACEN Y COMPRAS
Ramon Serrano Coronado (Jefe de Servicio)
Gregorio Bodega Mufioz José Cleto Carnero Santas
Purificacién De Chorro de Villaceballos Manuela Ortiz de Viliajos
M® Teresa Ramos Jiménez Ezequlel Toribio Toribio
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Antonio Garcla Alvarez (Jefe de Servicio)

Lorenzo Alonso Macarrén Y 7.?5 Angel Arranz Bombin

José Cahanas Olivares Gregorio Cano Martin

José Ferndndez Ferndndez Delfin Gonzalez Hernandez
Sebastian Hijosa Garcia Francisco Javier Manzano Lépez
Maria Jesus Montero Rubio Angel Pacheco del Olmo
Antonio Pérez Pardo José Santiago Rojo

Juan Miguel Tijero Pdramo Manuel Ramén Toro Monsalve
Antonlo Vallejo Dominguez Paloma Velasco de la Roca

Herminia Gutiérrez Garcia M? Victoria Lafita Togores
M® Carmen Partearroyo Lacaba Olvido Partearroyo Lacaba

Pedro Lastres Varo

Eloy Blanco Marcos Juana Gonzélez Arribas
M! Dolores Guirao Rey M2 Angeles Ollacarizqueta

Mario Garcia Lacoba 433y




José Manuel Angulo Zapater Yz3y

Blanca Pérez Maceda
Alejandra Martin Ruiz

José Blanco Marcos Yz92 Rosa Diaz Lépez
Aurello Hurtado Caro Ricardo Ufia Marin

Marta Cebridn Echarri

Javier Varela Espinosa




_ BIBLIOTECA Y REPROGRAFIA

Evencio Cabrerizo de las Heras 42 74 M2, Esperanza Cabrero Alonso YZ9€
Manuel Fernandez Amor Angel Gutiérrez Sanz s A A
M? Antonia Hermida Gonzilez U Z23¢ Concepcién Lépez Hermida
J. Miguel Soto Estébanez M? Jesus Vilela Manrique
: ~ 'CROMATOGRAFIA
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Diego Diaz Izquierdo
Gabino Garcia Amaya
Manue! Moreno Calle
~ ESTERILIZACION Y MEDIOS
Matilde Delgado Cebrian
Carmen Diaz Amado Cabanillas
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Julia Anades Besnard — Y 133 Enriqueta Arévalo Garcia
Encarnacion Sanchez Ruiz Felina Somolinos Garcia

Visltacion Vazquez Vazquez
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Manuel Arauna Montero
Diego Garcia Herraz
Cella Lépez Adsuara
Lorenzo Montero Vera
Julidn Romero Orihuela

Elisa Ballesteros Villamayor
Juana Encabo de Blas

Sala Fuentes Romero

Maria Jiménez Contreras
Carmen Lépez Castellanos
Isabel Lépez Romera
Bdrbara Moreno Jiménez
Soledad Pastor Encabo

Francisca Valle Rubio

Florentino Flor Fernandez
José M. Gordilio Rodriguez
Julidn Lépez Ramirez
Domingo Muriel Mufioz

Blasa Carrion Ferndndez
Purificacion Fernandez Ortiz
Remedios Galan Iglesias
Felicidad Lara Martinez
Maria Lépez Ramirez

Luisa Meseguer Fabregat
Piedad Otazo Castromonte
Carmen Pérez Macarron




RESUMEN DE DATOS ECONOMICOS

El presupuesto total de funcionamiento del CIB en el afio 1992 ha presentado un notable incremento en todas las
partidas presupuestarias respecto a 1991. Como se observa en los gréficos, el capital invertido para 1992 ha ascendido
a 1.524.749.083 pts. De esta cantidad, un 57% ha correspondido a gastos de personal, un 26% ha correspondido a do-
tacién por proyectos, cursos tematicos y acciones especiales y un 17% a los ingresos obtenidos para infraestructura del

Centro.

DOTACION
DEL C l. B

1992: 1:524.747

En miles de pts.

INGRESOS
PHOYE}TOS

PRESUPUESTO

ASIGNADQ PARA LA
INFRAESTRUCTURA -

DEL CENTRO

1992: 259,137

PERSONAL

GASTOS DE

1991 851 550

1992:882.929




Dotaciones a Proyectos

Milas
/ 224 524
250 ER” R
- 183.8
200 R
150
§1.422
K 66 74 71,122
100}’ 521028 'ig 868 . A R
. L i 27.185
501
3 i
OPHDGRaMJ\cmN EAR:} PROGRAMAS -ACCIONES
CIENTIFICA. -CONTRATOS FINANCIADOS ESPECIALES

DGICYT ¥ C.A M. FIRMADCS CON LA POR LA C.E.E. -RELACIONES

EMPAESA PRIVADA. INTERNACIQNALES.

