%&

FOLIO
BASES

GOBIERND DE CHILE
FUNDACION PARA EA
INNOVACION AGRARIA

FORMULARIO DE PRESENTACION DIE PROPUESTA
PROGRAMA DE FORMAC ON PARA LA PARTICIFACION

118 CODIGO
{Uso Interno)

NOMBRE DE LA ACTIVIDAD A LA CUAL ESTA POSTULANDO

VY Encueniro Latinoamericane y del Caribe de Bictecnologia Yegetal.

ANTECEDENTES PERSOUNALES BEL POSTULANTE

o]

o 0 0 O O ©

Noembres y Apellidos : Genevieve Merabachvili Caleige

Lugar ¢ Institucion dende trabaja : Pontificia Universidad Catdlica,
Departamento de Genélica Molecular y Microbiologia, Lab. de Bieguimica
Cargo o sctividad principal : Investigador

Tipo de Relacién contractual

con la empresa u erganisime dende trabaja : Investigador, Jornada

completa

Direccion : Alameda 340

Comuna ‘ : Santiago

Cludad ‘ : Santiage

Regicn : Meftropolitana

Feno : 6862884

Fax : 2225818, atencién Laberatorio de
Bioquimica

E-mail grnerabac@bio.puc.cl

Programa de Formacion para la Innovacion Agraria
Apoyc a 1z Participacién - Convocatoria Espacial
Formuiario de Presentacicn Ao 2004
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S (En caso gy comesponga)

ENTIDAD PATROCHNANT

Nombre :
RUT :
Direccion ;
Comuna :
Ciudad
Regidén
Fono
Fax
E-mail :
Wel :

mn A=z a@n

c 0 © 0 0 0 0o 0O 0 O

TPO DE ENTIDAD PATROGIMANTE

o Tipo de Entidad :
(Sefialar si corresponde a una empresa productiva y/o de procesamiento; organizacién o agrupacion de

vroduciores pequefios, 0 mediancs & grandes; asociacién gremial de preduciores pequefios, ¢ madianos a
grandes; universidad; instituto de investigacion, u otra entidad segin punto i.5 de las Bases Generales)

o Institucion o Entidad : Publica Privada

(Marcar con una cruz en el espacio en blanco si fa entidad responsable corresponde a una piblica ¢ privada)

ANTECEDENTES REPRESENTANTE LEGAL DE LA ENTIDAD PATOCINANTIE

Nombres y Apellidos
RUT _
Cargo o actividad que realiza g
Entidad patrecinanie :
Direcsion :
Comuna
Ciudad
Region
Fone
Fax
E-rnail
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¢ Firma

FECHA DEL PROGRAMA DE ACTIVIDADES

FECHA DE INICIO
(dd/mm/aaaa)

FECHA DE TERMINO
(dd/mmy/aaaa)

COSTO TOTAL DE LA PROPUESTA

FINANCIAMIENTO SOLICITADO A FIA

1§
1 $

20/06/2004

26/06/2004

850.263

608.263 71.5 %
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(Indigue el chistivo general y especificGs ae su particioeciGn en la Aclivided Ge Forimacion pars
ia cuel salicita financiamierito, relacicnence s trabefo con ef everio sf cual cesez 33isli}

Ei trabajo que se busca presentar en este congreso se encuentra dontre del
marco del proyecto de gendmica de vides que actualknenie se esla ejecutando en
nuestra universidad. Gn estc proyecio s¢ busca estudiar la expresidn diferencial do
genes en las plantas de vides en respuesia a infecciones virales, especificamenie frente
a infecciones con GLRaV, utilizando herramientas de genomita funcional como son los
microzrravs. Este virus, asi como vanies olfes, afecian on forma imporianio a los
cultivos de vides lanto de nuestro pais como de olros paiscs, producientd pordidas
eccndmicas imporiantes para los prodiuciores.

El trabaje para presentar en el congreso se encuenira orfentado & esivdiar I
expresion diferencial de genes de vides gue pariicipan en la respuesia generada por
estrés oxidativo uiilizando microarrays como iécnica de andlisis. £l tratamienio
especifico de las plantas de vides se hizo con acido salicilico, ya que este compuesto
se relaciona con un aumenio en los niveles de agenies oxidanies presenies en las
plantas. Ademas, la activacion de algunos mecanisimos de defensa de iazs plantas
depende del acido salicilice. £l objetivo especifico de este trabajo es poder identificar
genes que presenten una expresion diferencial v que iengan relacidon con los
mecanismos de defensa de las plantas, de manera de poder aislarlos vy caracteiizarlos.
Lo que se busca es poder usar esios genes para obtener plantas de vides que sean
mas resistentes a estos iratamientos como también a atagues de patogenos, coimo los
virus que normalmente las afectan.

La asistencia a este congreso permitiria divuigar el trabajo realizado hasta el
momento frenie a un publico especializado en &l campo de la bictecnolegia, o que
representa una gran opoiftunidad, ya que en nuestro pais los estudios utilizando
microarravs como técnica de estudio de expresion de genes recién se estan iniciando.
Esto dificulta el poder interactuar con personas gue conozcan del tema v gue puedan
aportar en forima importante a este trabajo, no solo en lo tedrico sino también en lo
practico como es el analisis de los daios generados en los experimenios.

Nota: En esta o en las olras secciones del documenio se pueden egregar cuantas hojas el
postulante estime necesarfo. Al final del Formulario se adjuntan hojas en blanco para anexar.

Programa de Forinecién para iz Innovacion Agraria
Apoyo a la Participacicn - Convocatonia Especial
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(Incigue los resuitedos esperados producic e su paricipecion en fa Aciividad de Formacicn
para ia cual solicita financiamicnio, seftalando 108 amoiios especificos eri ios cuales splicars los
conocimientos y/o contactos adquiridos, tanifo en ¢f corfo, como en of imedianc vy largs plezo)

Uno de los principales resuliades eaperaces es el poder inderaciuar ¢on personas
qgue trabajen en temas relacionados tanic con la gendémica funcionatl como en vides.
Esta interaccidon puede permilir un mejor desarrote de este preyecto, de manera de
poder obtener mejores resullados finales, va sea 3 nivel de andlisis do resuliados como
de los esiudios posteriores que se generen de ese andlisis. Esios resuliados pueden
estar relacicnados con la caracierizacion ¢e genes de vides gue lengan que ver ¢on
defensa y con ia posibilidad de generar plantas que presenten un mejor mecanismo de
defensa frente a paldgenos, tanto virales como bacierianos y de hongos.

