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1. ANTECEDENTES GENERALES DE LA PROPUESTA

Nombre de la propuesta

!

_ Asistencia al:
“2005 ISHS Symposium” y “Simposio Internacional sobre Biotecnologia
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Humberto Prieto
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2. RESUMEN DE LA PROPUESTA

Resumir en no mas de una pagina la justificacion. actividades globales. resultados € impactos
alcanzados con la propuesta completa. Cuando exista mas de una iniciativa. cada una de ellas

debe ser resumida en forma especifica. Estos resimenes deben sintetizar los aspectos principales
de la propuesta y cada una de sus iniciativas en forma general.

EVENTOS

La Reuni6n traté el Primer Simposio Internacional sobre Arboles Frutales Transgénicos y
el Tercer Simposio Internacional de Biotecnologia de Especies Tropicales. Este Simposio
Internacional de Biotecnologia de Especies Tropicales se ha celebrado a intervalos de
cuatro afos, con reuniones anteriores en Taipei, Taiwan (2001) y en Brisbane, Australia
(1997). La Sociedad Internacional de Ciencia Horticola (ISHS, por sus siglas en inglés:
Internacional Society of Horticultural Science) patrocina este simposio conjunto.

Objetivo Inicial. El objetivo fue reunir a investigadores de biotecnologia de laboratorios de
los sectores gubernamental, universitario y privado que trabajan con frutas de arboles de
zonas templadas y con cultivos ornamentales, de vegetales y de frutas tropicales y
subtropicales. Se registraron participantes que representaron a muchos paises desarrollados,
con programas de investigacién avanzados y paises en desarrollo de América del Sur,
América Central, Africa, Sur y Sureste de Asia y la regién del Mediterréneo.

El Simposio Internacional sobre Biotecnologia del Cultivo de Frutas de Zonas Templadas y
Especies Tropicales reunié a investigadores que estin activos en el desarrollo de
herramientas de biotecnologia para el cultivo de frutas en 4reas templadas y tropicales y a
aquellos que trabajan con una gama de especies de cultivos horticolas en los trépicos.
Temas Abordados. Los temas presentados incluyeron:

1. Métodos transgénicos para mejorar: la calidad del producto, la resistencia a las
enfermedades, los insectos y el estrés abiético, el crecimiento y desarrollo de las plantas
para mejorar el rendimiento del cultivo.

2. Adelantos recientes en el estudio del genoma de las especies de arboles frutales y de
cultivos horticolas tropicales y subtropicales y aplicaciones especificas a: a) identificacién
de genes y b) programas de cultivos aplicados.

3. Entrada de cultivos transgénicos en el mercado, incluyendo: a) derechos de propiedad
intelectual, b) asuntos reguladores para la comercializacion, c) evaluacién de los riesgos

4. Tecnologias facilitadotas: a) cultivo de tejidos, b) regeneracién, c) transformacién
genética, d) embriogénesis somética.

5. Workshops especificos: APPLE, CITRUS, GRAPE, MUSA, PAPAYA, PRUNUS
Resultados. Las actividades desarrolladas en el Simposio resultaron de gran éxito para el
grupo de INIA-La Platina. Se presentaron tres trabajos especificos de drea (transformacion
de vides, transformacién de carozos y pardeamiento en chirimoya), los que fueron
extensamente discutidos y comparados con aquellos de los pares internacionales presentes.
También se logré un posicionamiento e interaccién muy altos en esta jornada, con activa
participacién en reuniones extra-evento en University of Florida (Campus Apopka) y con
personal USDA-ARS.
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3. ALCANCES Y LOGROS DE LA PROPUESTA GLOBAL

Problema a resolver, justificacién y objetivos planteado inicialmente en la
propuesta

Se plante6 asistir, participar y generar enlaces de trabajo entre los participantes
internacionales, en el Simposio Internacional sobre Biotecnologia del Cultivo de Frutas de
Zonas Templadas y Especies Tropicales.De acuerdo a la experiencia recogida y a excelente
acogida de nuestro grupo de trabajo, se ha logrado un posicionamiento muy interesante en
el medio internacional. Desde esta perspectiva, se ha dado a conocer el trabajo de gran
escala que este laboratorio realiza en el 4mbito de la transformaci6én genética de vides y
frutales de carozo. Asimismo, se ha medido el real estado de nuestra investigacién en el
concierto internacional, y mejor aln, en el concierto especifico de la transformacién
genética de especies frutales.

Objetivos alcanzados tras la realizacion de la propuesta

Se plantearon los siguientes objetivos especificos:

- Evaluar el estado del arte mundial en la biotecnologia fruticola de zonas templadas (y
tropicales).

- Presentar y apoyar tres trabajos del 4rea, desarrollados en el laboratorio de biotecnologia y
post-cosecha de INIA-La Platina.

- Participar activamente en rondas de generacién de enlaces y proyectos relacionados o de
continuacién.

Tras la realizacién de la propuesta, podemos decir que el concierto internacional de la
biotecnologia fruticola presenta un par de buenos ejemplos: papaya y ciruelas. Estos dos
son los ejemplos utilizados profusamente como modelos de desarrollo técnico, en donde la
transformacién genética ha sido exitosamente adoptada por el sistema productivo. Otro
gran rubro aparece con muy buenas expectativas: las vides. De manera estratégica, nuestro
grupo posee trabajos en los usualmente interactia con los actores involucrados en todas
estas tecnologias exitosas. Ademds, tras este andlisis, podemos decir que nuestro grupo
también posee lineas importantes de desarrollo a escala internacional, como lo constituye el
trabajo masivo para generar vides con resistencia a Botrytis y las plataformas de
transformacién de Prunus salicina y persica.

Los tres trabajos se presentaron exitosamente, en sus formatos respectivos. Todos ellos
generaron impacto a diferentes escalas.

Finalmente, se logré la creacién de una “serve list” para transformacion genética de frutales
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de carozo, la que ha quedado ubicada en
http://www.mainlab.clemson.edu/gdr/MailingList.shtml.

Resultados e impactos esperados inicialmente en la propuesta

La participaci6n en las reuniones cientificas especificadas tuvo como meta fundamental,
posicionar el grupo de investigacién en transformaci6n genética de vides y carozos en el
concierto mundial. Esta posici6n ya es, en cierta forma, conocida para algunos nicleos
internacionales (como USDA-ARS, Cornell University y AgriFood Canada).

Asi, los resultados esperados fueron:

1. Presentar resultados técnicos.

2. Establecer redes de trabajo con grupos de genoma y transformacién genética.
3. Establecer redes de trabajo con grupos de trabajo en Plum Pox Potyvirus.

4. Establecer grupos de trabajo para otros tipos de frutales (Anona cherimola, H. Prieto co-
investigador).

Resultados ohtenidos

Descripcion detallada de los conocimientos y/o tecnologias adquiridos y/o entregados.
Explicar el grado de cumplimiento de los objetivos propuestos, de acuerdo a los
resultados obtenidos. Para consultorias es necesario anexar el informe final del consultor.

1. Posicionamiento internacional.

Sin duda que uno de los aspectos més destacados derivados de la asistencia y
presentaci6n de trabajos por el suscrito es el posicionamiento alcanzado dentro de los
pares internacionales. Esto ha quedado demostrado en las interacciones especificas
posteriores con distintos grupos internacionales, lo que en su mayoria han requerido
informacién basada en nuestra experiencia.

2. Incorporacion a una red especifica de trabajo.

Més que Chile (y en particular nuestro grupo) quedar inserto en una red especifica de
trabajo, la situacién real ha sido que, en forma conjunta entre los actores mas relevantes
del 4rea (incluido nuestro grupo), se han tomado las mayores medidas posibles para
generar una red activa de contacto y de discusién de resultados en marcha.

3. Acuerdo de trabajo en Chile para expertos de visita durante 2006.

La visita de Ralph Scorza en los préximos meses de invierno 2006 es ya un hecho. El se
incorporar4 a los trabajos emprendidos por el grupo INIA-La Platina, de manera de
apoyar los proyectos que ya estdn en marcha. De forma adicional, este investigador,
debido a su alto background de genetista y mejorador, vendrd a aportar no_sélo a
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programas tecnolégicos como ¢l de la transformacién genética, sino también, a los
programas de mejoramiento convencional de frutales de carozo.