\TOTAL:
1991.347.569

| 1982.382,681

M 1002

DESGLOSE DE LOS GASTOS DE PROYECTOS EN 1992

FUNGIBLE Y OTROS 238%
144,780

ég:&E‘lrj;ﬁng{?BLE PERSONAL 8%
’ 29.059
VIAJES Y CONGRESOS
BIBLIOGRAFIA Y 25.746 7%

PUBLICACIONES 1%
4,048 REMANENTE 17%
66,870




DESGLOSE DEL PRESUPUESTO ASIGNADO PARA LA INFRAESTRUCTURA OEL CENTRO 1982

PRESUPUESTO ORDINARIOC
B8.393 34%

OBRAS NUEVO
EDIFICIO

48447 19%

ACCIONES ESPECIALES DE APOYQ INFRAESTRUCTLIRA

APOYO A LA 58.603 23%
INFRAESTRUCTURA EXPLOTACION COMEDOR
51.766 20% 11839 &%

En mites de pts.

Desglose de Gastos de Servicios por Conceptos

En miles de pta.

Consumos 14% Remanente 2%
41,633

Contratos Persanal 2%

6.687 inventariable 19%

59.11¢

Obras 18%
57.154
~ Reparacién y 8%
Conservacion
Edificic
Explotacién 24.240
Comedores 4% Comision Cientifica 1%
10.944 CIB. 4002
Publicacionas 8% o e
25154 Fungible 28%

68.612




EVOLUCION DEL NUMERO

DE PUBLICACIONES Y SU IMPACTO




Evolucién del nimero de articulos en el SCI™
por bienio

N° de articulos

1987-88 1989-90 1991-92
Bienio de l1a Memoria del CIB

Evolucién del nimero de articulos en el SCI
por Investigador

2,05

1,95

k-

1,85

N° de articulos /
investigador
L i

w -

1987-88 1989-90 1991-92
Bienio de la Memoria del CIB

*SCl= Science Citation Index
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Evolucion del Factor de Impacto

;é _
g
i
g
ol
3
Tt
3
3
=
1987-88 1989-90 1991.92
Revistas en las que los investigadores del Bienio de la Memoria del CIB

CIB publican mas frecuentemente
(1991 - 1992 )




INDICE DE INVESTIGADORES EN PLANTILLA

Nombre

e-Abrisqueta Zarrabe, J. Antonio
-Alonso Sanjuan, Pilar

s -Aller Tresguerres, Patricio

* -Andreu Morales, J. Manuel

» -Aparicio Alonso, Pedro J.

+ -Barasoain Blasco, Isabel

-Beltra Martinez, Ramona

-Bernabéu Quirante, Carmelo

-Botella Cubelis, M2 Luisa

-Canovas Palacio-Valdés, José L.

-Casado Moragén, Angela

-Castanera Dominguez, Pedro

-Castresana Fernandez, Carmen

-De L.a Hera Martinez, Antonio

-De La Torre Garcia Quintana , Consuelo.

-De Lorenzo Prieto, Victor

-De Pablo Davila, Flora

-De Torrontegui y Pico De Coafia, Gertrudis

-Del Mazo Martinez, Jesus

-Diaz Orejas, Ramén

-Diaz Ruiz, J. Ramén

-Espinosa Padron, Manuel

-Esponda Fernandez, Pedro

-Fernandez Gémez, M2 Encarnacion

-Fernandez Tresguerres, M2 Elena

-Garcia Fernandez, M2 Carmen

-Garcia Gonzdélez, Pedro

-Garcia Hermida, Cfelia

v -Garcia Lopez, Ernesto

« -Garcia Lopez, José Luis

» -Gareia Luque, Isabel

» -Garcia Mendoza, Concepcidn

»

]

- ®n g * g 0 a4 = & & % OB g

- o " @

-Garcia Pardo, Angeles

-Gil Ferndndez, Carmen
-Giménez Gallego, Guillermo
» -Goday Baylina, Clara

s+ -Gémez Alarcén, Gonzalo

-

Escala

Investigador C.

Investigadora C.

Colaborador C.
Investigador C.
Profesar |

Colaborador C.