Respecto a los resultados a medianc y largo plaze, se esperae poder dar una
mayor difusion del frabajo de investigacion que se esta desaricilando en nuesro pais y
gue nos permita generar nuevos vinculos con laboratorics exiranjeros que esién
interesados en estas areas de investigacion, Lstos nuevas vinoules pueden abrir la
posibilidad de peder realizar pasantias en laboraionos exiranjeros como la generacion
de proyectos conjuntos en areas de interés para ambos paises. Qe objetive a mediano
plazo se refiere a poder divulgar en nuestro pals las aclividades cientificas que se eslén
realizando en otros paises y que pueden dar una buena vision del avance cientliice que
esta ocurriendo en la region y que permitiria realizar estudios mas acabados y de mayor
importancia.

Programa de Formacion cara la Innovacién Agraria
Apoyo a ia Participacién - Convocatoria Espeaciai
Formulario da Presentacion Ao 2004
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FECHA
(Dia-mes-afio)

ACTIVIDAD

OBJETIVO

Llegar a Republica dominicana,

20/06/2004 Partida desde el aeropuerto de luaar del congreso ' .
Santiago/Chite hacia g g Aerpuero de Santiago, Chile
Republica Dominicana
Inscripcién, registro y
21/06/2004 Llegada a Republica participacién en el Congreso Hotel Hiltan, Punta de Cana
Dominicana. Desplazamiento REDRIO 2004 Republica Dominicana
hacia el lugar del congreso.
Participacion en las
22/06/2004 Congreso REDBIO 2004 actividades del congreso Hotel Hilton, Punta de Cana,
Republica Dominicana
Participacion en las
23/06/2004 Congreso REDBIO 2004 actividades del congreso Hotel Hilton, Punta Cana,
Republica Dominicana
Participacion en las
24/06/2004 Congreso REDBIO 2004 actividades del congreso Hatel Hilten, Punta Cang,
| Republica Dominicana
Participacion en las
25/06/2004 Congreso REDBIO 2004 actividades del congreso Hote! Hilton, Punta Cana,
Partida hacia Chile Republica Dominicana
Volver al Pais al finalizar las
26/06/2004

Arribo a Santiage de Chile

actividades del congreso Aeropuerto de Santiago, Chile

Programz de Formacién para ia Innovacion Agraria
Apoyo a la Participacién - Convocatoria Especial
Formulario de Presentacién Ao 2004
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FECHA N°y TIPO INFORMACION
(Dia-mes-aioy | 1'TODEACTIVIDAD. | OBJETIVO LUGAR | BENEFICIARIOS | A ENTREGAR
Presentacion del informe| Dar detalle de] FIA, Santiago FIA, Santiago
12/07/2004 Tecnico y de gastos congreso
realizados  durante la Informe Escrito
participacion en el
congreso
Presentacion en PowerPoint Divulgar el Laboratorio de Personas vinculadas
2710712004 del trabajo del congreso trabajo y parte Biogquimica, PUC con el ambiente
del congreso cientifico como Presentacion en
profesores, Powerpoint
investigadores, alumnos
de pre- y postgrado
Puesta en la pagina web del Divulgar el Sitio web proyecio | Abierto a todo publico,
30/07/2004 proyectc de genomica de trabajo genarnica _
vides la presentacion hecha Powerpoint

en el congreso

presentado en
el congreso

Programa de Formacién parz 12 Innovacion Agraria
Apoyo a la Paricipacién - Convocatoria Especial
Formulario de Presentacion Ano 2004
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i ITEM COSTOTOTAL | o087 UranTE | SOLICITADO A F!AT N}gei;gnogiﬁg L?N
Pasajes Aéreos Internacionales 382.261 ‘ 382.261 1
E’asajes Aeregs Nacionales

Tasas de Embarque 99.297 89.297 1
Seguro de Viaje 29.205 29.205

Pasajes terrestres internacionales

Pasajes terrestres nacionales

Alojamiento 143.000 143.000 2
Viatico Alimentacion y Movilizacion 50.000 50.600

Matricula o costo de la Actividad de Formacion 97.500 97.500 2
Materiales de trabajos y libros 30.000 30.000

Material de Difusidn 16.000 15.000

Gastos emision de Garantia - 4.000 4.000

y fb:f"AL 850.263 242.000 608.263

Programa de Formacidn para la Innovacidén Agraria
Apoyo a la Participacion - Convocatoria Especial
Formulario de Presentacion Afc 2004
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6.1. Procedencia de Aporte de Contraparte (En pesos):

B , APORTE AR o APORTE OTRA
ITEM APORTE FIA DIRECTO DEL PATROCINANT PROCEDENCIA
POSTULANTE TR E (Especifican)
(Si corresponde)
Pasajes Aéreos Internacionales 382.261
Pasajes Aereos Nacionales
Tasas de Embarque 89.297
Seguro de Viaje 29.205
Pasajes terrestres internacionales
Pasajes terrestres nacionales
Alojamiento 143.000
Viatico Alimentacion y Movilizacion 50.000
Eﬂatr;cul'a) o costo de la Actividad de 97 500
ormacion
Materiales de trabajos y libros 30.000
Material de Difusion 15.000
Gastos émisién de Garantia 4.000
- | TOTAL o 608.263 242.000
S

Programa de Formacion para la Innovacién Agraria
Apoyo a la Participacidn - Convocatoria Especial
Formulario de Presentacion Afio 2004
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6.2. Detalle de Calculo de Costos (En pesos)
(Cuadro Ejemplo)

10

ITEM DE FINANCIAMIENTO COSTO UNITARIO ’féﬁ:ﬁ@ﬁgf COSTO TOTAL N;ggg&ﬁ?\’g’“
Pasajes Aéreos Internacionales 382.261 1 382.261 1
Pasajes Aéreos Nacionales
Tasas de Embarque 99.297 1 99.297 1
Seguro de Viaje 29.205 29.205
Pasajes terrestres internacionales
Pasajes terrestres nacionales
Alojamiento 35.750 4 143.000 2
Viatico Alimentacion y Movilizacidn 10.000 5 50.000
Matricula o costo de la Actividad de Formacion 97.500 1 97.500 2 |
Materiales de trabajos v libros 30.000 1 30.000
Material de Difusion 15.000 1 15.000
Gastos emision de Garantia - 4.000 1 4.000
TOTAL ™ 850.263

Programa de Formacion para la Innovacion Agraria
Apoyo a la Participacion - Convocatoria Especial
Formulario de Presentaciéon Afo 2004




csbimaco Cenevieve Merabashwvi: .
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iuy coriésments nos clrigimes 2 usied para informaris cue au tracejo titulado:
“Estudio de la expresién de @J@ﬁ‘@s de defensa a esiés en vides. utilizando
micrearrays de Arabidopsls thaliana”; recibido en feche 2&-04-2004, fue acestado
para presentarse de manera oral en sl taller XV Hiulade: Zistecnologia aplicada &
Fruistes (li). Este telier ze celeorzra el olg 25-06-2004 ce 75:48-18:00, las
m'esentac’ones tendrén unz duracién de 12 minwios. Fzvor ¢eg informarnos el
formato de su presentasion.