Resultados adicionales

Describir los resuitados obtenidos que no estaban contemplados inicialmente como por
ejemplo: formacién de una organizacion, incorporacion de alguna tecnologia, desarrollo
de un proyecto, firma de un convenio, entre otros posibles.

Aplicabilidad

Explicar la situacion actual del sector y/o tematica en Chile (regién), compararia con las
tendencias y perspectivas presentadas en las actividades de la propuesta y explicar la
posible incorporacién de los conocimientos y/o tecnologias, en el corto, mediano o largo
plazo, los procesos de adaptacion necesarios, las zonas potenciales y l0s apoyos tanto
técnicos como financieros necesarios para hacer posible su incorporacion en nuestro pais
(region).

Uno de los aspectos mis destacables derivados de la asistencia a este Simposio es el alto
nivel de experiencia que presenta nuestro pais en relacién a otros grupos internacionales.
Chile se ha posicionado junto a USA, Canadi, Italia y Espafia como uno de los grupos de
més alto nivel de experiencia y trabajo en desarrollo en el 4rea de transformacién genética
de especies frutales templadas y lefiosas. En esto, destacan de sobremanera las experiencias
y nivel alcanzados en las especies Vitis vinifera, Prunus persica, Prunus salicina y Prunus
domestica.

A esta altura, estos trabajos son ampliamente conocidos y difundidos en el 4mbito
especifico de la ciencia basica. Un reflejo de ello es la preparacién de un especial de
transformacién genética de vides por la revista Nature Biotechnology, en donde €l grupo de
INIA-La Platina estd cooperando de manera muy importante y especial.

Deteccion de nuevas oportunidades y aspectos que quedan por abordar

Senalar aquellas iniciativas que surgen como vias para realizar un aporte futuro para el
rubro y/o tematica en el marco de los objetivos iniciales de la propuesta, como por
ejemplo la posibilidad de realizar nuevas actividades.

Indicar ademas, en funcién de los resultados obtenidos, los aspectos y vacios
tecnolégicos que ain quedan por abordar para ampliar el desarrolio del rubro y/o
tematica.

- Transformacién de genética de frutales de carozo:

Sin duda que donde més esfuerzos se necesitardn serd en esta 4rea donde la mayor parte de
la interaccién y trabajo en forma conjunta deberin focalizarse. No existen protocolos
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reproducibles para la transformacién de P. persica, por lo que ésta es la meta internacional
y nacional a lograr. Para ello recuenta con una activa red de comunicaciones entre diversos
grupos, entre los que se cuenta también a equipos y personal nacional.

- Transformacién genética de vides:

Esta es un 4rea en donde claramente el grupo Chileno posee ventajas mundiales. Es la
plataforma de trabajo méis consistente, numéricamente més eficaz y también con ya una
buena trayectoria. El lanzamiento de esta plataforma como herramienta de intercambio y
cooperacion es una oportunidad que se estd manejando como tal, existiendo desde ya
numerosos contactos e interacciones en marcha.
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4. ASPECTOS RELACIONADOS CON LA EJECUCION DE LA PROPUESTA

Programa Actividades Realizadas

etividaa

1 10/05 Participacioén en el “Moderador Meeting”

5 10/10/05 Inscripcién

3 10/10/05 Defensa Poster

4 11/10/05 Defensa Poster

5 10-14/10/05 Participacién en Comité Cientifico Simposio

6 13/10/05 Moderador Concurrent Crop sessions 1:30-3:30
PM « Stone fruits »

7 14/10/05 Presentacion oral

Detallar las actividades realizadas en cada una de las Iniciativas, senalar y discutir las
diferencias con la propuesta original, y rescatar lo mas importante de cada una de ellas.
Por ejemplo, en el caso de Giras discutir las actividades de cada visita; Becas, analizar las
exposiciones mds interesantes; Consultores, detallar el itinerario y comentarios del

consultor; Eventos, resumir y analizar cada una de las exposiciones; y Documentos,
analizar brevemente los contenidos de cada seccién.

EVENTOS

El dia 09/10/05 se particip6 en el meeting inicial de organizacién de moderadores. En €l se
dieron las instrucciones basicas de funcionamiento de los equipos empleados para las
presentaciones y de la dindmicas que éstas tendrian.

Durante 10 y 11 /10/05 se present6 en la sesi6n ordinaria de posters los trabajos “Study of
browning development in fresh-cut cherimoya (dnnona cherimola Mill.) during storage: a
biotechnological approach” (Campos-Vargas, R., Defilippi, B, Robledo, P., Gonzalez, H. y
Prieto, H.) y “Technology platform for genetic engineering of stone fruits: Transformation
of Prunus salicina” (Prieto, H., Urtubia, C., Devia, J., Ojeda, R., Dell'Orto, P. and
Moynihan, M.R).

El dia 13/10/05 se participd en la sesion especifica tipo workshop de “Stone Fruits”. Junto
con Dan Brown (AgriCanada), se elabor6 una plan de temas que agruparan las principales
inquietudes del 4mbito de la transformacién genética de carozos. Brevemente: a) sistemas
celulares y de regeneracién, b) genémica y c) networking. (mayores antecedentes se
adjuntan en CD, presentacién especifica H. Prieto).
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El dia 14/10/05 se presenta en forma oral el trabajo “A mid-scale platform for genetic
transformation of different grapevine varieties: Use of Thompson Seedless as a model” (
Reyes, F., Reyes, M.A., Castro, A., Araya, S., Dell’Orto, P., Moynihan, MR., Mufioz, C.,
Prieto, H. and Hinrichsen, P.). Este trabajo fue ampliamente discutido en pasillo y
posteriores, debido al gran impacto de los resultados presentados.

En lineas generales, las actividades esperadas fueron superadas enormemente por el impacto
que causaron los trabajos presentados. i

DOCUMENTOS

Contactos Establecidos

Presentar los antecedentes de los contactos establecidos durante el desarrollo de la

Southern
Crop
Sefor Protection

and Food

Researcher
. ' 1519-457-1470 |Research —_—
Daniel Brown Crop ext. 298 Centre 1391 c@aagr.

Protection Sandford C.C
Coordinator. Street London
ON, N5V 4T3
Canada

AgriFood
Canada

Southern
Crop

Protection
and Food | annak
University of . Ph. D. Research alinina
Ontario Anna Kalinina Student Centre 1391 | @yaho
Sandford o.com
Street London
ON, N5V 4T3
Canada
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Laboratori de
Geneética
Molecular
Vegetal. CSIC-
IRTA.
Carretera de pere.ar
Cabrils s/n, s(@irta.e
CSIC-IRTA. Pere Ards Cabrils ]
(Barcelona),
Spain;
Phone:3493750
7511; Fax:
34937533954,

Material elaborado y/o recopilado

Entregar un listado del material elaborado, recibido y/o entregado en el marco de la
propuesta. Se debe entregar adjunto al informe un set de todo el material escrito y
audiovisual, ordenado de acuerdo al cuadro que se presenta a continuacion.

También se deben adjuntar fotografias correspondientes a la actividad desarrollada. El
material se debe adjuntar en forma impresa y en un medio electronico (disquet o disco
compacto).

Elaborado

Presentacion oral Presentacion vides GM Chile H. Prieto 1

Péster 1 Péster transgenia P. salicina H. Prieto 1

Poster 2 Pdster chirimoya R. Campos — H. 1
Prieto

Recopilado

Articulo

Foto

Libro Resumenes 3 Resumen del Simposio en formato .pdf

Diapositiva

CcD
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Programa de difusion de la actividad

En esta seccion se deben describir las actividades de difusion de la actividad, adjuntando

el material preparado y/o distribuido para tal efecto.

En la realizacion de estas actividades, se deberan seguir los lineamientos que establece el |
“Instructivo de Difusion y Publicaciones” de FIA, que le sera entregado junto con el
instructivo y formato para la elaboracion del informe técnico.

- 16 de Diciembre de 2005:

Charla de difusion el dia 16 de Diciembre entre las 10:00 y la 12:30 horas en el Audit6rium
de la Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal, Campus San Joaquin, ubicado en Vicufia
Mackenna 4860.