Investigadora C.

Investigador C.
Colaborador C.
Profesor \.
Colaboradoer C.
Profesor |
Colaborador C.
Colaborador C.
Profesor I.
Colaborador C.

Investigadara C.
Investigadora C.

Colaborador C.
Investigador C.
Profesor .
Profesor 1.
Investigador C.

Investigadora C.
Colaboradora C.
Colaboradora C.

Colaborador C.

Colaboradora C.

Profesor I.
Investigador C.

Colaboradora C.
Investigadora C.
Colaboradora C.
Investigadora C.

Investigador C.

Colaboradora C.

Colaborador C.

(Dr. C. Bioldgicas, 1968)
(Dra. C. Naturales, 1959)
(Dr. C. Bioldgicas, 1979)
(Dr. C. Bioldgicas, 1976)
(Dr. Farmacia, 1971)
(Dra. C. Bicl6gicas, 1976)
{Dra. Farmacia, 1955)
(Dr. C. Quimicas, 1977)
(Dra. C. Bioldgicas, 1981)
{Dr. Farmacia, 1964)
(Dra. C. Biolégicas, 1962)
(Dr. Ing. Agrénomo, 1981}
{Dra. C. Biolégicas, 1984)
{Dr. Medicina, 1986)
(Dra. Farmacia, 1969)
(Dr. C. Quimicas, 1983)
{Dra. Medicina, 1979}
(Dra. Ciencias, 1963)
(Dr. C. Biologicas, 1978)
{Dr. C. Quimicas, .1976)
{Dr. Farmacia, 1971)

(Dr. Ciencias , 1969)

{Dr. C. Bioldgicas, 1979)
{Dra. C. Quimicas, 1966)
(Dra. Farmacia, 1971)
(Dra. C. Quimicas, 1962}
(Dr. C. Quimicas, 1982)
(Dra. C. Bioldgicas, 1975)
(Dr. C. Biologicas, 1974)
(Dr. C. Quimicas, 1980)
(Dra. C. Biolégicas, 1983)
(Dra. Farmacia, 1964)
{Dra. C. Quimicas, 1976)
(Dra. C. Biolégicas, 1963)
(Dr. C. Biolégicas, 1977)
{Dra. C. Bioldgicas, 1980)
(Dr. Farmacia, 1976}
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Nombre

-Gonzdlez Becerra, Aldo
-Gonzalez Ferndndez, Aurora
-Gutiérrez Martin, Carmen
-Gutiérrez Rueda, Carmen
-Hernandez Valenzuela, Pablo
-Jarefio Cafiada, M? Asuncién
-Krimer Smunis, Dora Beatriz
-Larraga De Vera, Vicente
-Leal Ojeda, J. Antonio
-Lépez Abella, Dionisio
-Lépez Garcia, Paloma

s -Lépez Garcia, Rubens

e B W ® W

-Marquet Espinosa, Alberto
-Martin Gonzalez, Antonio
-Martin Requero, M2 Angeles
-Mantinez Ferrer, Angel T.
-Martinez Hernandez, M? Jests
-Medina Diaz, F. Javier
-Mollinedo Garcia, Faustino
-Moreno Diaz De La Espina, Susana
-Novaes Ledieu, Monique
-Parrilla Sanchez, Roberto
-Paez Abril, Eduardo

-Paz-Ares Rodriguez, F. Javier
-Pefialva Sotc, Miguel A.
-Peérez Silva, Gonzalo

-Pérez Urena, M2 Teresa

¢ -Ramirez De Verger, Juan M.

-Reyes Ramirez, Fuensanta
-Rial Zueco, Eduardo
-Risuefio Almeida, M2 Carmen.
-Rivas Lépez, Luis

-Robles Chillida, Elias M.

* -Rodriguez De Cordoba, Santiago

-Rodrigusz Murcia, Carlos
-Rojo Hermandez, Jose M2
-Ronda Lain, Concepcién
-8anchez Ayuso, Matilde
-8anchez Rodriguez, Lucas
-8anchez Serrano, José J,
-Schvartzman Blinder, Bernardo

HEE DE INVESTIGADORES EN P

Escala

Colaborador C.

Investigadora C.
Colaboradora C.
Colaboradora C.

Colaborador C.

Colaboradora C.
Colaboradora C.

Profesor |,
Investigador C.
Profesar I.

Investigadora C.

Profesor |.
Colaborador C.
Investigador C.

Cotaboradora C.

Investigador C.

Colaboradora C.