I3

Agradeciendo su parlicipacion en este evento le saluda

Rufine Pérez Bretinan, Ph.D
Presidente Comité Organizador REDBIO 2004

La Duguess, Apartado Fostal No, 380-9 Santo Domingo, Republica Sominicana, D.N.
Tel. (809) 564-4401; Fax {B0S) 564-4400
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ANEXO 1
CURRICULUM VITAE DEL POSTULANTE

Procgrama de Formacion para la Innovacidn Agraria
Apoyo a la Participacion - Convocatoria Especial
Formulario de Presentacion Afio 2004



Genevieve Merabachvili Calonge

Experiencia

Educacion

2003- 2004 Dr. Loreto Holuigue B. Laboratorio de Bioguimica.,
Departamento de Genética Molecular y Microbiologia. Pontificia
Universidad Catolica de Chile

Desarrollo de Tesis de Doctorado

-Estudio de genémica funcional de vides: analisis de ia expresién de genes
inducidos por acido salicilico™

1999-2001 Dr. Nibaldo Inestrosa C. Laboratorio de Neurobiolegia
Mbolecular, Facultad de Ciencias Biolégicas. Universidad Catdlica de Chile.

Ayudante de investigacion en los siguientes proyectos

. - Determinacién del efecto del amiloide en la expresion de AP-1 mediante

geles de retardo. FONDAP-Biomedicina, Facultad de Cs. Biolégicas, PUC

- Determinacion de la expresion de la proteina precursora de amiloide en
Degu mediante RT-PCR. FONDECYT- Dr. Ariel Reyes, Unidad de
Neurobiclegia Molecular, PUC

- Medicidn de 1a expresion ed CGRP en miotubos de rata mediante RT-
PCR semicuantitativo, FONDECYT- Dr. Rebeca Aldunate, Unidad de
Neurobiologia, PUC.

- Efecto del Cobre en la expresion de la proteina prion mediante Northem
blot. Proyecto cobre-CIMM

1997-1999 Dr. Patricio Hinrichsen R. Laboratorio de Biotecnologia.
Instituto de investigacion Agropecuarias, {INIA) CRI La Platina, Santiage,
Chile.

Tesis de Magister en el proyecto

-ldentificacién de marcadores genéticos de importancia econdmica en
camélidos. Fundacién para la innovacion agraria (FIA)

1996 Dr. Federico Leighton, Laboratorio de Citologla Bioguimica y
Lipidos. Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad Catdlica de Chile.
Santiago

Unidad de Investigacion

-Estudio del efecto de antioxidantes en células Hela mediante ensayos de
EMSA.

2001- Doctorado en Ciencias Biclégicas. Mencién en Genética Molecular
y Microbiologia. Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

1997-1999 Mayister en Bioguimica, Pontificia Universidad Catélica de
Chile.

1992-1997 Licenciatura en Bioguimica. Pontificia Universidad Catélica de
Chile.
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Otros

Asistencia a Congresos.

2° Taller de Bioinformética, Avances en Biocinformatica. 16 y 17 de
Octubre del 2003, Facultad de Cs. Fisicas y Matematicas, Universidad de
Chile, Santiago.

“Estudio de la expresion de genes de defensa a estrés en vides utilizando
microarrays de Arabidopsis thaliana.” Merabachvili, G. Somerville, S,
Holuigue, L.

XVIl Reunién Anual de Sociedad de Biclogia Celular de Chile. 9-13 de
QOctubre de 2003, Pucon, Chile.

“Péptido B-amiloide similar al humano determina ia patologia de Alzheimer
en el roedor Octodon degus” Chacdn M., Reyes, A, Villalén, A,
Merabachvili, G., Aldunate, R., Bozinovic, F. Aboitiz, F., inestrosa, N.

XXVI Reunion Anual de la Sociedad de Bioquimica y Biologia
Molecular de Chile. 23-26 de Septiembre del 2003. Villa Alemana, Chile
“Estudio de la expresion de genes de defensa a estrés en vides utilizando
microarrays de Arabidopsis thalfana.” Merabachvili, G. Somerville, S.,
Holuigue, L.

XLIl Reuniéon Anual de la Sociedad de Biologia de Chife. 14-17 de
Noviembre del 2000, Pucdn, Chile.

"CGRP aumenta la expresién de las formas moleculares de
acetilcolinesterasa mediante un mecanismo que no depende de |a region
promotora del gen de la subunidad catalitica” Aldunate, R., Merabachvili,
G., Inestrosa, N.

Seminario "Manejo sustentable de la Vicufa y el Guanaco™ 18-19 de
Noviembre de 1998, Santiago, Chile.

"Uso de marcadores moleculares para estudios de filiacién y de diversidad
genética de camélidos" Merabachvili, G., Obreque, V., Mancilla, R.,
Garcia-Huidobro, J., Zapata, B., Bonacic, C., Cothran, E.G, Hinrichsen, P

IV Congreso Nacional de Biotecnologia. 30 de septiembre al 3 de
Octubre de 1998, Talea, Chile,

"ldentificacién de marcadores moleculares para estudio gendémico de
camelidos sudamericanos” Merabachvili, G., Obreque, V., Mancilla, R.,
Garcia-Huidobro, J., Hinrichsen, P.

XXXI Reunién anual de Sociedad Genética de Chile. 20-23 de Octubre
de 1998, La Serena, Chile.

"Diversidad genética de camélidos sudamericanos determinada medtante
marcadores moleculares” Merabachvili, G., Obreque, V., Mancilla, R.,
Garcia-Huidobro, J., Hinrichsen, P.

