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La aparicion de mutantes espontaneos
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La hibridacion
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La irradiacion
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Los triticale: una nueva especie

Interspecific combinations of wheat and rye that produces hexaploid
and octaploid triticales.

Hexaploid triticale
ABR genome

f
| I

Triticum taschii Triticum turgidum var. durum Secale cereale

D genome Durum wheat Rye
AB genome R genome

Triticum aestivum

Common wheat
ABD genome

!

Octaploid triticale
ABDR genome
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A GENETIC STUDY OF WHEATxRYE HYBRIDS AND
BACK CROSSES!

By Vicror H. FLoreLn?
Associate Agronomist, Office of Cereal Crops and Diseases, Bureau of Plant Industry
United States Department of Agriculture
INTRODUCTION

A number of present-day wheat breeders are back crossing wheat
Xrye hybrids as a possible means of improving winter wheat. Al-
though bread wheats are superior in quality to rye, some rye varieties
possess certain characters, such as winter hardiness, which would be
very valuable if they could be transferred to wheat. A limited degree
of success in transferring rye characters to wheat has been achieved,
but the manner of transmission is not definitely known. The high
degree of sterility characteristic of wide crosses such as that between
wheat and rye has not been overcome completely in the new strains
possessing tye characters. The main objects of the experiments
here reported were to obtain further information on the manner in
which rye characters mag be transferred to wheat and to study the
degree and causes of sterility and the relationship of characters in
successive generations of hybrids.

REVIEW OF LITERATURE

There is a considerable body of literature on experiments with
wheat ¥ rye hybrids. A fairly complete review of such experiments
has been made by Bleier (2)° and others. Only those references
which have a bearing on the present paper will be cited here.

The wheat X rye cross * usually is not difficult to accomplish, but
until recently the reciprocal cross has been considered impossible.
Many workers report only a low percentage of kernels from wheat
K rye crosses, while others report a high percentage. Backhouse (1),
using & Chinese wheat supplied by Biffen, reported percentages up to
80. Thompson (I6), utilizing the same wheat, stated that it was
not difficult to get 90 per cent of erossed kernels in P,.  Nina Meister
and Tjumjakoff (13) reported up to 60 per cent. Leighty and Sando
(10), also crossing a Chinese variety with rye, obtamed a 90.5 per
cent set of seed. The variety of Chinese wheat used by Leighty and
Sando has a clavate spike and is red kerneled, while the one used by

1 Recelved for publication Nov. 17, 1980; issued March, 1831. Cooperative mve.r.t.%a_l.ims. Agrieul-
tural Experiment Station of the University of California and Office of Cereal Crops and Diseases, ‘Burean
of Plant Industry, U. 8. Department of Agriculture. The study hers reported was snbmitted in August,
1929, Lo the faculty of the gmlua[tegehool of the University of California in partial fulfillment of the require-
ments for the degree of doctor of phi ¥, ; .

1 The writer ng‘s‘jls! 1o cxpress appreciation to R, E. Clausen, Fruf('mrr of genetics, University of Cali-
formia, for his helpful suggestions in this experiment, and to J, Allen Clark, of the Office of Cereal Crops
and 3, for Wss{;ﬁms 88 to crosses gnd parentsl matérial. . A. Wiebe, assistant agronomist 1
charge of the perative I-ag ¥ at University Farm, Davis, Calil, assisted ma-
tcr]afl_v in providing facilities for growing and harvesting Fy material at Davis in 1620,

i el is by mimber (Halic) to Liternture Cited, p. 338,

.+ In the designation of a cross the female parent will appear first throughout this paper.

