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1. Antecedentes Generales de la Propuesta

Nombre: Plant and Animal Genome XII Conference, San Diego, CA. 10-14 Enero 2004

Código: BID-FP-L-2003-2-BIOT -15

Nombre Postulante Individual: Inés Marlene Rosales Villavicencio

Lugar de Formación (País, Región, Ciudad, Localidad): EEUU, California, San Diego.

Fecha de realización: 10-14 Enero 2004

Objetivos de su participación en la actividad:
Actualización en los ámbitos de la genómica y bioinformática, así como en las nuevas áreas de
investigación que actualmente se desarrollan en el ámbito internacional (metabolómica y
proteómica).
Esto se traduce en concretar avances en los siguientes aspectos:
1. Vinculación intemacional.
2. Posibilidad de acceder y utilizar resultados de investigación externa en Chile.
3. Capacitación en la tecnología de microarreglos, bioinformática y otras técnicas

específicas.
4. Revisar experiencias internacionales en el ámbito de la propiedad intelectual.
5. Intercambio de experiencias en genómica y bioinformática.

2. Antecedentes Generales: describir si se lograron adquirir los conocimientos y/o
experiencias en la actividad en la cual se participó (no más de 2 páginas).

Esta conferencia representa una de las instancias científicas más importantes en el área de la
Genómica y Bioinformática. En ella se presentan año a año innumerables workshops y
conferencias que muestran las últimas actualizaciones en éstas áreas. Para los proyectos
financiados por la Iniciativa Genóma Chile, se presentó entonces una oportunidad única de
interacción con otros grupos intemacionales, que nos permitió conocer y aprovechar sus
experiencias, así como también realizar una difusión del trabajo que en Chile se efectúa.

Sin duda, los objetivos planteados en término de actualización, vinculación internacional e
intercambio de experiencias se cumplió a cabalidad. Sin embargo, este año se observó una
clara ausencia de los grupos de investigación más sobresalientes de Europa y Australia, lo que
afectó en particular a aquéllos interesados en los avances de la genómica en vides. Es
posible que esta ausencia se deba a que en Junio próximo se realizará un encuentro
Internacional en Califomia-Davis, que congregará a los miembros del "Grape Genome Group",
y éstos grupos estén privilegiando su asistencia a éste encuentro. A pesar de que este
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Consorcio Internacional posee integrantes de distintos países, la cooperación Internacional
que se observa es escasa y al parecer altamente competitiva.

3. Itinerario Realizado: entregar una relación de actividades de acuerdo al siguiente cuadro:

Fecha Actividad Objetivo Luaar
8 al9 de Vuelo Santiago-Miami- Arrivar a San Diego, CA Santiago - San
Enero, Dallas- San Diego Diego
2004
10-14 Participación en Asistencia seminarios, Town & Country
Enero Conferencia workshops, exhibiciones, etc. Hotel, San Diego
2004
15-16 Vuelo San Diego-LA- Retorno a Santiago, Chile San Diego-
Enero Santiago Santiago
2004

Señalar las razones por las cuales algunas de las actividades programadas no se realizaron o
se modificaron.

Todas las actividades se cumplieron de acuerdo al itinerario programado por FIA.

4. Resultados Obtenidos: descripción detallada de los conocimientos adquiridos. Explicar el
grado de cumplimiento de los objetivos propuestos, de acuerdo a los resultados obtenidos.
Incorporar en este punto fotografías relevantes que contribuyan a describir las actividades
realizadas.

Los conocimientos adquiridos durante este evento dicen relación con las conferencias
presenciadas en este Congreso. La envergadura de esta Conferencia permite que en sus
ponencias no sólo se presenten grupos de investigación líderes en el área de la Genómica y
bioinformática, sino también las grandes compañías que entregan la tecnología necesaria para
que estas áreas del conocimiento se desarrollen. A continuación se detallarán algunas
sesiones de grupos de investigación líderes presenciadas, considerando como principal área
de interés la Fruticultura. Los resúmenes referidos en el texto pueden encontrarse en
http://WNW.intl-pag.org/ 12/abstracts/

1. Fuit and Nut Crops Workshop. Organizado por Erik Rikkerink
(ERikkerink@hortresearch.co.nz). Horticulture and Food Research Institute of NZ Ud.
En este workshop se presentaron investigaciones en genómica de frutales: cerezos,

duraznos, papaya, manzanos y vides. En cerezos se presentó un trabajo en
autoincompatibilidad gametofítica, la que se presenta en sour y sweet cherry (resumen
W102 ).