XXVi International Conference on Animal Genetics. 8-18 de Agosto de
1998, Auckland, Australia. -
"Genetic differences among South American camelids as determined by
anonymous polymoerphic markers" Merabachvili, G., Hinrichsen, P.,
Cothran, E.G., Mancilla, R., Garcia-Huidobro, J.

XXX Reunién Anual de Sociedad de Genética de Chile. 7-10 de
octubre de 1997, Puerto Varas, Chile,

"Diferencias genéticas entre especies de camélidos sudamericanos
determinadas mediante RAPD" Merabachvili, G., Hnrichsen, P., Cothran,
E.G., Mancilla, R., Garcia-Huidcbro, J.



Estadias en el extranjero

Abril-Junio 2003 Dr. S. Somerville. Department of Plant Biology.
Carnegie Institution of Washington. Stanford, California. USA.

Desarrrollo de microarrays de Arabidopsis thaliana para ¢l estudio de Ja
expresion genica de vides tratadas con acido salicilico

Abril 1999 Dr. Sato. National Research Institute of Vegetables,
Ornamental Plants and Tea (NIVOT)

Andlisis de Lycopersicon chifensis utilizando marcadores moleculares tipo
RAPD
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XXVI REUNION ANUAL
SOCIEDAD DE BIOQUIMICA
Y BIOLOGIA MOLECULAR DE
CHILE

23 - 26 de Septiembre de 2003
Valle Dorado
CHILE
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ACTIVIDADES MMPasicas y TIMPs EN FLUIDO CREVICULAR
GINGIVAL DE PACIENTES CON PERIODONTITIS. (MMiPase acuuties
and TIMPs in gingival crevicular fluid from patients with perniodontitis)
Pozol.2 P. Gamonal3 J. Melej4 . Chavez2 P, Collados! L. Kettlun?
AN, Valenzuela! MA. 1Depto Bioquimica y Biologia Molecular, Fac Cs
Ouim y Farmacéuticas. U Chile: 2Centro de Biotecnologia y Biclogia
Molacular. U Antofagasta: 3Depte Odontologin Conservadora. Fac
Odontologia. U Chite: 4Depto  Qdontologia. Fac Cs  Salud. U
Antofagasta.

ta pedodontitis implica la destruccion de matriz extracelular (MEC)
producida peor periodontopatdgenos, encontrandose en el fluide
crevicular gingival (FCG} un aumento de citoguinas y de
metaloproteinasas (MMPs}. Las MMPs son secretadas hacia el FCG por
los fibroblastos gingivales (MMP-2) y neutrofifo {MMP-8 y MMP-9). En
condiciones fisiologicas estas MMPs se encuentran asociadas a sus
inhibidores tisulares {TIMPs).

Los propésitos del presente trabajo fueron: 1) determinar actividades
MMPasicas utilizando dos métodos: zimografia y fluorimeétrico. Et
primero detecta la actividad gelatinoiitica puesto gue los géeles de
SDS/PAGE (en condicionas no reductoras) se polimerizan en presencia
de gelatina lo que permite detectar las actividades de MMP-2 y MMP-9.
El sequndo mide la actividad MMPasica total utilizando un péptido
flucrogénico que al ser hidrolizado aumenta su fluorescencia. 2) Ademas
determinar las distintas formas de MMP-8 (immunowestern blot) y
niveles relativos de TIMP-1 y -2 mediante analisis inmunoldgico.

Se encontré una mejor correlacién entre la severidad de la enfermedad
(profundidad de sitio) y la actividad MMPasica seguida por el método
fluorimetrico. que con las mediciones de MMP-9 por zimografia. En los
sitios de mayor severidad se encontré presente las formas de MMP-8
activadas (menor PM) y finalmente, TIMP-1 se encentro diminuido en los
sitios de mayor profundidad. no variando los otros TIMPs,

Financiado por Proyecto Fondecyt 102 0100.

APOPTOSIS Y FERTILIDAD DE QUISTES HIDATIDICOS DE
Echinococcus granulosus {Apoptosis and fertility of Echinococcus
granulosus hydatid cysts). Paredes. B., Jimenez. V. y Galanti, N.
Programa de Biologia Celular y Molecular, ICBM. Facullad de Medicina,
Universidad de Chile.

La hidatidosis es una zoonosis causada per el estado larval (quiste
hidatidico) de Echinococcus granulosus en hospederos intermediarios.
Afecta a herbivoros y al hambre, Los quistes hidatidicos presentan una
capa germinal intema que puede formar protoescélices, estado del
parasito infectivo para hospederos definitivos, usualmente el perro
(quistes fértiles). En algunos hospederos intermediarios, se encuentran
quistes con capa germinal que no producen protoescolices (infértiles),
Mo se conoce el mecanismo que induce la infertilidad de los quistes
hidatidicos.

Por fraccionamiento subcelular y Westem blot se ha detectado IgGs del
hospedero en el nucleo de células de la capa germinai de los guistes.
Mediante TUNEL, ademas de la observacion de nucleas picnéticos y de
cuerpos apoptéticos, se ha encontrado que la capa germinal de guistes
infértiles presenta mayor numero de células en apoptosis que la de
quisies fértiles. Las células en apoptosis de quistes inferties se
encuentran distribuidas en parches.

Adicionalmente, se ha encontrado presencia de caspasa 3 activa en la
capa germinal de quistes infértiles; esta forma de la enzima no se
encuentra en capa germinal de quistes iértiles.

Se propone que en hospederos portadores de guistes infértiles se
encuentra presente una subfamilia de IgGs con !a propiedad de ingresar
al nicleo de las células de la capa germinal de los quistes hidatidicos e
inducir infertilidad por activacién de apoptosis.
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CARACTERIZACION Y ESTUDIO TRANSCRIPCIONAL DE PC-FET3, UN
GEN DE Phanerochaete chrysosporium QUE CODIFICA PARA UNA
OXIDASA MULTICOBRE INVOLUCRADA EN LA HOMEQSTASIS
INTRACELULAR DE HIERRO. (Charactenization and transcriptional study of Pe-
fef3. a Phansrochaete chrysosponurn gene encoding for a mutticopper oxidase
involved in intracellular iron homeostasis). Canessa P.. Lamondo L. F. y Vicuiia
R. Departarmento de Genetica Molecular y Microbiologia, Facultad de Ciencias
Bioldgicas. Pontificia Universidad Cawdlica de Chile, Santiago. Chile and
Millenium Instirute for Fundamental and Applied Biology.