1. Introduccién y alcances generales de simposio. M. Ayala
2. Adelantos en biotecnologia del manzano. J.P. Zoffoli

3. Adelantos en biotecnologia de la vid. M. Gebauer.

4. Adelantos en biotecnologia de carozos. H. Prieto.

5. Mesa redonda.

- 5 de Enero de 2006:

Charla de difusién para el dia 05 de Enero de 2006 a las 10:00 hrs., Sala 1, enel CRI La
Platina, ubicado en Santa Rosa 11610, par. 33 La Pintana, Santiago.

La misma estructura.
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5. EVALUACION DE LA PROPUESTA

Evaluacion de la actividad para cada INICIATIVA

En esta seccién se debe evaluar la actividad en cuanto a los siguientes items:

a) Efectividad de la convocatoria (cuando corresponda)

Las actividades de extension tuvieron en promedio una respuesta media a baja de
asistencia. Desde este punto de vista, el actual mecanismo de transferencia no esta
siendo todo los efectivo que se desea.

Se deben buscar métodos diferentes para obtener mayor convocatoria, por ejemplo,
seminarios o coloquios periddicos (semestrales, trimestrales) en donde se sumen las
iniciativas.

b) Grado de participacion de los asistentes (interés, nivel de consultas, dudas, etc)

La participacién, en cambio de media alta, pues los asistentes son personas realmente
interesadas en las materias.

¢) Nivel de conocimientos adquiridos por los participantes, en funcién de lo esperado (se
debe indicar si |la actividad contaba con algtn mecanismo para medir este punto y
entregar una copia de los instrumentos de evaluacion aplicados)

Las actividades no contaban con sistemas de medicién o evaluacion.

d) Problemas presentados y sugerencias para mejorarlos en el futuro (incumplimiento de
horarios, desercion de participantes, incumplimiento del programa, otros)
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Aspectos relacionados con la postulacion al programa de Captura y Difusion

a) Informacién recibida por parte de FIA para realizar la postulacion

___X_amplia y detallada aceptable deficiente

Justificar: FIA posee los procesos y documentos ya con amplio rodaje en este tipo de
asignaciones.

b) Sistema de postulacién al Programa de Formaciéon o Promocidn (segin corresponda)

__X__ adecuado aceptable deficiente

Justificar:

¢) Apoyo de FIA en la realizacién de los tramites de viaje internacionales (pasajes,
seguros, otros) (sélo cuando corresponda)

_X__bueno regular malo

Justificar:

d) Recomendaciones (sefalar aquellas recomendaciones que puedan aportar a mejorar
los aspectos administrativos antes indicados)

La emision o requerimiento de este tipo de Informes deberia ser ponderado dependiendo
de la actividad. Al mismo tiempo, gastos en fitems como viaticos son
EXTREMADAMENTE incémodos de manejar de manera documentada en el exterior. Esto
debe considerarse.
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6. Conclusiones Finales de la Propuesta Completa

En el caso de Giras Tecnolodgicas, en lo posible presentar conclusiones
individuales por participante.

EI*' apEoyo a la partlclpaclén de este g , mer
provechoso y justificé plenamente la inversién de FIA (y persona ) para que esto
ocurriera,

Los trabajos y experiencias expuestas frente a nuestros pares internacionales se
valoraron en extremo por la comunidad internacional. Elogiosos comentarios,
reuniones y consideraciones se recibieron desde ésta.

Fue una excelente experiencia.

ey g —
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Other varieties incorporated

gliransformationy

Type Varieties
Autumn Royal
Caménére
Cabernet Sauvignon 200 2 1.0%
Cnmson Seedless
Table grapes | Flame Seedless Carménére 779 5 0.6%
Princess Seedless Flame Seedless 8495 | 74 | 09%
Red Globe
Superior Seediess Red Globe 939 7 0.7%
Cabemnet Sauvighon
. 10,413 88 0.8%
Wine grapes | Carménére
Merlot ]

Platform extension (started on 2005):

- Complementation with functional genomic studies:

a) Bowurytis - grape interaction (genes and promoter
validation from arrays experiments)

b) Use of GA and JA synthesis homologue genes (silencing
vectors)

¢) Multi-viral resistance.

Starting Field Trials...

On Septermnber 05
600 Thompson
seedless GM lines
were planted at La
Platina Station.

September Navember




Daytona 13/10/2005

1. Stone fruits” workshop (Dan Brown)

a) Regeneration;

- “pnmary thought speakers™ Ana Santos (Portugal), Stefano Tartarini (Italy}))
Platforms:

a) Roots (somatic embryogenesis development; almand, apricot),

b} leaves (plums; Russian cultivar),

c) cotyledons (INIA-OBI),

d} Embryo segments {peach (Spain))

e} Hypocotyls, nodal segments..

- Efficiencies (actually nothing)
- Selectable markers (km, PMI, Hyg)
- field management {not discussed in the end ..).
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Daytona 13/10/2005

1. Stene fruits” workshop (D. Brown)

b) Genomics:

- prim speakers: Pere Ards (Spain), Stefano Tartanni {ltaly), Clemson’s people.

genome imtiatives: Chile (closed) and Clemson (open policy).

promoters and genes, heterologous systems.
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i Number of ESTs sequenced

13338

Mumber of successful sequences 5924
{ Average Success Rate 74.5 %
| Averags Base Count 502

Average Number of HQ Bases 147
1 Average Phead Quality Value 6

Numbar of Conbigs (CAPI Assembly -p 95 -d 60 ) 1306
! Number of Singletons 1500
[ Mumber of Puintre Unigenes 3843

CRA ISF PP_YE Profect Description

‘ms&n&'\aw“’&; e -
| Mumber of 573 sequenced 151

Mumber of s ceobsful sequences 1667
[average Success Rate 87 4%
. Average Base Court s T T

Average Humber of HG Basea &3
+ Average Phred Qualty Yolue 37

Number of Contips (CAFS Assembly -p 90 -d 60 ) 233

Number of Sungletons [

Mumber of Putaave Unigenaes il

Chilean Nectarine

Functional Genomics Consortium

D &

10,691 .
ESTs Packing Packing + Cold

— 4°C, 21 days

/'_'—'\RT l

e
10,768
ESTs
E2
Packing + Ripening

E3

E4

11,142
ESTs

10,660

ESTs

Packing + Cold + Ripening




Full length cDNAs

-predicted using Eugene’Hom-

Data ‘";F:ﬁl:"‘“’ Mox / "c‘:n't'::“h Tatal %
991 2845/565 1,044 | 2008
216 2784/326 1,116 | 22.43
T74 1822/246 136 2.73
566 3113/369 1174 | 2359
807 20737170 s76 | 19.61
770 1384/102 ass 119
786 20297111 173 | 348

Foumasc ef al NAR (2003)31.3742.3743

Identification of contigs with diferential digital

expresion {winflat - Audic and Claviere)

Qut of 1795
contigs, 247
showed
differential
expression
between any
two stages

Daytona 13/10/2005
c) Networking

- prim. speakers: (Ralph, Spanish people):
formal networking {something more active): mail serve upcoming.

- e —— e L4
O Q- 328 Srmee P 2 3% G IR R

T P p— 23 “fr el

R GDR e et s o5

et e . o ] s

2. Trabajos relevantes

- Integrating Genomics into Rosaceae Tree Fruit Breeding Programs
P. Aris, Laboratori de Genética Molecular Vegetal, CSIC-IRTA, Cabrils
{Barcelona), Spain
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- Effects of a Peach Antisense ACC Oxidase gene on Plum Fruit Quality
A. Callahan and R Scorza

-Plum hypocotyls transformed with an antisense construct of a peach ACC
oxidase gene {responsible for the last step in ethylene formation) that was driven
by the 355 promoter.

-Eighteen ines were derved from four genetically different hypocotyls from
‘Bluehyrd’ and thrae from ‘Stanley’. DNA blot data indicated that the majority of
these had a single insertion of the peach antisense ACQ gene.

-Analyses of the data {firmness, color, date of npening, brix, size and titratable
acids as well as ethylene rates) suggested that in some transgenic lines, ethylene
production was delayed relative to the ‘bluebyrd’ parental line and that softening
was also delayed. Sugar levels were lower in most of those while color and size
were not affected,

-The correlation of levels of plum ACO mRNA with phenotypes are cumently being
axamined.