Clemson University presentó su trabajo en genómica de duraznos, quienes en forma muy
interesante están integrando la información de los mapas genéticos, físicos y la genómica
funcional. Durazno aparece entonces como un modelo en frutales que presenta ventajas
comparativas claras frente a otras especies: genoma de tamaño pequeño ( 300 Mb aprox),
y un genoma diploide (2n= 16). Este grupo ya a generado 9984 ESTs de alta calidad, los



••••••••••••••••••••••••••••••••

f.::'1» GOBIERNO DE CHILE
...~ fUNl>ACJON rARA L/',

o JNNOVACJON AGRARIA

que han sido ensamblados y anotados definiendo de esta forma los primeros 3842
"unigenes" de duraznos, es decir un set de genes únicos, no representados en los
genomas hasta ahora secuenciados de otros modelos vegetales. Este grupo
posteriormente ha desarrollado un mapa de transcritos, para lo que hibridaron sus ESTs a
librerias BAC de durazno, localizando 1304 ESTs de sus unigenes., es decir localizaron un
11.2% de sus ESTs en el mapa genético. Los datos que se generen en este proyecto y
que sean de público acceso pueden encontrarse en htlp://www.genome.clemson.edu/gdr/.
(resumen W104). La estrategia que este grupo ha desarrollado para su proyecto debiera
servir de ejemplo en nuestras iniciativas nacionales, ya que la forma más eficiente de
utilizar la información que se generen de proyectos de genómica funcional es acoplarlos
con la información generada en mapeos físicos y genéticos de la especie en cuestión.

En manzanos se presentaron tres trabajos: conservación de marcadores alrededor de
algunos genes en manzano; Silenciamiento de proteínas de manazana que interactúan
con genes avr de E.amylovora (es decir potencialmente suprimirían la enfermedad), y
aumento de la resistencia a enfermedades en manzanas que sobre-expresan el
genMPNR1 (un mediador de la respuesta defensiva en vegetales) (resúmenes W100,
W101 y WW105).

Finalmente, Pamela Gatto (lASMA-ltalia) presentó la investigación en genómica de vides
desarrollada en este Instituto. Este grupo, cuyo lider es Riccardo Velasco empezó el
trabajo genómico en 1999, el que incluye un programa de secuenciación de ESTs,
desarrollo de mapas moleculares , librerias BAC y mapeo físico así como aproximaciones
genómicas tales como cDNA-AFLPs y macroarreglos. Al momento, han secuenciado 8000
ESTs, organizados en una base de datos que pronto se hará pública (www.ismaa.it). Han
encontrado 4400 unigenes, de los cuales 2300 han sido depositados en membranas de
nylon, dónde se estudiará la regulación diferencial de genes involucrados en la ontogenia y
senescencia de hojas de vides. Además, a través del uso de librerías substractivas, han
podido generar arreglos tejido específico de hojas, frutos y raíces de vides. Con todo este
material, se han concentrado en el estudio de la expresión global de genes de forma de
poder ganar conocimiento en procesos tales como vías metabólicas de compuestos
fenólicos y respuesta defensiva a B.cinerea y P. vitícola.

2. Nacional Citrus Genomic Workshop, organizado por José Chaparro del USDAlARS.
Este workshop presentó una amplia variedad de trabajos. Primero, Gloria Moore mostró los
intentos preliminares de la Universidad de Florida en el uso de las herramientas genómicas
en el estudio de la tolerancia al frío que se presenta en Poncirus trifoliata, un "pariente
silvestre" de los cítricos desde el cual es posible introgresar genes a la especie (Resumen
W49). Más tarde, Gustavo Astúa-Monge presentó el gran despliegue que Brasil está
realizando en esta área. Brasil ha iniciado hace algún tiempo un proyecto de
secuenciación de ESTs enfocándose en la respuesta de cítricos a diferentes estrés
bióticos y abióticos. Los datos evaluados se concentran en el descubrimiento de
microsatélites, marcadores SNPs e identificación de genes diferencialmente expresados
bajo estas condiciones. De esta forma, el trabajo bioinformático les ha permitido encontrar
agrupaciones de genes (gene clusters) que presentan respuestas similares a diferentes
formas de estrés que se han evaluado. Un destacable ejemplo de trabajo multiprofesional
de avanzada en nuestro hemisferio, sin duda uno de los más importantes que se
presentaron en el evento (resumen W50).