Ef hiermo es un elemento traza esencial, que en aftos niveles se vuelve téxco
para la célula, de manera que mecanismos eficientes y controlados que regulen
su captacién, son fundamentales. En levaduras y otros ascomicetes se ha
descrito la presencia de Fet3, una oxidasa muticobre unida a membrana que
posee una fuerte actividad ferroxidasa. Fet3 cumple un papel esencial oxidando
Fe(ll) a Fe(lll) para su subsecuente entrada a la ceélula a través de la permeasa
Ftr1. Previamente hemaos descrito en P. chrysosporium la existencia de Mcol,
una oxidasa mutticobre extracelular con una fuerte actividad fenoxdasa. Aungue
Mcot presenta caracteristicas similares a las Fet3s, carece del dominio de
transmembrana caracteristico de este gupo. Con el fin de descartar la
posibilidad que Mool codifique para el ortdlogo de Fet3, buscamos en el
genoma de P. chrysosponum la presencia de dicho gen. donandese y
secuencidndose Pc-fel3. Este codifica para una proteina de 628 aa ¢on una
homologia a otras Fetds cercana al 40%. Al igual que todos los miembros de
dicha farnifia, presenta un dominio de transmembrana localizado en el extremo
C-terminal. Pc-fef3 se encuentra a solo 0.8 kb del ortdlogo det gen firl, cuyo
cDNA fue también caractenzado. Estudios transcrpcionales muestran que, al
igual que o descrito en otros sisternas, Ja expresion de Pc-ferd es fuertemente
regulada por hiemo. Esta constituye la primera descripcion de secuencias para
fer3 y Rl en basidiomicetes. Estudios actuales estan concentrados en la
caractenzacion fisiologica de Pec-Fetd asi como a su interrelacidn franscripcional
con Pe-firt, Este trabajo fue financiade por MIFAB y FONDECYT 2000076 y

1030495.

ESTUDIO DE LA EXPRESION DE GENES DE DEFENSA A ESTRES
EN VIDES UTILIZANDO MICROARRAYS DE Arabidopsis thaliana
(Stress defense gene expression in grapevines using Arabidopsis
thatiana microarrays) Merabachvili G., ~Somerville S, y Holuigue L.
Departamento de Genética Molecular y Microbiologia. Facultad de
Ciencias Biologicas, P. Universidad Catdlica de Chile. &Carmegie
Institution of Washington, Department of Plant Biology, Stanford,
California.

En diversas especies vegetales se ha descrito que el 4cido salicilico
(SA) es esencial para la activacion de mecanismaos de defensa a estrés,
como la infeccidn por patégenos, Gran parte de [os estudios realizados
para determinar el papel del SA en defensa se han realizado en plantas
de tabaco y de Arabidopsis thaliana. En estas especies se ha descrito
que el SA activa la transcripcion de un grupo de genes de defensa. entre
ellos genes con funcion destoxificante y antimicrobiana. Dentro del
proyecto de genomica de vides que se esta desarrollando en nuestro
laboratorio, se busca identificar genes importantes para la defensa a
estrés en esta especie. Para ello se desarrollaron ensayos de
hibridacién heteréloga de cDNA de vides contra micromatrices de A.
thaliana. Se obtuvieron muestras de tejido foliar de plantas de Vitis
vinifera var, Carmenére tratadas por distintos liempos con SA y agua
como control. Se obtuvo cDMNA de estas muestras y se hibridaron con
micromatrices que contenian una coleccion de 15.500 cDNAs de A
thaliana. Los resultados obienidos hasia la fecha nos han pemmitido
determinar que en plantas de vides tratadas con SA se activa la
expresién de genes relacionados con defensa a estres,
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Estudio de la expresion de genes de defensa a estrés en vides utilizando microarrays de
Arabidopsis thaliana.

Merabachvili, G., Somerville, $%, Holuigue, L.
Departamento de Genética Molecular v Microbiologia, Facultad de Ciencias Biolégicas, P,
Universidad Catélica de Chile. *Cameugie Institution of Washington, Department of Plant

Biology, Stanford, California.

En diversas especies vegetales se ha descrito que el dcido salicilico (SA) es esencial para la
activacion de mecanismos de defensa a csirés, como {a infeceidn por patdgenos, Gran parte de los
estudios realizados para deternuinar ¢l papel del SA en defensa se han realizado en plantas de
tabaco y de Arabidopsis thaliana. En estas especies se ha descrito que el SA activa la
transcripcion de un grupo de genes de defensa, enwe eltos genes con funcion destoxificante y
antimicrobiana. Dentro del proyecto de gendmica de vides que se estd desarrollando en nuestro
laboratorio, se busca identificar genes importantes para la defensa a estrés en esta especie. Para
ello se desarrollaron ensayos de hibridacién heteréloga de cDNA de vides contra micromatrices
de A. thaliana. Se obtuvieron mucstras de tejido foliar de plantas de Vitis vinifera var. Carmenére
tratadas por distintos tiempos con SA ¥ agua como control. Se obtuvo cDNA de estas muestras y
se hibndaron con micromatrices que contenian una coleccion de 15.500 cDNAs de 4. thaliana.
Los resultados obtenidos hasta la fecha nos han permitido determinar que en plantas de vides
tratadas con SA se activa la expresion de genes relacionados con defensa a estrés.

Mecanismos de defensa a estrés cn pluntas

Las plantas han logrado desamollar complejos mecanismos de defensa que les permiten
resistir condiciones ambientales esiresantes como por ejemplo el ataque de patdgenos, la
irradiacién por luz UV y exceso dc ozone. Estes mecanismos de defensa invelucran la
participacidn de una serie de genes cuva expresién determina la sobrevida de {a planta. Estas
condiciones de estrés ambiental producen a nivel celular un desequilibrio en el estado redox,
conocide como estrés oxidativo. Estc desequilibrio ocwrre fundamentalmente debido a un
aumento importante en la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Grant y Loake,
2000)

El papel fundamental del dcido salicilico (SA) en el estrés celular ha sido caracterizado en
mayor profundidad en la reaccidén de defensa inducida por patdgenos (Dumer y cols., 1997). En
esta reaccion, el reconocimicnto del patogeno por la planta gatilla la muerte de las células
adyacentes al sitio de infeccidn, lo que impide el movimiento del patdgeno al resto de 1a planta y
evita el desarrolio de la enfermedad (reaccidn hipersensible, HR). En ta HR se producen altas
concentraciones de SA, el que junto a las ROS, oxido nitrico y hormonas come jasmoenato y
etileno, son responsables de desencadenar la muerte celular (Grant y Loake, 2000). Ademds de
esta respuesta local, se produce una respuesta sistémica que prepara a la planta para combatir un
ataque posterior por el mismio u otro patdgeno. Tal respuesta es conocida como resistencia
sistémica adguirida (SAR) y sc caracteriza por la expresion concertada de proteinas relacionadas
con patogénesis (PR) y de genes con actividad antioxidante y destoxificante (Maleck y cols,
2000). Las proteinas PR ticnen una accion directa contra el patdégenc como por ejemplo
quitinasas y glucanasas que destruyen 1a pared celular de hongos y bacterias.