-Running Research to Improve Regeneration and Transformation of Prunus
at ISF.

-C. Damianot, A. Gentile1, 5. Monticellit, E. Todorovska2, I. Kamenova?2, |.
Badjlakov2, A. Alanassov2 and V., Kondakova?

1C.R.A - ISF - Istituto Sperimentale per la Frutticoltura, Rome, Italy
2AgroBicinstitute, Sofia, Bulgaria

-A rmethod for adventitious shoot regeneration from leaves of many micro-
propagated peach varieties was developed (Gentile et al., 2002, Plant Cell Reports
20:1011-1016).

Plum hypocotyls

Prunus domestica transformation

Muttiplication

PCR (transgene
detection)

Plaak Coli Reg 2002 20 |01 ]- 1018
DO 1O 1007 2000802

CELL BIILOGY AND MORFHUGENRNS

AL Geatde - 5. Maniscelh « . Daminne

Adventitions shoot regeneration in peach [Prunus persica (L.} Batsch)

Table | halts aad hosmwat conient of predifersison and regeneration media wsed in te different experiments
Prolsteration LF AR o L Lp2ne
mediim
Placrockement 83 LP M= 2 NN mod [N
Pola, roulemyeals MS tp Ms2 My Als LP
eNa,E D1A My My L5 Mh BIS MY
Pricutinn s ime £ 1) s u3 Iz} 0 - 03
f ndoxine (g H) 03 03 0% 05 e
Thon: fmg 1) mn an 20 i) 20 20
Thigmise-HE ineg ) ) ol ax a1 0l 1o 03
P lyo-inoseol fmz B 1 1x 150 [114] 109 100 150
“a-pantethenate (o |1} - 11 - - - (%]
Siolin (mg i 4) - n1 - - - (L]
Fuhoflnin ¢mg ) 1y - [tA] - - - 03
PNAA g Iy - 0 - - i -
Ryvmgl b DA% - - gl - -
$A (v | 1) u2s 24 - Py - 2
B (1Y) - - an L] & -
3\ (mg 1Y) 31 - - - - -
froacrose (g 1-1) pid x n 20 b ol

Cabwo 1 2] t10))

[ Rugion aaxd Mugaau (008}

Thiy mesdumm was only usest follow myg dark. incubtion on medinn
1

4 LR Salts of Guorn el a1 {19770 VIS salls of Marashipe and
Skerog €1962) M2, halt-sireepth macroslls; mod, macemals of
Rugini and Mugunu (90X 950t mg L) KNy, 230 mg 120
KNIENG,, 520 mp |1 CaiNOYY, ZHOL 370 mg 11 MgS0, TiE
20 mp 17 KLIPO,




Sistema de duraznos

Regeneracion utilizando hojas e induciendo callos desde éstas ..

%__Regcncraﬁon from Teaves of preconditioned shoot apices [1][2] 1

4 ﬂwr-ﬂm_mhaﬂ | o

P

sections of seeds of San Castrese (A}
and Missour {B) :

231 B -6 K 69 B M3 A
143 G 1% A - - - -
A5 - A 330 E . . . -
1+ B a1 x - - - -
4“5 -H. - - - - - -
A A - - L - -
60 W - 105 A - . - -
60 1 102 A - . - -
M8 H 63 A 8 AB - -
356 H - - - B - -
3 A - - - - - -
3 A - - - - . - -

are d
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| Rooting and acclimatation I

Susceptibility of Qrnamental Prunus Cultivars to Pium Pox Virus

A. Kslinina, M Ravelenandvo and D C. W Brown
Deparnet of Brology, Unevarzaty of Weztem Citano, London, ON Camada

- Genetic Engineering Approach in Stone Fruits Breeding
8. V. Dolgov1,2, R, V. Mikhailovt and O. A Shulga2
1Branch of Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, RAS,

Puschino, Moscow Region, Russia

2All-Russia Institute of Agncultural Bictechnology, RAAS, Moscow, Russia.

An efficient protocol for adventitious shoot regeneration from Jeaf tissues was
established by manipulating phytohormone types and concentrations, explant
pretreatment and physiological age of explants.
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STRATEGY for Stone Fruit
transformation systems
Model system
P. domestica Own platforms
{“learning™) l
1 Peaches - nectannes
. {others)
USDA-ARS experience (R.
Scorza - P. domestica C5) 1 l
l l INIA-Chile OBIl-Canada
(peaches and (peaches,
Greenhcuse Cwn development nectarines) nectannes and
management (INIA-P.salicina) others}

A 2 a A A
1/ Y4 %( \4/ N

- C5- PPV resistant - Useof P. - Using P - Counter season

(Sharka) plants at domestica system salicina’s work, broading of

local level m plurms used In expenence, set varieties used
Chile (P. salicina) up P. persica

developments




C5 Plum

» PPV resistent

Greenhouse management of C5 {P. domestica)

Evaluations started on December "05:

... 6local PPV isolates previously
characterized

Symptoms on
GF305

R R 23

... chip-budding inoculations

Prunus persica platforms

Platform 1 (4-7 months) Platforma 3 (3-5
Platform 2 {4 months) months)

tissue




Molecular analysis of regenerated plants: (specific PCR for
transgene (upper panel) and internal (PPO, lower panel)

L 988000700 VDNBBHNDH B TODE £ AN D Y BD @D

Linea tpos derivadas N°® totul brotes Km PCR wstado
104 4 135 ao postnos verde
103 1 30 40 postnos verda, amariio
13 1 2,2 40 ND verde, amarilo
& 1 2,22 40 posilvos verde, amariic




LY
. GOBIERNO D CHILE
FLUNDACION PARA LA

"Simposio Internacional
sobre Biotecnologia del
Cultivo de Frutas de Zonas
Templadas y Especies
Tropicales’

Marlene Ayala Z,
Enero, 2006

Marco del Simposio

Propdsito del Simposio

® Presentacion e intercambio de informacién
biotecnoldgica de especies frutales y cultivos
horticolas de origen templado, tropical y
subtropical.

Fomentar interacciones entre investigadores,
colaboraciones, intercambio de nuevas ideas e
interacciones con agencias reguladoras y
representantes de la industria.

8 Primer Simposio Internacional @
sobre Arboles Frutales Y17,
Transgenicos y Tercer toHs
g[rriposml In,tegwa%ional_de

iotecnologia de Especies N
Tropicales. %}lg“ﬁ%g
_ . IFAS
® Investigadores activos en el
g_estarro llo de henan}lentlgs dg
lotecnologia para el cultivo de
frutas y hortalizas en areas %
templadas y tropicales.
Principales Areas
- Idad del producto.
- Resistencia a enfermedades, insectos y estrés abidtico.
- Crecimiento y desarrollo de fas plantas (rendimiento).
» E io del gen ies frutal Itiv icolas:

- Identificacidn de genes. )
- Programas de mejoramiento aplicados.

. Cgmg['?'alizacién g? ag[;jvg: g;?nggénigzg:
- Derechos de propiedad intelectual.

- Reguladiones para la comercializacidn.
- Evaluacién de los riesgos.

. %@&M&sﬁu:
- Variaadn somaclonal.
- Hibridacion somitica,
« TIecnologias Facilitadoras:
- Cultivo celular
- Regeneracion




Principales Sesiones
& Avances biotecnoldgicos: OGM y no OGM.
B Resistencia al estrés bidtico y abidtico.

E Integracion de la gendmica y la biologia
molecular en programas de mejoramiento.

® Comercializacion de transgénicos.

B Mejoramientos en la metodologia biotecnolégica.

Especiel

Citncos

Manzano

Vid

Duraznero

Papaya

Ciruelo japonés y europeo

Peral

Banana

Damasco

Cerezo

Higuera

Palma datilera

Mango

Pifia

Almendro

Chirimoya

Nogal, palto

bl LA LS LR RS R RN R g AR o R R RG] el RN Be]

Estadisticas de Monsanto

& 81 millones de has plantadas en los Gltimos 10
anos en 17 paises. Adopcion global.

E Principales paises: USA, Argentina, Canada,
Brasil, China, Paraguay, India y Sudafrica.