http://htlp://www.genome.clemson.edu/gdr/.
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Posteriormente dos grupos americanos presentaron sus trabajos en Citrus ESTs Project,
donde se mostraron las abundantes colecciones de ESTs que han obtenido bajo distintas
condiciones de forma de representar la mayor cantidad de unigenes posibles. El grupo de
California (M.Roose, resumen W52) ha fabricado 12 librerías principalmente desde naranja
dulce, las que en el futuro se dispondrán en un microarreglo de cítricos. Este trabajo aún
está en marcha y sólo se presentó trabajo bioinformático de genes candidatos. R. Shatters
del USDA en Fort-Pierce, FL (resumen W53) ha centrado el análisis de ESTs en
condiciones de interacción planta-insecto, de forma de dilucidar algunas interacciones de
insectos vectores, mosquitas blancas, etc con la planta. Finalmente, Vicente Conejeros y
Manuel Talon de España presentaron su colección de más de 30 mil árboles de cítricos
que han sido obtenidos después de realizar mutagénesis al azar, y la colleción de ESTs
que serán utilizados en estudios de genómica funcional en Valencia (resúmenes W51 y W
55).
Finalmente, Eric Mirkov, de Texas A&M University presentó el trabajo de clonamiento del
gen de resistencia al virus de la tristeza de los cítricos. Este grupo ha definido, por medio
de mapeo físico y genético, un área de 300kb que contiene el gen de interés, pero en el
que han encontrado 12 posibles genes de resistencia a enfermedades. En estos
momentos se encuentran realizando trabajos de complementación en variedades
susceptibles (vía transformación gen ética) de forma de encontrar cuál de estos genes es
efectivamente el gen de resistencia a este virus.

2. Internacional Grape Genome Project Workshop, organizado por Douglas Cook
Universidad de California (drcook@ucdavis.edu).

John Cushman (University of Nevada, Reno) presentó detalles del microarreglo que
Affymetrix está preparando para ser utilizado por algunos miembros del Consorcio de
Vides. Para la confección del mismo, se están utilizando las secuencias de ESTs que han
sido liberadas al dominio público por distintos grupos de investigación. Los chips de
Affymetrix han sido documentados como los más confiables y reproducibles en el mercado,
por lo esto significa un avance importante para aquellos interesados en trabajar en
genómica de vid. En el caso de los investigadores nacionales, el grupo que trabaja en la
Plataforma Científica y Tecnológica para el Desarrollo de la Genómica en Chile: Etapa I
Vid, (iniciativa en la que INIA está incluída) no participó en el Consorcio que financió la
puesta en marcha de esta iniciativa, debido al alto costo involucrado. Para acceder a ellos
en el futuro cercano, se deberá negociar directamente con los grupos en Reno y California,
quienes definirán el precio de los usuarios "menores" de este microarreglo. Durante este
encuentro se especuló de un costo de $500/arreglo, lo que no consideraba los softwares
para decodificar la información que entregue el microchip, servicios que son prestados por
la misma empresa Affymetrix.
Casi en paralelo durante esta conferencia, se conoció que existía una iniciativa Europea,
que había encargado a la empresa Qiagen, la confección de un set de oligonucleótidos
que pueden ser utilizados en un formato muy similar al que emplea Affymetrix en sus
diseños. Aún no se conocen detalles técnicos en cuánto a la confección, diseño y
comportamiento de estos oligos ya que aún no han sido utilizados por los investigadores.

Posteriormente, tres grupos norteamericanos de Reno y California presentaron un análisis
de proteómica en vides estresadas por déficit de agua, estrés salino y estrés por nitrógeno
(Resúmenes P765, P766 Y P41). Por otra parte, D. cook presentó información respecto a
respuestas transcripcionales de vid frente a infección por la bacteria del xylema Xylella
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fastidiosa. Con respecto a ésta última los avances presentados fueron escasos con
respecto al material ya informado en previos meetings o publicaciones (resumen P40).