Tournal of Agricultural Research,

Washington, D, C.
32736—81——1 (315)

Mar, 15, 1631
Key No. G-763
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Llega la ingenieria genética

v Permite trabajar con

genes aislados en lugar
de hacerlo con genomas

v Las mejoras se

direccionan: ya no hay
azar

v Como consecuencia el

conocimiento molecular
de la modificacion
genética introducida es
mucho mas elevado

v Permite saltar la barrera

de especie



Surgen los alimentos y cultivos transgénicos
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Cultivos transgénicos en el 2009

GLOBAL AREA OF BIOTECH CROPS
Million Hectares (1996-2009)

B :5 Biotech Crop Countries

i) Se plantaron 134
millones de Has de
plantas transgénicas
(7,2% mas que en el

ii)zpapf bsaron 14 millones
de agricultores (90% en

paises del Tercer
Mundo)

ilii) Se cultivaron en 25
paises en todo el
mundo (el 46% de los
cultivos se dan ya en
paises del tercer

ivinGatisopaises en Europa
cultivaron
transgénicos, entre
ellos Espana



Resistencia a herbicidas
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Maiz resistente al ataque de insectos

Proteina
Bt

B. thuringiensis




Arroz con provitamina A

IPP

\

GGPP
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v El problema del hambre en el mundo no se resuelve sélo
con genética, precisa sobre todo de medidas politicas y
sociales

v No hay datos cientificos que avalen las posiciones
contrarias



v Los transgénicos autorizados
son los alimentos mas
evaluados de toda la historia
de la alimentacion

v Siguiendo los criterios de
OMS, en todos lo alimentos
transgénicos autorizados se
ha analizado la composicion
nutricional, la alergenicidad y
la toxicidad

v No hay datos cientificos que
permitan concluir que
cualquiera de todos estos
alimentos transgénicos sean
mejores o0 peores para la
salud del consumidor aue los

SAFETY EVALUATION
OF FOODS DERIVED

BY
E MODERN BIOTECHNOLO!

CONCEPTS AND PRINCIPLE

foods produced by
. biotechnology

APPLICATION OF THE PRINCIPLES
OF SUBSTANTIAL EQUIVALENCE
TO THE SAFETY EVALUATION OF FOODS
OR FOOD COMPONENTS
FROM PLANTS DERIVED
BY MODERN BIOTECHNOLOGY

Report of a WHO Workshop

WORLD HEALTH ORGANIZATION
FOOD SAFETY UNIT

1985




Wenty questions on genetically modified foc

Los alimentos genéticamente modificados
actualmente disponibles en el mercado internacional
han pasado las evaluaciones de riesgo y no es
probable que presenten riesgos para la salud humana.
Ademas, no se han demostrado efectos sobre la salud
humana como resultado del consumo de dichos
alimentos por la poblacion general en los paises
donde fueron aprobados.

http://www.who.int/fsf/GMfood/



El riesgo ambiental

v No hay una
metodologia
desarrollada; se hacen
liberaciones previas
controladas

v  Hay tres riesgos
posibles: transferencia
de genes, descenso de Ila
biodiversidad, dano a
otras especies

v Son los mismos riesgos
que tienen Ilas plantas
convencionales; no se
detectan nuevos riesgos

v El problema real es la



El riesgo economico (I): el despertar chino

v En el 2001-05 el gobierno chino
destino 15000 millones de
dolares a proyectos
biotecnologicos; en el 2006-10
han prometido un 400% de
incremento de fondos

v El actual Programa Nacional de
Biotecnologia trabaja con mas
de 130 variedades transgénicas
de arroz y 100 genes concretos
y con 55 variedades de algodon
transgénico

v. Han aprobado diez cultivos
transgénicos para consumo
humano (algodon, maiz, soja y
patata). Ya cultivan
experimentalmente arroz Bt y

7
-~ papgagnmy dapam et FAalar2mfFa = I




v En el 2006 el 98% de la soja

plantada en Argentina era
transgénica (solo el 18% era
semilla certificada)

Se han alcanzado rendimientos de
mas de 6 toneladas de haba/Ha
por siembra directa, con Ia
consiguiente reduccion de
consumo energético y erosion,
unida a un aumento de
biodiversidad

En Ila campanha 1994-95 una
hectarea de soja costaba 182
dolares/Ha; hoy <cuesta 117
dolares/Ha

En Ila campana 1994-95 |Ilos
agricultores argentinos gastaban
78 dolares/Ha en herbicidas; hoy
gastan 37 ddlares/Ha y se ha