Cotaborador C.
Investigador C.

Colaboradora C.
Investigadora C.

Profesor |.

Colaborador C.
Investigador C.
Investigador C.
Colaborador C.

Investigadora C.

Profesor I.

Investigadora C.

Colaborador C.

Investigadora C.

Colaborador C.
Colaborador C.
Investigador C.
Investigader C.
Investigador C.

Investigadora C.
Investigadora C.

Investigador G.
Investigador C.
Colaborador C.

(Dr. C. Bicldgicas, 1986)
(Dra. C. Bioldgicas, 1964}
(Dra. C. Bioldgicas, 1988)
(Dra. Farmacia, 1962)
(Dr. C. Biologicas, 1984)
(Dra. C. Biolégicas, 1968)
(Cra. C. Biolégicas, 1979)
(Dr. C. Bioldgicas, 1874)
(Dr. Farmacia, 1965)
(Dr. C. Biolégicas, 1977)
(Dra. C. Biologicas, 1978)
(Dr. C. Biolégicas, 1966)
(Dr. C. Bioldlogicas, 1974)
(Dr. C. Quimicas, 1966)
(Dra. C. Biclogicas, 1978)
(Dr. C. Biologicas, 1976}
(Dra. C. Biclégicas, 1880)
(Dr. C. Bioldgicas, 1979)
(Dr. C. Quimicas, 1982}
(Dra. C. Biclogicas, 1975)
(Dra. C. Fisicas, 1961)
{Dr. Medicina, 1968)

(Dr. C. Biolégicas, 1981}
(Dr. Ing. Agrénomo, 1984)
(Dr. C. Bioldgicas, 1982)
(Dr. C. Biologicas, 1966)
(Dra. Farmacia, 1961)
{Dr. C. Quimicas, 1965)
(Dra. C. Quimicas, 1864)
(Dr. C. Biolégicas, 1984)
(Dra. C. Bioldgicas, 1967)
{Dr. C. Quimicas, 1984)
(Dr. Farmacia, 1969)

{Dr. C. Bioldgicas, 1981)
(Dr. Veterinaria, 1962)
{Dr. C. Biotégicas, 1978)
{Dra. C. Biclégicas, 1970)
{Dra. C. Quimicas, 1968)
{Dr. C. Bioldgicas, 1976)
{Dr. C. Bicldgicas, 1982)
{Dr. Ing. Agrénomo, 1978}

Teléfono Pag.

a414................. 134
4305 ...cviervnranes 64
4272 ....coinceiien 12
4386 ......cieiniens 161
4232......cceeiiini 53
4395 ....ocvernvennnee 155
4238......cceenine 53
4207 ... 80
4437 ...ccriins 130
4404 ........coiniems 21
4203 89
- ] S 29
4245........cceueee 80
4436......occrcnraer 150
E ¥-.L J— 36
4407 ... 134
4439 ................. 132
L 7.1 [R— 123
4274 ... 1
L L — 123
4262........co000e0n 128
4225 ... 36
4387 ... 157
214................ 142
4358 .....ccceiiieni 107
3 | | 86
4369......ccccceue 76
4441 ... 132
4336 ..c.vncerniennions 78
4230 ....cvviivennren 146
4234...cccocincernien 80
L Y. £ — 114
4432 ....ccciieerinenie 21
5627622 ..........c00001nee 28
L. 7' I S 34
4426 ..oiieiirernininen 99
4225........coeuue. 36
4322 55
212................. 116
4233.....cocie 56



Nombre Escala Teléfono Pag.

~ -Silva Gonzélez, Augusto Colaborador C, (Dr. C. Bioldgicas, 1981) -7 L 3 — 28
-Teixidd Calvo, Joaquin Colaberador C. (Dr. C. Bioldgicas, 1985) 4023347

« -Torroja Cabanillas, Eduardo Investigador C. (Dr. C. Biolégicas, 1962) 4323 ...ccrrinvesrninn 55

s -Vicente Mufioz, Miguel Investigador C. {Dr. C. Biolégicas, 1972) 4375 c.eeerecansrres 96

< -Vidal Caballero, Miguei A, Colaborador C. {Dr. C, Biolégicas, 1984) 4382 44
-Vilas Minondo, Pilar Investigadora C.  (Dra. Farmacia, 1964) 43 e 161

(NOTA: El listado telefdnico incluye los cuatro digitos de la extension cuando se marca la centralita del CIB, 564-45-62,
salvo lineas directas indicadas por siete digitos).
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