El acido salicilico y la activacién de genes de defensa a estrés

Se ha descrito que en la reaccion sistémica, el SA es crucial para activar la transcripeion
tanto de genes antimicrobianos comao de genes antioxidantes y destoxificantes (Dumer y cols,
1997). Los genes que se activan por SA se pueden separar, de acuerdo a su cinética, en genes
tempranos y en genes tardios. Los genes tempranos, como glutatién-S-transferasa (GST) y



glucosil transferasa (G7), se inducen entre los 30 minutos y las 4 horas después de! tratamiento
con SA, mientras quc los genes tardios, como PR-/, se expresan a partir de las 24 h de
tratamiento.

La activacién de la transcripcion de estos genes por SA obedece a la presencia de
secuencias reguladoras en sus promotores capaces de responder a esta hormona. En este contexto
se ha identificado un elemento de respuesta a SA denominado as-/, el que se encuentra presente
en los promotores de genes de proteinas como PRI, GST1 y GSTA. Ademds de la secuencia as-1,
existen otras secuencias como [a w-box que estd presente en los genes tardios que responden a
SA, por ejemplo PR-1 y que tal vez pueda dar cuenta de la cinética de activacion de estos genes.
La secuencia as-/ es reconocida por factores de transcripcion del tipo TGA que poseen dominios
hasicos y bZIP (Pontier y ¢ols, 2001), mientras que las w-box son reconocidas por factores tipo
WRKY que poseen la secuencia aminoacidica WRKYGQK (Eulgem y cols, 2000),

En nuestro laboratorio nos hemos enfocado en el estudio de la via de transduccidn de
sefiales del SA gue provoca la activacién de genes antioxidantes y destoxificantes (como GST),
especialmente aquetlos que se activan en forma temprana. Como modelo de estudio se han
utilizado plantas de 1abaco y de drabidopsis thaliana.

Arabidopsis thaliana comoe modelo para estudios de genémica funcional.

Una de las especies vegetales mas usada como modelo de estudio es Arabidopsis
thaliana, cuyo genoma ha sido totalmente secuenciado (The Adrabidopsis Genome Initiative,
2000), teniendo la comunidad cientifica libre acceso a toda la informacién recopilada
(www.arabidopsis.org/cgi-bin/patmatch/nph-patmatch.pl). Ademas, con la puesta en marcha del
proyecto de gendmica funcional, s han desarrollado micromatrices de DNA y bancos de
mutantes de insercion, herramientas que permiten el andlisis funcional de genes (Arabidopsis
Functional Genomics Consortium, htp://afgc.stanford.edu). Las micromatrices tienen como
principal aplicacién el comparar los niveles de expresidén de una peblacién de genes bajo dos
condiciones o en dos tejidos distintos, Las micromatrices han sido utilizadas en el analisis
comparativo de la expresion de genes frente a diversos estimulos (Chen, 2002, Maleck 2000,
Reymond, 2001, Schenk, 2000). En estos experimentos, se comparan los niveles de expresion de
un gran nimero de genes en las células tratadas versus las células controles, de manera de
identificar aquellos genes que se activan o reprimen por el estimulo en estudio. Ademds, es
posible obtener una secuencia de temporalidad de la induccién y represion en la transcripeidn
después de un evento determinado como una respuesta de defensa gatillada por un agente
infaccioso o una molécula de seftalizacion. (www.gene-chips.com). Debido a la gran cantidad de
genes estudiados simultineamente, v a la cantidad de experimentos y réplicas, es posible
identificar grupos de genes que pueden estar potencialmente involucrados en un mismo proceso
biolégico y cuya expresidn se encuenira controlada por los mismos factores de transcripcion.

Estudio de gendmica funcional en vides
A pesar de que las vides son un cultivo de gran relevancia econdmica, existen escasos

estudios sobre esta especie utilizando herramientas moleculares. Esto puede deberse a su
heterocigosidad, su largo periodo de desarrollo y principalmente al desconocimiento de su
genoma. Recientemente, se publicod el primer trabajo realizado en vides donde se aislaron ESTs
de hojas y frutos. En este trabajo se secuenciaron cerca de 5000 EST encontrandose que el 72%
presentaba homologia con proteinas conocidas de plantas y que un 16% no presentaba homologia
‘con proteinas conocidas {Ablett, 2000). Ademds, también se encontrd que existia una diferencia
importante en la expresion de genes scgin el tejido analizado, ya que solo un 12% de los EST se
encontraban presentes tanto en hojas como en frutos.

En el proyecto de gendmica de vides que se desarrolla en nuestro laboratorio, se busca
identificar genes importantes para la defensa a estrés en esta especie. Para ello se desarroilaron
ensayos de hibridacion heterdloga de cDNA de vides contra micromatrices de Arabidopsis



thaliana. Este tipo de hibridaciones fueron realizadas antericrmente por Horvath v cols (2001),
donde se pudo determinar que entre un 50% vy un 70% de los genes presentes en Arabidopsis
presentaban homologia con los de avena y dlamo respectivamente, Estos resultados apoyan la
utilizacion de micromatrices de Arabidopsis como una buena herramienta para estudios de
gendmica funcional en otras especies de plantas.

Metodologia

Tratamiento con SA vy extraccion de RNA,

Se utilizaron hojas de vides cultivares Carmenére y Cabemet Sauvignon que fueron infiltradas
con SA 1mM por 3 nuinutos y luego se dejaron incubando en solucién de SA por tiempos de 2,5 y
24 hrs. Los controles de los tratamientos se hicieron igual pero en agua. Las hojas tratadas se
congelaron con Nitrdgeno liguido y se guardaron a -80°C hasta la obtencion del RNA Para aislar
el RNA de vid, se utilizo el protocolo de MacKenzie v cols. (1997) que se aplica para plantas
lefiosas como la vid. Con este protocolo, se hace la extraccién de RNA utilizando el kit Plant
RNeasy de Qiagen con un buffer modificado para la primera extraccién. La cantidad de RNA
obtenido se cuantificé por medio de espectrometria.