[N RPN PR . =i~ PN VN BN o Ya 104




: Otros paises en

v Iran en el ano 2004 fue el primer
pais en cultivar
experimentalmente arroz
transgénico (Tarom molaii Bt)
con el que ha logrado frenar la
importacion de mas de un millon
de toneladas de arroz

v' En febrero de 2005 el gobierno

de Vietnam ha anunciado Ia
creacion de un Programa de
Biotecnologia agroalimentaria
con un presupuesto de 53
millones de euros

v La Agencia Cubana de Noticias
reconocio el 4 de mayo de 2006
que en Cuba se han producido
mas de 100 millones de plantas



El riesgo economico (IV): el caso de la UE

v Falta de credibilidad de
IE1S instituciones
evaluadoras

v" Fuerte presion por parte
de algunas organizaciones
ecologistas sobre E]
industria de distribucion

v El riesgo de no hacer: la
UE esta a punto de perder
este tren

v Alertar versus alarmar

v La crisis econdémica:
cperspectiva de cambio?




Un problema comercial

Papa Clemente Vil
(1500)

Rey Carlos Il - o
(1675) =4
m\%ﬂﬁ

Federico el Grande
(1777)




¢Podemos renunciar a estas tecnologias?

Population: 1800 Population: Today

v La poblacion del planeta aumenta dia a dia; en el ano
1880 poblaban el planeta 800 millones de personas y hoy
ya somos 6500 millones

v La mitad de la superficie del planeta esta ocupada por
ciudades o terrenos agricolas

v Durante los préximos 30 anos se perdera la décima parte
de terreno agricola por erosion, salinidad y cambio
climatico



La secuenciacion genomica

Primer for
replication

Strand to be sequenced

@-Fil: 0= \PRINERZ, ALF Clons; 4, Primer & Antisen
Fun: _ AnEiSanEe Strand//1026 bp Asplified PStl slte//pLUPRT—{

Prepare four reaction mixtures,
include in each a different
replication-stopping nucleotide

A

%

Separate
Replication products by
products of gel electrophoresis
“C° reaction

Read segence as
camplement of bands
containing labeled strands




La secuenciacion genomica masiva

454 GS-FLX ROCHE

SOLEXA ILLUMINA

SOLID APPLIED BIOSYSTEMS

tSMS HELICOS BIOSCIENCE Co.




La pirosecuenciacion vs la secuenciacion
clasica

2006
2 Mb genoma bacteriano 20X
Secuenciacion clasica
8 meses 300000 €

2007-2008
2 Mb genoma bacteriano 20X
APs J N\ Pirosecuenciacion GS-FLX

y B @‘I’”’ 1 mes 20000 €

AL

el Luciferin

Luciferase e L G

Light + Oxy Luciferin

2009
2 Mb genoma bacteriano 20X
GS-FLX Titanium
2 semanas 6000 €




El genoma humano

Eerund the Human Genome Project

i e e s e s eme ' Dasde el afno 2003 disponemos de la

——— Tblh-ﬁ-iluffhﬂqluﬂ- ol paasln

, j “"‘1"“&:,.‘_4.“..._...__ vy secuencia completa del genoma
e _ﬂgmg;ﬂm st humano que esta compuesta por
Marcy mew iscaverics yet to ume! unos 23000 genes; solo conocemos la

funcionalidad de la mitad
Tl'm Pat Farwarn' ,
v' Tan sélo un 2% de nuestro genoma
[T p——— contiene genes , el resto son zonas

"E’F B = Be no codificantes
i g A

v Los genomas de todos los humanos
son practicamente idénticos (99.9%
de identidad)

Scimntific “ismunrr Diverse Appliraﬁmn

. feryrm— aal b bern o gaunaas [177
Rmmrvary Pl
frowetalitdns FIRE

v La mitad de las proteinas codificadas
en los genes de nuestro genoma esta
presente en otros organismos vivos

[T UITTTEE

o b —
21 HLI}{J SrmrmrrmTm e @ | @ Y En muchos casos ya conocemos que
gL T —— f'f.-.?-":-’-"-:f-"f e Saadfi.® | genes de nuestro genoma se