E Soya (56%), algoddn (28%),
canola (19%), maiz (14%).

1:7.6 mittion
A Tl
33 nilion
YL )

Pindion £

3.8 mition
1.1 mBlioa

1.2 nnition:
0.7 miltion
B mitton
02 mitlon
0.1 milllsn
0.2 miktion
o} mikon

Colombia  Hoaduras




Tiempo estimado para la obtencion
de un transgénico

Descubrimiento del gen 24 a 48 meses

Gene—+ secuenciacién — funcién—-

producto

Transformacidn del cultive de 12 a 24 meses

interés NEEiaehe]
Desarrollo de la variedad comercial 12 a3 36 meses

Produccidn de semilla 12 a 36 meses J

‘Venta’

Algodén . Soya resistente a

Rosa Azul

éCuanto cuesta liberar un producto
transgénico al mercado?

Transformaddn y testec inicial 5a10
Transformacién a mayor escala y i0a 15
trabajo de campo

Desarrollo rapido de la variedad y 15 a 30
experimentos de campo extensivos

Procesa y tramites regulatorios 20a 40

TOTAL ~ 50 a 100

Biotecnologia Agricola: investigacion y
desarrollo

e

"™ Beneficio para agricultores




Desafios mas alla del laboratorio...

& Ensayos de campo.
B Derechos de propiedad intelectual.

® Desarrolio y aprobacion de regulaciones.

B Comercializacion y aceptacion
publica.

Regulacion coordinada en
biotecnologia en U.S.

virus en cultivos
alimenticios ..

EPA |- Seguridad:para el medio
ambiente.” © -

uridad;en su-consumo.

P ,@S%W%e* -
- |agricolat -

Caso de estudio #1

Papaya transgénica (USA/Japon)

e

Hawaii 1992




In 1998, una papaya transgénica resistente a
PRSV fue entregada a agricultores en Hawaii.

Papaya resistente a virus a Japdn

B Japdn el mayor mercado para la papaya
americana (2,500 ton, $6.2 mill/afio).

B Se requiere separar la cadena de marketing
para papaya libre de biotecnologia.

B Sistema de verificacion transgénica exigente.

Papaya resistente a virus a Japon
Aprobacion en proceso desde 1998,

8 Desarrollando estrategia de etiquetado y
marketing.

E Se espera que si el proceso de aprobacion
sigue su curso se estara exportando a Japdn
en Noviembre del 2006.

Caso de estudio #2
Ciruelo transgénico “Honeysweet’
resistente a Plum Pox Virus (PPV)

BARS Appalachian Fruit Research Station, USA
mINRA-Bordeaux, Francia

®|ISK, Skierniewice, Polonia

BIVIA, Valencia, Espafia

BFruit Research Station, Bistrita, Romania

BRes. Inst. Crop Production, Reptblica Checa




Ciruelo "Honeysweet - USA

B Se pretende asegurar la produccién ante

posibles brotes de PPV que pueden ser
devastadores.

B Se necesitara de aprobacion internacional si
es adoptado por agricultores ($40-60
millones mercado de exportacion).

Ciruelo "Honeysweet’: Situacion en
materia de regulaciones

B Actualmente ensayos de campo en Europa.
B Desregulacion APHIS casi completa.

B Analisis de la composicion nutricional de la
fruta.

B En discusiones con la EPA.




i Calidad:

- Identificacién v expresion de genes involucrados en el contenido y
acumulacidn de ac. citrico en paranjo dulce.

- Elstudio de I? ruta metabdlica de carotencides en frutos de naranjo
dulce v pomelo.

e Produccion:

- Acortamiento del periodo de juvenilidad
en naranja_dulce con el uso

de la transgenia (sobreexpresién de
Apelaial).

- Comportamiento en terreno de plantas
transgénicas de naranio dulce y
Carrizo ditranae,

® Tecnologias facilitadoras:

- Uso de embriogénesis somdtica para acelerar
propagacion clonal en Mandarina Satsuma. Uso de
ovulos inmaduros.

- Uso de hibridacidn somdtica entre protoplastos
naranja Navel y Mandarina Satsuma para desarrollar
variedades mejoradas con mayor resistencia a frio y
enfermedades e hibridos sin semilla. M.Parental.

- Uso de hibridacion somdtica para obtencion de
portainjertos resistentes a eljfermedades, insectos,
tipos de suelo y tamafio de arbol. M.Parental.

® Transformacion genética:

- Desarrollo de vector binario con gen reportero GFP
para identificar plantulas trangénicas de Carrizo citrange,
naranjo dulce y pomelo.

- Transformacion de callos embriogénicos de mandarina
Satsuma mediante Agrobacterium. Uso semillas
inmaduras. GUS.

- Transformacion y regeneracién de protoplastos de
naranjo dulce con gene de resistencia a Xanthomona.

- Produccién de plantas transgénicas libres de
marcadores de seleccidn. Vectores MAT (genes ipt, iaaM
y iaaH). Seleccion positiva.




e Calidad:

- Monitoreo de la expresion diferencial de
genes durante la maduracién y almacenaje
de frutos en ia piel y pulpa. Encontrar
genes candidatos para desarrollar una
manzana de calidad superior. Expresion,
marcadores y QTLs, p :

% Produccion y estrés bidtico:

- Uso de MADS Box genes de abedul induce floracién precoz v acortar
juvenilidad.

- Uso de los ggnes Wal y_Vfa2 confieren resistencia a Venturia
inaequalis ('Mc Intosh’ transgénico).

- Obtencién de portainjertos transaénicos ((M9'y "M26°) con mayor
capacidad de enraizamiento v menor tamario (ro/8). Ensayos campo,

- Scbreexpresidn de la

ascorbato peroxidasa

citosdlica (APX) de arveja ('Royal Gala“
transgénica) aumenta resistencia a bajas
y altas temperaturas.

- Uso del gen de resistencia Rad
aumenta resistencia a Alternaria (*Mc Intosh’).

B Tecnologias facilitadoras:

- Uso de QTLs para evaluar parametros de calidad en frutos de los cvs.
‘Braeburn’y Telamon” grulos después de cosecha, durante almacenaje y
comercializacion). JUGOSIDAD, FIRMEZA, CRUJENCIA.

- Métodos _alternativos para seleccidn (sin antibicticos) de plantas
transformadas (azucares no metabdlicas, pmi y galT). *

E Transformacion genética:

- Transforrnacidn de portainjerto ‘M26” v el ov_"Galaxy” sin el uso de
marcadores de seleccion Fara antibidticos Marcador eiminado después de
la transformacidn. GUS, NPR1.

- Protocolo de transformacién con .If\lfrobacterium para la obtencién de
rtainjertos transgénicos "M26"y ‘M9’ con mayor resistencia Fuego
acteriano.

- Estimacion del flufo de polen previo a la etapa de liberacién de plantas
transgénicas.




E Calidad:
- Produccién de uva Muscadinia fransaénica sin semilla.

8 Produccion:

- Produccién y transmisién de proteinas bioactivas desde
portainjertos transgénicos a la variedad. "Thompson seedless”
transgénicos usado como portainjerto.

B Tecnologias facilitadoras:

- Obtencidén de embriones somaticos a partir de dvulos, anteras,
peciolos y hojas (V. rofundifolia).

- Identificacién de marcadores moleculares asociados a la ausencia
de semilla utilizando técnicas RAPD vy AFLP.

- Uso de genémica funcional para entender las bases de la apirenia
en cv. "Thompson seedless’. Microarreglos y silenciamiento.
Basqueda de genes candidatos.

B Transformacién genética:

- Desarrollo de plataforma transaénica para distintos
cvs. de vid: "Thompson seedless’ como modelo.

‘Red Globe’, "Flame’, "Cabernel sauvignon’, ‘Carmenere”.

- Transformacion genética de células
embrionarias y recuperacion de plantas
transgénicas (V.vinifera, V. rotundifolia
e hibridos).

‘Cabemet Franc’, "“Chardonnay’, "Meriot’,

‘Pinot Noir’,"Shiraz”, “Thompson seedless”
etfc.




B Calidad:

- Estudio de la genética molecular asociada al dafio por frio (mapa
de ligamiento e identificacion de QTLs).