Preparacidn del cDNA de vides.

La sintesis y marcacion del cDNA se hizo segtn el protocolo desarrollade por Arabidopsis
Functional Genomics Consortium (AFGC, http.//afge.stanford.edu). En este protocolo, el primer
paso consiste en sintetizar la primera hebra de ¢cDNA, luego se hace la marcacidn y sintesis de la
segunda hebra de DNA, en donde con el flurdforo Cy3 se marcaren las muestras control, mientras

que con Cy35 se marcaron las muestras tratadas con SA.

Hibridacidn y andlisis de las micromatrices

Los ¢cDNA de vides control y tratamiento con SA se hibridaron sobre las micromatrices de
Arabidopsis thaliana que contenian 15.500 cDNA, segun el protocolo de AFGC. Las imdgenes de
las micromatrices hibridadas fueron analizadas usando el programa GenePix Pro 4.0. Los anilisis
de expresion de los distintos genes de vides se hicieron usando la base de datos de microarrays de
Stanford (SMD, http://genome-wwwS stanford edu/MicroAmray/SMD/index.shtml).

Resultados
Antes de hacer la hibridacion del RNA de vides coantrol como tratado con SA ImM con la

micromatriz de Arabidopsis, es necesario realizar una serie de controles entre cada paso. El
primer control es verificar la calidad del RNA extraido de vides, para esto se hace una reaccion de
transcripcién reversa agregando junto con los dNTP's uno de los dos fluordforos marcados. Con
esto lo que se hace es correr un gel de agarosa con el producto de transcripcion, el que se
visualiza en Phosphoimager con el canal de fluorescencia correspondiente. Cuando el RNA es de
buena calidad se espera enconirar una banda importante que contiene el fluoréforo incorporado.

Luego de este paso, el segundo control se hace cuando ya se han marcado fos RNA de vides con
ambos fluordforos. En nuestro caso, se uso el Cy3 para los RNA de las plantas controles y Cy3
para los RNA tratados con SA ImM. Este paso tiene dos partes, uno es determinar el grado de
incorporacion del fluprofore mediante absorbancia, y el otro es por visualizacion directa del
¢cDNA en un gel de agarosa. Para determinar la incorporacion del fluoroforo -por
espectrofotometria, se mide la absorbancia del cDNA a tres longitudes de onda, 260nm para
¢DNA , 550nm para Cy3 y 650nm para CyS5, y se saca una proporcion para cada uno. Mientras
mayor es el nimero que se obtiene, mas efectiva fue la incorporacidén del fluorédforo en la hebra
dz ¢DNA. El segundo paso es igual al que se realiza al verificar la calidad del RNA extraido. Se



carga parte del eDNA en un gel de aparosa v se visualiza en un phosphoimager en ambos canales
de fluorescencia,

Finalmente se hace la hibridacién de ambos ¢cDNA sobre la micromatriz de Arabidopsis y se
obtiene la imagen de la hibridacion utilizando un escdner con el ldser respectivo para cada
fluoréforo. Una vez que sc obticne la imagen es necesario verificar la calidad de los distintos
puntos de hibridacion o spots. Esto se hace utilizando el programa GenePix Pro, donde se
eliminaron los spots saturados y los que no entregaban suficiente informacion o solo eran falsas
hibridaciones. Una vez que sc hizo este paso, se obtuvieron los datos crudos de las micromatrices.
Todos estos datos, tanio las imdgenes obtenidas como los datos crudos de las micromatrices,
fueron cargadas en la base de datos de microarrays de Stanford (SMD), donde se hicieron los
andlisis de expresion y se scleccionaron los genes que tenian un valor mayor al log; R/G
normalizado a 1,3. Utilizando este cutoff y partiendo de los 15500 EST de la slides se obtuvieron
alrededor de 200 genes quc presentaban diferencias de expresién, siendo la mayoria de ellos
genes que se encontraban sobreexpresados respecto al control. Algunos de los genes encontrados
y que cstaban sobreexpresados son proteinas kinasas, putativas glutamil hidrolasas, putativos
factores myb, putativos factores de unién a DNA, glutamato sintetasa, glutation sintetasa,
putativos factores tipo WRKY, EREB4, ACC oxidasa, participando muchos de ellos en respuesta
a estrés en plantas. De los genes reprimidos encontrados la gran mayoria corresponde a genes
putativos que todavia no tienen una funcidn asignada.

Si comparamos estudios realizados anteriormente para Arabidopsis thaliana con distintos
estimulos como estrés oxidativo e infecciones con patdgenos o viruses, encontramos que varios
de los genes reportados se cncucntran sobreexpresados también en vides, lo que estria indicando
que nuestro sistema de hibridacion es eficiente y permite diferenciar correctamnete genes propios
de nuestro sistema estudiado. De todas formas, uno de los pasos siguientes es verificar esta
informacién mediante ensayos de northern blot usando sondas especificas de vides de los genes
previamente encontrados por micromatrices de Arabidopsis.

Conclusiones

Una de las conclusiones mas importantes de este trabajo es que la hibridacion heterdloga
entre RNA de vides y micromatrices de Arabidopsis fue exitosa.

De los analisis de expresion de los genes de vides encontramos alrededor de 200 que
presentaban un valor de log: R/G mayor a 1.3. Dentro de los genes determinados la mayoria de
ellos eran genes de vides quc se sobreexpresaban por los tratamientos con SA y que tenian

relacion con respuesta a estrés en plantas.
Finalmente, de los gencs que se sobreexpresaban, muchos de ellos ya se encontraban

previamente reportados en estudios realizados en Arabidepsis thaliana, lo que respaldania que este
tipo de técnica permite estudiar diversas especies vegetales y que la informacion obtenida hasta

este momento es valida.
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Fax: 2225515,

Cargo

Investigador, Jornada Completa.

Antigliedad

4 afnos

Resumen de las labores y
responsabilidades a su cargo

Analisis de la expresién génica en vides
tratadas con acido salicilico utilizando
microarrays. Se busca identificar genes que se
activen con estrés oxidativo y que tengan
relacion con mecanismos de defensa en plantas

Otros antecedentes de interés

Este trabajo se inicia durante una estadia entre
Abril y Junio del 2003 en el Carnegie Institution of
Washington, en el laboratorio de la Dra Sauna
Somerville, en la Universidad de Stanford,
California, USA. En esta estadia se realizaron los
experimentos de microarrays donde se aprendio
la tecnica y se comenzaron los primeros analisis
estadisticos de los datos obtenidos.