. m—— relacionan con metabolopatias o con

las sensaciones organolépticas



Nutrigenomica y nutrigeneética

Nutrigenomica es la disciplina cientifica que estudia el
efecto de Ilos nutrientes de Ilos alimentos sobre Ila
expresion de nuestros genes

Nutrigenética es la disciplina cientifica que estudia el
efecto de las variaciones genéticas entre individuos en la
interaccion dieta y enfermedad



Genética de la obesidad

v Los ratones mutantes ob/ob
que no producen Ileptina
son obesos; lo mismo pasa
con los ratones mutantes
db/db o las ratas mutantes
fa/fa que son defectivas en
el receptor de leptina

v En humanos hay ¢genes
equivalentes

v  En humanos se han descrito
defectos congénitos en Ia
via de Ileptina que se
asocian a una obesidad
morbida temprana

v En el genoma humano ya se
han identificado mas de 300
genes relacionados con

o~~~ —HA ]~ ]



Otros genomas de interés alimentario

v A fecha de hoy ya se han
secuenciado
completamente 1305
genomas de distintos
animales, plantas %
microorganismos

v Hay otros 7840 genomas
en proceso de
secuenciacion

v. Entre otros se han
secuenciado los genomas
del arroz, Ila Ilevadura
panadera o algunas
bacterias lacticas

v Estan en proceso



Produccion de un isomero especifico

Acido trans-11-octadecenoico (Acido d SUSTRATO
vacceénico)

|

CH, CH, CH, CH=CH CH, CH, CH, CH, COOH

’-desaturase (Saccharomyces cerevisiae)

Acido cis-9-trans-11-octadecadienoico a4 PRODUCTO

(isomerec 29-%11)

CH, CH, CH, CH=CH CH, CH, CH, COOH



Produccion a nivel industrial

—=e—— DO600nm
— = —  Etanol (%)

° [c9-t11] mM
—v— [€@. Vaccico] mM

[c9-t11] mM
OD600nm
Etanol (%)

[€&. Vacc€rico] mM

Tiempo (horas)




Ensayos con ratones

6.00

Weight Increase (g)
N w 5 o

1.00

-

0.00

HOSF diet Tonalin diet Vaccenic acid (O EIREE R MeIE c9-t11 yeast diet



Productividad transgénica

A ACIDO
ACIDO !
D\ VACCENICO VACCENICO

D
a-desaturase A9-llesatu rase,

co-t11 OHFV ¢9-t11




Probioticos eficaces frente a H. pylori

H. pylori NCTC 11637 y NCTC 11638
Aislados de H. pylori de origen clinico (A1, A2, A3,
A4, A5 y A6)




Caracterizacion molecular

TCATGCGACGGAGCTGAAGACGACATGCACACCCTG
TGAACCTGCCCCGGAAGGGAAACGCCTATCTCTGGC
GTCGTCGGGAACATTGTCAAGCCCAGGGTAAGGTTC
TTCGCGATGCATCGAATTAATCCGCATGCTCCGCCGC
ATTGTGCGGGCCCCCGTCAATTTCTTTGAGTTITAGC
CTTGCGGACGTACTCCCCAGGTCGGGACGCTTAACG
CGTTAGCTCCGACACGGAACACGTGGAACGTGTCCC
ACATCCAGCGCTCCACCGTTTACGGAGATGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCACGCTATCGC
TCCTCAGCGTCAGCGACGGCCCAGAGACCTGCCTTC
GCCATCGGAGTTCTTCCCGATATCTACACATTCCACC
GTATACACCGGGTAATTCCAGTCTCTCCTACCGCTCT
TCCTGTCACGCTCCGATACCCGGCGCAAACCCTCCGT
CTAAGCGATGGACTTTCACACCAGTACGCGACGAGC
CGCCTACGTAGCCCTTTAACGCCCCAATCAGAATCCC
GATTAACGTTTTGCTGCGCCTACAGAATTA

Bifidobacterium bifidum




Secuenciacion del genoma

Comparacion de una
cepa probidtica con un
control

i

totales de HNG

1700000

TIWITT (0 L i

!