- Estudio de la variacion genctipica del gene EndoPG y su rol en
ablandamiento.

E Produccion;

- Estudio del locus ‘Evergrowing, evg” en mutante revela genes
candidatos en el control del letargo invernal,

- Estudio de las bases de datos de genédmica estructural y funcional
en bisqueda de regicnes del genoma con genes asociados a:

Arquiteciura de arbol
Resistencia a nematodos
Calidad de fruta

u Tecnologias facilitadoras:

- Desarrollo de puevos protocolos de cultivo para la obtencién y
propagacién de plantas libres de wvirus (gj. PPV, PDV, PNRSV).

- Estudio de la influencia del genotipe en |la regeneracion de
embriones somaticos a partir de embriones zigéticos de distintos
cultivares. 23 genotipos.

Calidad:

- Uso de antisentido para la ACC oxidasa en Prunus
domestica reduce produccion y respuesta al etileno.

Produccién:

- Uso de transgenia (Agrobacterium rhizogenes) en el portainjerto
de cerezo para fomentar desarrolle radicular {rol

- Desarrollo de lineas transgénicas de Prunus domestica y Prunus
salicina con resistencia a PPV.

- IES;%y_os de campo para el cv. de ciruelo "HoneySweet” resistente
a .
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B Tecnologias facilitadoras:

- Desarrollo de protocolos de regeneracién para guindo acido v ciruelo a partir
de hojas para obtener planias resistentes al PPV. pmi y GFP.

- Protocolo de regeneracion para plantas transformadas de damasco ¢on
resistencia al PPV a partir de hojas.

- Construccion de un mapa genétice para damasco e identificacién de
marcadores moleculares ligados a [a resistencia a PPV. AFLP y SSRs.

® Transformacion genética:

- Plataforma de transformacion y regeneracion de Prunus salicina.

- Desarrollo de plataforma de transformacién para podainjertos y

variedades de Prunus domestica con resistencia a PPV.

- Plataforma de transformacion para cerezo: ¢v. Montmorency y
portalnjerto Gisela 6.
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Biotecnologia y mejoramiento
genetico de Vs vinifera y especies
silvestres

International Symposium on Biotechnology of
Temperate Fruit Crops and Tropical Species. ISHS

Octubre, 2005, Dayona Beach, Florida
Marlene Gebauer H.

Trabajos presentados

m Presentaciones orales

m Busqueda de nuevos genes en especies silvestres
de vides

® Towards Idenufication, Isolation and Charactenzaton of Iiscase Resistance Genes
from Native North Amcrican Grape (14245 1.) Species. J. Lu et al. Florida A&M
University, USA

m Transformacién genética en vides

® Screening Transgenic Gra]?cvincs for Picree's Disease Resistance D, J. Gray er al.
University of Florida/TFAS, USA

8 A Mud-Scale Platform for Genetic Transformaton of Different Grapevine
Vanetes: Use of Thompson Scedless as a Modcl. F. Reyes et al. INIA, Chile

m Gendmica funcional

® Functional Genomucs of Grape Seedlesness. U. Hanania er al. Voleani Center,
Israel

Trabajos presentados

m Presentaciones en Posters

® Basqueda de nuevos genes

®  Comparanve Sequence and Funcrional Analysis of Srlbene Synthase Genes amnong | /i Species H.L
Huagzgner .liq?‘lnrid.- A&M Universaty, USA

®  Isolaton and Chaructenizauon of the 25 alburmin Gene and Promarer from Grapevine Z.'T, L et af,
Usmiversity of Florida /IFAS, USA
a Transformacion genética en vides
Transgerue A h for Seedl of lacge Frut Muscaduw Grapes V. Colova er &, Flonda A&M
University, USA

= Genenc Transforrabon of Emb: c Cultures 2nd Kecovery of Transpenae Plants i [ itr evmyfera, 12015
and 1"y Hybnds 5. A. Dbekaty er al University of Florida/IFAS, [JSA
[ ] Tnnsg;uc Rootsmcks Proresn Transmession m Grapevines M. Dutteral Universier of Flonda/IFAS,
FL, U.

m Cultivo in vitro
®  Estblshment of an cfficient Somanc Embryogenesis and regeneranon Systern in Muscadine Grape (ar
rozundifoid) ] Lu et al Flonda A&M Unrrensity, USA

= Isolauon and Culture of Grape I’rm?hsts from Somanic Embiryos of ‘Autumn Royal Seedless’ {1-uar
sngfird) and Taca' {Vites roundoia) X Xu e o, Florida A&M Usivenaty, USA

Identificacion, aislamiento y caracterizacion de genes de
resistencia en especies de vides nativas de Norteamérica

mp_ell_epw i Cislsus ] Vi:tis ~.§ m:)cissus] ( Oilros 1

[ Boviiis { Muscadina |
— _Americano (;’ mmn&foiis:
'; V. mpeén'{-’s: : :V. munsr:ru'nn%
z__lilz_bmsca _:! V. popenoei
V. berfandien
v

‘ -
—  Eucasitico

V. vinifera

- e —
—_ Asidtico |

V. amurensis




Identificacién, aislamiento y caracterizacion de genes de
resistencia en especies de vides nativas de Norteamérica

w [/ wintfera es susceptible a
enfermedades

& Germoplasma de especies
silvestres posee genes de
resistencia biouca y abidtica

Euvitis Planch. (Florida)
U aestivalis

a V. anana
u . cordifolia
V. palmat
V. shuttleworths

Especies del grupo Euvitis poseen mayor resistencia
que Muscadinia

Identificacién, aislamiento y caracterizacién de genes de
resistencia en especies de vides nativas de Norteamérica

m Mecanismos y base genéuca de la resistencia en [itis son poco
conocidos
& 2002, se inici6 proyecto de gendmica para identificar genes de

resistencia {Center of Vinculmure and $mall Fruie Research, Floruta AAM Unsvesity en colaboracdén
con USDA-ARS Homeulrural Research Laboratory at Fant Pserce, Flonda)

w . shutileworthii y V. rotundfolia, especies con mayor resistencia a
enfermedades y plagas para secuenciacién de ESTs

Identificacion, aislamiento y caracterizacion de genes de
resistencia en especies de vides nativas de Notteamérica

Secuencizc1on de 30.000 ESTs
Generacion de 10.000 unigenes

7% cotrelactionados con resistencia

20% no tene relacion con V. unifera
= (170.000 ESTs y 24.000 unigenes)

m Deteccion de SNPs en los genomas

de V. viniferay V. shuttleworthis,

muchos correlacionados con

resistencia




Identificacion, aislamiento y caracterizacion de genes de
resistencia en especies de vides nativas de Norteamérica

Conclusiones

® Gran impacto en el mejoramiento genético tradicional y
transgenia de V. vinifera dado por:

u Combtnacién del andlisis de expresién de genes y la asistencia
por marcadores moleculares (SNPs)

B Aislamiento y caracterizacién de genes de resistencia de la
planta

Obtencién de plantas de V. vinifera resistentes a
Xylella fastidiosa

N
i

" m Enfermedad de Pierce endémica
del sureste de Norteamérica, de
: California y Aménca Central

® Bacrera bloquea el paso del agua a
i través del xilema

a Vectores son insectos chupadores

® Especies nativas y algunos hibridos
son resistentes

m Variedades de IV unifera son
susceptibles

Transformacion genética

®  Sistema de transformacién indirceta medtante A, fumefagiens

= Construcctdn genética con promotor
doble bidireccional (BDPC) y fusidn de
EGFP y NPT

8 Selecadn de de plantas transgénicas
mediante expresion transiente de GFP

® Se visualiza por 1'vez a los 2 dias
m Expresién estable a los 20 dins

Embriogénesis somatica de V. vinifera

Tepider embricgtnice

Material s sétee




Seleccion de plantas transgénicas para
tesistencia a Xylella fastidiosa

® Desafios:

& Método para producir un gran
nimero de lineas transgénucas

® ELISA para identificar plantas que
expresen péptidos en el xilema

® Produccién de lineas transgénicas

seleccionadas

® Lineas resistentes y susceptibles
como controles de pruebas
poblacionales

Evaluacién de plantas transgénicas para
resistencia a Xylella fastidiosa

m Método

® Inoculacién mecanica de bacteria en el xilema de
las plantas

m Determinacion de resistencia relativa

® Se compara la severidad de la enfermedad entre
lineas controles susceptibles y resistentes

m Correlacion de severidad con poblacién de

bactenas en el xilema

a Comprobacién de que la resistencia se debe a
supresion bacteriana dada por la transproteina

Seleccion de plantas transgénicas para
resistencia a Xylella fastidiosa

Conclusion

® Lineas transgénicas con altos niveles de
tesistencia en 7tis vinifera a Xylella fastidiosa

m Transgenes que otorgan mayor resistencia
seleccionados

Resistencia a Botrytis cinerea

s 48.000 ha de vides
de mesa en Chile

® Pudncon gns
causada por Besrytis
anerea

V. winifera cv Thompsoen Seedless m Se asocia a gmndes
pérdidas




Resistencia a Botrytis cinerea

8 Genes
= [indo quitinasa
m Exo quitinasa
a N’ aceryl glucosaminidasa
® Glucanasa
® Indolycina reversa

® Magainina

T. bargganun

5 aureas

T. harganum

T harganum
Péphido sintético
Péptido sintético

8 20 vectores y varias combinaciones de genes

8 Transformacién genética de V. winsfera var Thompson Seedleess

Incorporacion de nuevas variedades al sistema
de transformacion genética

[ Sonude, Embryegenit ’ |Trunsibmmtiun i

Type Vaneties
Antmun Raval {\’qu"_l.‘ll'!'r_ ﬁ Emirs i Bl Wieermy |

Caimenere
Cabernet Sianvignon 208 2 1.0%
Crungon 5

Talle prapes  Flyne & . Caraenere Y 5 LIXEL
Princess Seedless Flame Seciles TR Y
Red Globe
Red Glole

413
Wine guipes  Carmencre

Morka

Bioensayos para determinacién de resistencia a

Botrytis cinereca

|0 houry |

Obtencion de resistencia a Botrytis cinerea
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Ensayos de campo para determinacion de

m Septiembre 2005, INIA, La
Platina

Seedless en campo

Septiembre, 2[}0

® 600 lineas transgénicas de Th.

Conclusiones finales

m Mejoramiento genético via transformacion genética
para obtencidn de resistencia a enfermedades

® Desarrollo de protocolos de regeneracion i# sifro para
utilizacién en transformacion genética en variedades de
V. vinifera y especies nativas

m Uulizacién de genes naturales de especies nativas de
1itis L.




Uso de la biotecnologia para mejorar la resistencia
de las plantas a las condiciones de Stress:

Importancia del entendimiento de la fisiologia
M. Wisnlewski, C. Bassett, T. Artlip v J Renaut

Intérnational Symp. on Biotech. of
Temperate Fruit Crops and Trop.

Species. N
APPLE Group Jo, Objetivos
:4 e Estudio de los genes asociados a
condiciones de Stress
o Aclimatacidn al fric invernal.
Juan Pablo Zoffoli o Alta temperatura.
Facultad de Agronomia e Ingenieria Forestal o Sequia

« Aislamiento y caracterizacion de los genes
regulados por temperaturas bajas (cor) y los
factores de transcripcidon inducidos por bajas
temperaturas.

* Genes que codifican para las enzimas
detoxificantes de radicales.

Pontificia Universidad Catélica de Chile

EN PLANTAS
presion de los genes relacionados con la Tolerancia a Temperatura Bajas y Altas

Osmotic Stresses
Freeving., Sallnity, Drough

Condicién fﬂr‘ctr‘va @
nacive
Ca? Receptores de Ia sefial bl
i

Stress por deshidratacion na estimula el gen CBF
L]

1 1

Otros genes que generan FT
Factor de transcnpoion DREBZ, que se asocian al promator de

m /\ gen COR
%@ St O T "?\“m
» g \ e b
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% OREB?
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ﬂ ret29A——{ o el Jotata o
e shoard A bl p—,
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%L“'/% > 3 Lisetat, 1998
ICE

Box Gimowr etal , 1998
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ABA Independent
a

~a -~ o .
Protein  MAP Kinase ~» CBF/DRER Fosforifacion de proteina

Synthess Cascade

‘ ' | :

{;ene Expression Gene Expression

Factores de transcripcién
CBF

Stress Tolerance




Temperatura critica y tiempo de exposicién (CONDICION DE STRESS)

Generacion de compuestos activos de oxigeno

Peroxidacion de lipidos

PUFA-H + 0" — —» PUFA* + X-H

PUFA*+ 0O, — PUFA-QOQ*
PUFA-OQ* + PUFA-H — PUFA-QOH

0,7 +0,;"+ ' 2 M +0;  pismutasa de Oxigeno radical (SOD)

2H0, ¢=» 04 + 2H0 Catalasa

2GSH + PUFA-OOH ¢ GSSG + PUFA + 2H,0 Giutation peroxidasa
AA + H,0; <> DHA + 2]{:"0 Ascorbate peroxidasa (AP)

Sobre expresion de genes que codifican para enzimas Ascobato peroxidasa

y 50D

Expresion de proteinas con exposicion a alta temperatura (35-40°C) en manzanas

Proteinas que se expresan a allas temperaturas y protegen condiciones de stress
no solo por temperaturas altas sino también asociadas a dario por frio (Palta).
Actian como chaperonas evitando la desnaturalizacién de otras profeinas.

Contacto: mwisniewski@afrs.ars.usda.gov

Sobre-expresidn del gen para la enzima Ascorbato
peroxidasa en Manzanos y su resistencia al Stress

ambiental
MT Artlip, M. Wisniewski, J Norell, C. Minngang y L Fuchigami

o Objetivo
e Aumentar la resistencia natural de plantas de
manzanas a condiciones aflictivas de alta y baja
temperatura.
Q.
o Enfoque

+ Condiciones de Stress bidtico o abiético inducen
compuestos radicales de Oxigeno que son
altamente reactivos, generando darios celulares que
F_rodgcgn sintomas de senescencia y dafios

isiologicos)

+ Sobre-expresion de genes que codifican para
enzima Ascorbato peroxidasa.

Sobre-expresion del gen para la enzima Ascorbato
peroxidasa en Manzanos y su resistencia al Stress
ambiental

Continuacién

o Procedimiento
» Desarrollo de plantas transgénicas de Royal
Gala. Evaluacion en relacién a la resistencia de
discos de hojas a exposicién & alta y baja
temperatura,

o RESULTADOS
¢ El mejor resultado se encontrd en aumentar la
resistencia a temperaturas altas:

o Plantas NO transformadas:, 70% de dafio
después de 6 horas a 44°C, y en plantas
transformadas el dafio varid entre 10 y 50%.

CONTACTO: tartlip@afrs.ars.usda.gov




Enfoque genético para entender el control de

maduracion y aspectos de calidad en tomates
J. Giovannoni

e OBJETIVOS

o Laboratorio liderado por Giovannoni (Cornell)
en colaboracién con The Institute for Genome
Research (TIGR) han creado sobre 150,000
secuencias EST para mas de 23 tipos de
tejidos de tomate.

« http://ted.bti.cornell.edu

o Estudio de los genes que participan en la
maduracidn de tomate.

+ Genes que codifican para la sintesis de etileno,

receptores de etileno, inhibidores de la
maduracion.

Ripening:
Saoftening
Flavar/Aroma
Nutrition
Chinrophyll Lass
Carotenoid Accumulation |
Pathogen Susceptibility

Trabajos en mutantes de tomate rin, Nr, nor.
+ Mutante rin, tienen la madurez inhibida, debido a genes
asociados a la sintesis de ACSintasa
« Mutante Nr (Never ripe) y nor, mutado el receptor,
|nsen5|ble a etlleno, no madura apropiadamente Ia fruta, la
expresion fenotipica esta asociada con la expresién floral
(carpelos).