En general, lo más interesante de esta jornada fue conocer detalles del microarreglo de
vides que pronto estará disponible a la comunidad científica. Los miembros del consorcio
internacional del genoma de la vid no presentaron avances significativos en sus ponencias,
lo que no necesariamente significa que éstos no están ocurriendo al interior de los
conglomerados. Una fuerte competencia con el bloque Europeo parece ser la razón para
la confidencialidad, además de una próxima Conferencia en Caliomia-Davis, que juntará a
los expertos del tema.

Ya que es imposible detallar todas las ponencias presenciadas durante los 5 días del
evento, se han privilegiado en este resumen aquellas cercanas al área de acción de la
becada. En cuanto a las nuevas tecnologías presentadas, las más interesantes fueron sin
duda los workshops organizados por Affymetrix, Whatman y Sigma.
En cuanto al cumplimiento de los objetivos planteados inicialmente, éstos se cumplieron en
términos de actualización, capacitación y revisión de las experiencias internacionales. El
intercambio de experiencias no es siempre tan fácil de acceder, ya que existen intereses,
restricciones económicas y de propiedad que juegan un papel relevante ante la posibilidad
de compartir información. Dentro de lo posible, se trató de conocer de las experiencias de
otros grupos para asó aprovecharlas dentro de la realidad local.

5. Aplicabilidad: explicar la situación actual de los temas en Chile (región), compararla con la
tendencias y perspectivas en el país (región) y feria visitados y explicar la posible
incorporación de los conocimientos adquiridos, en el corto, mediano o largo plazo, los
procesos de adaptación necesarios, las zonas potenciales y los apoyos tanto técnicos como
financieros necesarios para hacer posible su incorporación en nuestro país (región).

Sin duda que otros países ya han desarrollado el tema de la genómica y bioinformática por
adelantado. En nuestro país se está recién comenzando en este tipo de trabajo, pero en lo
posible, se ha tratado de aprovechar las experiencias internacionales, como por ejemplo, evitar
los errores cometidos al momento de confeccionar las librerías, elección de plataformas a
utilizar, estrategias bioinformáticas más apropiadas, etc.
Muchos de los grupos internacionales de vanguardia ya han pasado a otro tipo de análisis,
como es la proteómica y metabolómica, caminos que sin duda recorreremos en el futuro como
nación. Por ahora, pareciera ser que la lección más importante que se saca es la necesidad
de contar con mapas físicos y gen éticos adecuados, que permitan utilizar a cabalidad los
resultados de la genómica funcional. En INIA, estamos trabajando en ese sentido, ya que
estamos involucrados en la investigación en areas de mapeo genético, transformación y
genómica en vides. Nos queda por lo tanto equiparar estos esfuerzos en frutales de carozo,
dónde nuestra Institución ya se ha integrado al trabajo en genómica y transformación genética
de Prunus.
Ya que los apoyos financieros por parte de la Iniciativa Genoma Chile fueron asignados por
tres años, se hace necesario pensar con anticipación en la continuación de la investigación en
el área de la genómica y bioinformática en Chile, de forma de aprovechar lo resultados de
estos tres años de trabajo.
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6. Contactos Establecidos: entregar una relación de contactos establecidos de acuerdo al
• siguiente cuadro:

•••••••••••••••••••••••••

Institución/Empresa Persona de Cargo/Actividad Fono/Fax Dirección E-mail
Contacto

(Horticulture and Erik Investigador ERikkeri
Food Research Rikkerink nk@hor
Institute of NZ Ud. tresearc

h.co.nz
Universidad de Douglas Investigador drcook
California . Comité Cook @ucdav
del Internacional is.edu
Grape Genome
Project
University of John Investigador (175) 784- Fleischmann jcushma
Nevada, Reno. Cushman 1918 Agriculture n@unr.e
Comité del (775) 784- Building, du

Internacional Grape 6258 Office 307

Genome Project
Centro APTA Citros Gustavo- Investigador gamo@c
Sylvio Moreira, Astúa Biotechnology entrodeci
Cordeiropolis, SP- Monges Lab. tricultura

.brBrasil

Se destacan algunos de los contactos establecidos. Los tres primeros vinculados al consorcio
internacional de genómica en vides y el cuarto, un investigador residente en Brasil, trabajando
en genómica en cítricos, que representa a uno de los grupos sudamericanos más importantes
que se presentaron en este evento.