Mecanhismo de accion
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Purificacion del metabolito

Intercambio cationico (HiPrep 16/10
SP FF)

Fase inversa (RESOURCE RP(C)
Corte a 5000 Da




SEQ. ID. NO:

1139.57 Da

SEQ. ID. NO:

1783.95 Da

SEQ. ID. NO:

1889.97 Da

SEQ. ID. NO:

1978.99 Da

SEQ. ID. NO:

1978.99 Da

SEQ. ID. NO:

2310.26 Da

Identificacion del metabolito

. VYPFPGPIHN
PPFLQPEVMGVSKVKE
DKIHPFAQTQSLVYPF
PYPQRDMPIQAFLLYQ
RDMPIQAFLLYQEPVLG

PQNIPPLTQTPVVVPPFLQPE




Infeccion en C. elegans

Alimentacidn
bacteriana

Animales sincronizados Funcionalidad

Huevos Larvas L1 Adultos

C. elegans + H. pylori Condis:ionets : Recuentos
> ) : experimentales
BA17 fem-1 H. pylori RTQ-PCR



Prevencion de la infeccion en C. elegans

Celegans - H pylori assay C.elegans - H. pylori assay

5,E+08 5,E+08
4,E+08 4,E+08
4,E+08 4,E+08
3,E+08 3,E+08

OE.coli OE. coli

3,E+08
BH.pylori 3,E+08

E, 2,E+08 OH. pylori +cells E,Z,E+08 OH. pylori + cells

BH. pylori

2,E+08 2,E+08
1E+08 1,E+08
5,E+07 5,E+07

1E+00 1,E+00




Prevencion de la infeccion en ratones

Alta variabilidad entre animales en el conteo de H. pylori

Reduccion del numero de ulceras en estomago en los animales alimentados con
CP5

El numero de ulceras/millon copias H. pylori fue mayor en el grupo A

I vehicle
I bifidobacteria

I vehicle

ﬁ I bifidobacteria
14

Study day

Ulceras en estémago Patogeneicidad

Number of ulcers per
stomach
Number of ulcers per
million DNA copies

Study day




Evaluacion de ingredientes funcionales

Estrés

oxidativo
entrifugacion / Alicuotas 1 hora

—»?f  —

Cultivo Lavados (X2) /

o oo 2 ¢ % .. s
. Y s %
N ' 4 ,’ L)

ENSAYO CUALITATIVO ENSAYO CUANTITATIVO

Diluciones Diluciones
Plaquear 5 pL en gotas Plaquear 100 pL por placa




Analisis cuantitativo y cualitativo

R Sin estrés, sin producto

Con producto

Con estrés, sin producto

Con estrés + Con producto

Loy / Con estrés + Con producto (1/10)

CONDICION % DE SUPERVIVENCIA

Control (Sin antioxidante y sin estrés) 100

Estrés (H,0, 1 mM durante 1 hora) 16

Estrés + producto 12% (4 g/L)

Estrés + Green Tea Polyphenols 12% (4 g/L)

Estrés + Green Tea Polyphenols 42% (4 g/L) 26

CONDICION versus POLVO DE % DE
CACAO SUPERVIVENCIA

Control (Sin antioxidante y sin estrés) 100

Estrés + producto convencional (4 g/L) 1,17

Estrés + producto mejorado 12% (4 g/L) 37



Nutrigendmica

Estrés
oxidativo
entrifugacion / Alicuotas % 1 hora
v : |

Cultivo Lavados (X2)
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o
Genes inducidos

ORF Funcion molecular
YOR0O88W Canal de calcio

Indefinida: éactividad DNA polimerasa, unién al
RNA, actividad peptidasa, uniéon a proteinas,
YER160C actividad ribonucleasa?

YOR0O25W Union al DNA, histona desacetilasa (sirtuina)

Indefinida: ¢actividad DNA polimerasa, union al
RNA, actividad peptidasa, union a proteinas,

YLR187W actividad ribonucleasa?