Parte de este trabajo se presento en Octubre del
afo pasado en el 2° taller de Bioinforméatica de
Chile, asi como en la XXVI Reunion Anual de la
Sociedad de Bioquimica y Biclogia Molecular de
Chile en Septiembre.

Actividad como agricultor (Actual)
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Tipo de Agricultor (pequerio,
mediano o grande)

Nombre de la propiedad en la
cual trabaja

Cargo ( duefio, administrador,
etc.)

Superficie Total y Superficie
Regada

Ubicacién (detallada)

Rubros a los que se dedica
(incluir desde cuando se trabaja
en cada rubro y niveles de
produccién en el rubro de interés)

Resumen de sus actividades

Nombre de la(s) Organizacién(es)
a las que pertenece (campesinas,
gremiales o empresariales) RUT
de la organizacion y cargo, si lo
ocupa.

Descripcion de la principal fuente
de ingreso
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Ultimos cursos o actividades de
formacion en las que ha
participado
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ANEXO 3 ,
CARTA COMPROMISO DE PARTICIPACION Y
APORTES DEL POSTULANTE
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FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

Santiago, 13 de Mayo del 2004

Estimados Sres. FIA:

Mi nombre es Genevieve Merabachvili C. y les escribo
esta carta en la cual me comprometo a mi participaciéon en el V Encuentro
Latinoamericano y del Caribe de Biotecnologia Vegetal, que se realizara los
dias 21 y 25 de Junio en Republica Dominicana y que tiene como principal fin el
poder difundir los avances cientificos realizados en esta regién,

Ademas, me comprometo a cumplir con los requisitos referidos en las bases
de este concurso respecto a la difusion de las actividades realizadas durante el
congreso, como también a aportar el dinero faltante para la participacién en este
congreso y que no sea aportado por esta institucion.

Se despide atentamente,

Genevieve Merabachvili C.

FPrograma de Formacion para la Innovacidn Agraria
Apoyo a la Participacién - Convecatoria Especial
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ANEXO 4
COTIZACIONES
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ASI DA GUSTD VIAJAR

De: virancisca Aguayo" <faguayo@cocha.com> ?ﬂAﬁadir a Libreta de contactos

A: "Genevieve Merabachvili" <gmerabac@®bio.puc.cl>
Asunto: Re: cotizacion. de. pasajes

Fecha: Wed, 12 May 2004 12:54:25 -0400

Hola:
Te mando la tarifa mas barata a Santo Domingo.
Boca Chica esta a 20 minutos del aeropuerto de Santo Domingo.

-Pasaje aereo Santiago/Panama/Santo Domingo/Panama/Santiago

con Copa Airlines en clase economica:

Usd 579 ida y vuelta en clase economica,minimo de estadia & dias,
maximo de 30 dias,no endosable,multa por cambios de
fecha y no permite devolucion.

+ tasas de embarque,seguridad y agencia.

Usd 107 tasas de embarque y seguridad + Usd 20 tasa de agencia.

Estas tarifas estan sujetas a cambios y disponibilidad.

Saludos
Francisca Aguayo
Cocha.
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Costos Tentativos

El pais tiene una de las mejores plataformas turisticas y de convenciones de toda Latinoamérica. En los (iltimos afios, casi cada semana se
celebran eventos regionales, muchos de ellos sin ningun vinculo con e! pals. Una de las razones es el increible ambiente tante en términos
de clima, hospitalidad, calidad de servicio, seguridad y otras caracteristicas de tipo logisticos. La otra razén, y tal vez la mas importante, es
el costo. Con el sistemna de "todo-incluldo” se ofrecen paquetes que Incluyen alojamiento, comida, entretenimlento, playas e instalaciones

de reunjones a precios sumamente bajos.

Para esta ocasién, para REDBIO 2004, el Hotel Hamaca Coral by Hilten, nos esta ofreciendo increibles paquetes para la reunién. Diferentes
paquetes se han preparado para el alojamiento, alimentacién, registro, actividades recreativas y en particular un paquete especial para

acompariantes.

Tarifa y Costo de Alojamiento paor Persona
en el Hotel Costa Caribe Coral by Hilton

Senciila Doble Triple
{1 Persona por {1 Persona por {1 Parsona por
Habitlacion/Tia} : Haritacionilway HabitaciaoniCia)
Adultos _ 75 US 65 US 55 U8
M
(ze:“.); Afios) B 30 US 30 Us
150 US Antes del 30 de Abril 2004
Registro REDBIO 2004 175 US Después del 30 de Abril 2004

Después del 21 de mayo no se aceptaran mas registros
NOTA: EL HOTEL SEDE ES EL. HAMACA CORAL BY HILTON -
(RESERVACION COMPLETA - NO CUPO 3 DE MAYQ 2004)

@ fnicio
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ANEXO 5
CARTAS DE COMPROMISO DE APORTES DE LA ENTIDAD
PATROCINANTE O DE TERCEROS
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] ANEXO 6
PAGARE CON VENCIMIENTO A LA
VISTA FORMATO EJEMPLO
(Se presenta sélo si la propuesta es aprobada)
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INNOVACION AGRARIA

Propuesta:

PAGARE

- SO Vencimiento “ALAVISTA” .

Pagaré ala “FUNDACION PARA LA INNOVACION AGRARIA” “FIA” o a
quien sus derechos represente, “A LA VISTA” la suma de $

(e ) (en letras) .

El pago lo efectuaré en Santiago, en el domicilio del FIA, Avda. Santa Maria 2120,
Providencia, Santiago; antes de las 12 horas del dia siguiente en que venza el
requerimiento de pago.

Se deja constancia que esta obligacion tiene el caracter de indivisible y su pago
podra ser exigido a mis herederos y/o legitimos sucesores.

Libero expresamente al tenedor del presente instrumento de la obligacion de
protesto. Si este se efectia, me obligo a pagar los gastos e impuestos de esta
diligencia.

Santiago,
Firma del aceptante o
suscriptor
Nombre del Aceptante:
Domicilio: . . RUT:
Nombre del Representante Legal:
Domicilio: . . RUT:

“FIRMO ANTE MI":

............................................................................ NOTARIO PUBLICO

Este documento esta afecto al Impuesto de Timbres y Estampillas que fija el Art. 15 N°2 del
Decreto-Ley N°347,
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