Wild Type 1223 8 11861

T,

MODELO PROPUESTO PARA LA REGULACION DE LA SINTESIS

DE ETILENO
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BpMADS4-caja MADS induce floracién en

plantas de manzano
M-V, hanke, A Efo, T. Sopanen y H Fachowsky

o Objetive
« Inducir floracién en forma temprana en plantas de
manzano.
« Acortar el periodo de juvenilidad

o Enfoque
o Utilizar la infqrmac{én genéticq desarrollada en
abedul y arabidopsis en relacion a los genes que
regulan la expresion floral
. I(.TE_,.?LF;() {LFY), APETALAL (AP1), TERMINAL FLOWER

+ Silenciamiento de genes

» Sobre-expresion de genes: BpMADS4 (similar a
FRUITFULL de arabidopsis).

Transformacién genética de manzanos sin el
uso de marcadores especificos

M Malnoy, @ @ Wysocka, P Abbott, § Lewts J Norelli, M. Flaishman, D. Gidonl y H.
Aldwinchle

S1Enforque
« Desarrollar plantas transgénica sin marcadores

o Marcadores son genes que se introducen a las
plantas transforamadas para reconocer que |a
transformacion ha ocurrido, generalmente resistencia
a antibidticos o herbicidas.

o Mercado no quiere plantas con estos marcadores.

[o]

Promator Gen de interes  Marcador

BpMADS4-caja MADS induce floracion en
plantas de manzano contnuacion .

o Resultados

= Se crearon 20 lineas transgénicas a través del promotor
CAMV355 usando Agrobacterium tumefaciens.,

« Caracteristicas fenotipicas
o Produccién de flores durante propagacion in vitro.

o Produccion de ftores en forma solitaria en la etapa
in vitro posteriormente en racimos de 5 flores.

o Aparicién de flores anormales y los bretes tipo
enredaderas.

Contacto: h.flachowsky@bafz.de

Transformacién genética de manzanos sin el uso de
marcadores especificos Confinuacidn,

bjetivo
» Desarrollar plantas transgénica sin marcadores

» Elminar los genes marcadores inmediatamente después de
la transformacion .

« Desarrollar transfermacidn sin marcadores.

© Procedimientos
¢ Portainjerto M-26 de manzanos.

« Construcciones pwiAtt355gus y pinMpNPR1 sin el gen de
resistencia a Kanarmicina.




Transformacion genética de manzanos sin el uso de
marcadores especificos Continuacién,

IRESULTADOS

¢ De las 1500 plantulas, se seleccionaron 250
a 300 para verificar presencia de transgenes
{promotor, GUS, NPR1) a través de PCR de
las cuales 22 - 25,4% mostraban
transformacion,

Transformacion de manzanas a través de métodos altemativos
de seleccitn
J Szankowski y J. Degenhardt

Procedimiento

» Se crearon plantas de manzanas
transformadas con el plasmidio pNOV2819
de Syngenta con el gen pmi y el gen galT se
clong en el vector pBI121,

¢ Las plantas que crecieron en medio con
manosa ¢ galactosa eran aquellas
transformadas

Transformacion de manzanas incluyendo
métodos alternativos de seleccion

J. Szankowski y.| Degenhardt

-0 Objetivos
¢ Desarrollar métodos alternativos para la seleccion répida de
plantas transformadas
o La transformacion de plantas requieren métodas rdpldos de seleccién
de las plantas transformadas.

o Actuaimente la selecaén a través de la Introduccidn de genes de
resistencia a antibigtico y herbicidas no es aceptada.
o Enfoque
« Seleceibn positiva de plantas transformadas de manzanas
o Sistema se basa en la iqcafacidad natural de |a planta para
metabolizar ciertas moléculas de azucares, como €f caso de manosa y
galactosa.
[+]
o Plantas con el gen {pmi) de la enzima fosfato Isormerasa, son capaces
de metabolizar manosa'y

o Plantas con el gen {galT) enzima UDP-glucosa:galactosa-1-fosfato
uridiltransferasa metaboliza la galactesa,

inaequalis en plantas transgénicas de manzano cv
Mcintosh.

MT Artlip, M. Wisniewski, J Norelli, C Minngang y L. Fuchigami

Genes Vfa1 y Vfa2 confieren resistencia a Venturia

Cbjetivo

« Aumentar la resistencia de plantas de manzano a
Venturia inaequalis a través del gen Vf derivado de
Malus floribunda.

o Enfoque

» Existen diferentes genes Vf que otorgan resistencia
a la sarna del manzano , sin embargo existen
diferentes razas de Venturia inaqualis que podrian
explicar la diferencia sensibilidad a la enfermedad.




Genes Vfa1 y Vfa2 confieren resistencia a Venturia
inaequalis en plantas transgénicas de manzano cv
Mclintosh.

Continuacién...

0 Procedimiento

o Genes Vf1, V2, VI3 y Vf4 fueron
separadamente clonados en el vector
pCAMBIA2301 e incerporados en manzanas
cv. McIntosh a través de Agrobacterium
tumefaciens.

e Plantas transgénicas fueron inoculadas con
una mezcla de 5 razas de V. inaequalis.

LOCATION TISSUES TRAIS
Karban Univ Illinois, USA ESTs for the world
Norellt ARS Kearneysvile, WV, USA fire blight
McNellis Penn State Univ, USA Rootstock scion mferactions
VanNocker Michigan State Umiv, USA flowermg and fruiting
Garditier HortResearch, NZL General tree and fruit
tissues/traits
Paulan INRA, Angers, FRA 300 ESTs fire biight
Zhu ARS Wenatchee, WA USA harvest and postharvest
(planned)
Wisniewski ARS Keamneysville, WV, USA cold acclimatization, bark
tissue, sequencing, aim for
IEro ATy
Gianfrancesclu Collaborative EU under Univ differential expression during
Milan, ITA ripening, maturabon, not

really EST project

Tartarini Univ Bologna, ITA Scab resistance, subtractive
hybridization, stnall effort
Drecsen Leuven, BEL nipeming
Zofloli Umv Catolica, Santiago, CHL Scab and heat stress (pi d)
http://www.hidras.unimi.it/index.html

hitp://www.itb.cnr.t/estree guality/

Genes Vfal y Vfa2 confieren resistencia a Venturia
inaequalis en plantas transgénicas de manzano cv
Mclintosh.

Continuacitn

20 RESULTADOS

e La linea transgénica que expresd el gen
Vfa4 fue la mas susceptible.

e Las lineas con el gen Vfal o Vfa2 fueron
mas resistentes que el control.

Contacto: mam262@comell.edu

PARTICIPANTES ASOCIADOS A INVESTIGACION EN POMACEAS

1 Peggy Abbott, Cornell Univ, Geneva, NY USA

2 Herb Aldwinkle, Comell Univ, Geneva, NY, USA

3. Tim Artlip, USDA-ARS Keameysville, WV, USA

4 Richard Bell, USDA-ARS Keameysville, WV, USA

5. Eva Borgjsza-Wysocka, Comell Umiy, Geneva, NY, USA

6 Elisabeth Chevreau, INRA-Angers, Beaucouze, France

7. Rozemarijn Dreesen, KU Leuven, Heverlee Viaarms-Brabant, Belgium
8. Moshe Flaishman, Volcani Center, Bet Dagan, Israel

9, Magda-Viola Hanke, Fed Ctr Breeding Res, Dresden, Germany
10. Martin Hoehule, Univ Hohenheim, Stuttgant, Germany

11 Johan Keulemans, KU Lewven, Heverlee Viaarms-Brabant, Belgium
12. Dolores Lomberk, USDA-ARS, Lake Buena Vista, FL., USA
13. Mickael Malnoy, Cornell Univ, Geneva, NY, USA

14 Jim McFerson, WTFRC, WA, USA

15, Cecelia Muller, USDA-ARS, Lake Buena Visia, FL, USA

E6. Iris Szankowks1, Univ Hannover, Hannover, Germany

17, Stefano Tartarini, Bologna Uiy, Bologna, ltaly

18 Kwan Jeong Sung, Cheju Natl Univ, Jeju, Korea

19. Narander Nira, ArborGen, Summerville, SC, USA

20. Michael Wisniweski, USDA-ARS Keamncysville, WV, USA
21. Li-Hua Zhu, Swedish Univ Ag Sci, Alnarp Skane, Sweden
22. Yanmin Zhu, USDA=ARS Wenatchee, WA, USA

23 Juan Pablo Zoffoli, Univ Catdlica de Chile, Santiago, Chile
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