Indefinida: ¢cactividad DNA polimerasa, union al
RNA, actividad peptidasa, union a proteinas,
YJRO29W actividad ribonucleasa?

Indefinida: éactividad DNA polimerasa, union al
RNA, actividad peptidasa, unién a proteinas,
YJRO27W actividad ribonucleasa?

Indefinida: éactividad DNA polimerasa, union al
RNA, actividad peptidasa, uniéon a proteinas,
YER138C actividad ribonucleasa?




Mutantes en sirtuinas

<

a<»

a«<»

a«<»

a2 0 ITea
o>

sz ]

«€=»

s ]

° a @ '5‘,& o @ @ ¢ Control (YPD)
@ = ., 4 YPD + H,0,
YPD + cocoa extract 4 mg/ml

YPD + cocoa extract 4 mg/ml + H202

HST3A

o Control (YPD)
YPD + H,0,
YPD + cocoa extract 4 mg/ml

YPD + cocoa extract 4 mg/ml + H202




Caenorhabditis elegans

ANTERIOR

VENTRAL

v Es un nematodo habitante
habitual del suelo que Vvive
comiendo bacterias de su entorno
en muchas partes del planeta; no
es patogeno animal o vegetal

v’ Tiene un ciclo de vida muy corto
y los individuos adultos apenas
miden 1 mm de longitud

v. Es transparente y se mueve
mediante movimientos reptantes

vSu genoma esta totalmente
secuenciado; tiene 16757 genes
identificados

vElI 50% de los genes humanos

implicados en patologias tienen
genes ortologos en el genoma de
C. elegans



Estrés oxidativo en C. elegans

5 1h
e e
Wi oxidativo
N

CONDICION % DE
SUPERVIVENCIA

Estrés oxidativo sin producto 5

Estrés oxidativo con producto (4 g/L) 39

Estrés oxidativo con producto (4 g/L) 7
en fondo SIR 2.1




El papel bioldgico de SIR 2

Insulin-like
peptides

LONGEVIDA
D



Aumento de la esperanza de vida

- producto

>21 dias

C. elegans

+ producto

CONDICION ESPERANZA DE VIDA
(dias)

Sin producto 15.2
Con producto (4 g/L) 17.8




Modelo de obesidad

v C. elegans acumula grasa en
forma de gotas facilmente
identificables mediante el
empleo de Rojo Nilo

v Mediante Ila generacion de
mutantes utilizando RNAI
co | e iomte | wisoss | e contra todos los genes del

gusano se han identificado
305 genes cuya inactivacion

provoca reduccion del
e i acumulo de grasa y 112 que la
aumentan

v' Muchos de ellos tienen genes
L ortologos en el genoma
humano; estan implicados en

Al =~rnatrit-a w I Framecicarn w ol




A la busqueda de ingredientes contra la

obesidad

v" Pruebas de inhibicion de
actividades enzimaticas
relacionadas con el
metabolismo de las grasas o
con el aprovechamiento de
polisacaridos

v’ Modelos in vivo de obesidad

v El futuro: modelos in vivo de
receptores de flavores y de
saciedad



Modelo de Alzheimer

v. Se han construido gusanos
mutantes que expresan una
porcion del péptido amiloide
humano (AL 1-42) bajo el
control de un promotor
inducible

v Los animales que expresan
dicho gen producen depositos
amiloides que reaccionan con
diferentes colorantes y
provocan la paralizacion del
animal

v' El sistema se ha usado como
bioensayo para cuantificar la
eficacia de diferente
compuestos frente a E]
produccion de los depositos



Péptidos antioxidantes

Oxidative stress (5h) NG (Control)
—m— NG+ Z-Prolyl Prolinal (Positive Control)

—+— NG + Test Compound

g
°
g
N
S
k]
&
z
5
E
2
E
g

survival (%)

] 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
NG+F11 NG+F12

time (days)




Contacto

BIOPOLIS

& +34963 160 299

0 +34 963 160 367

= Poligono La Coma, s/n
46980 Paterna

(Valencia)
www.biopolis.es
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