7. Detección de nuevas oportunidades y aspectos que quedan por abordar: señalar
aquellas iniciativas detectadas en la actividad de formación, que significan un aporte para el
rubro en el marco de los objetivos de la propuesta, como por ejemplo la posibilidad de realizar
nuevos cursos, participar en otras ferias y establecer posibles contactos o convenios. Indicar
además, en función de los resultados obtenidos, los aspectos y vacíos tecnológicos que, a la
luz de los conocimientos adquiridos en esta actividad, aún quedan por abordar para la
modernización del tema en el país.
Se destacarán tres puntos importantes que quedaron en claro después de asistir a esta
conferencia:
a. Existirá una próxima reunión del grupo especialista en vides a efectuarse en CA-Davis en
Junio próximo dónde se espera encontrar avances significativos en los áreas de la genómica,
proteómica y metabolómica
b. La confeccion de microarreglos de vides por la empresa Affymetríx podría redireccionar la
estrategia planteada hasta ahora por el Consorcio de vides chileno, en cuanto a utilizar sus
microarreglos v/s el uso de macroarreglos nacionales. Todo dependerá de los costos
implicados y las capacidades nacionales.
c. Se hace necesario y urgente avanzar en los temas de mapeamiento físico y genético en los
frutales modelos de la genómica nacional (vides, carozos).
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8. Resultados adicionales: capacidades adquiridas por el participante individual y/o el grupo,
como por ejemplo, formación de una organización, incorporación (compra) de alguna
maquinaria, desarrollo de un proyecto, firma de un convenio, etc.
Se contactaron múltiples proveedores que usualmente son utilizados por nuestros laboratorios
de forma de estudiar vías más expeditas y económicas de acceder a sus servicios (síntesis de
óligonucleótidos, secuenciación de ADN, membranas y filtros, etc).

9. Material Recopilado: junto con el informe técnico se debe entregar un set de todo el
material recopilado durante la actividad de formación (escrito y audiovisual) ordenado de
acuerdo al cuadro que se presenta a continuación (deben señalarse aquí las fotografías
incorporadas en el punto 4):

Tipo de Material N° Correlativo (si es Caracterización (título)
necesario)

Reproducción de poster 1 Cloning and characterization ot
tlower development genes in

oaoava
Reproducción de poster 2 Candidate gene database and

transcript map tor peach: a
model genome species tor

Rosaceae
Reproducción de poster 3 Comparative analysis of

ethylene response factors
and pathogenesis related

proteins in Vitis vinifera and
Vitis aestivalis

Reproducción de poster 4 Identification of disease
defense- and stress- related
genes in Vitis shuttleworlhii
grape through EST analysis

Reproducción de poster 5 Molecular characterization of
genetic variability and
differentiation among

European and Asian grape
cultivars

Reproducción de poster 6 A fully automated system to
extract DNA from difficult

plant tissues
Reproducción de poster 7 Microarray analysis of

defense against Sclerotinia
stem rot in sovbean
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Cloning and characterization of flower development genes in papaya

PHUAI cDNA is about I.Skb and cncodcs a PUl¡¡ÜVCprotein
wjlh 522 amino ¡¡(,.1ot.b. Thc ckduccd amino acids seqltCt1CC
sharcs 62% idcntity with Arabioopsis HUAI f' ,,)¡:, :) and lhe

six tandcm CCCH-Iypc J!inc finscr motif.~ are highly l.'On-.crvcd
bctwccn HUA I and PHUA l.

USDA
~íiiii

Qingyi Yul,4, Paul H. Moore2, Christine Ackermanl, Henrik H. Albert2,
Robert E. PaulP, Ray Ming1,

!ntrodm'tioll

!'!J.nl lIl~tn i;tl. Fourdiffcrcnt papayól cultivars. SunUp. Kapoho. S8ipan Red. and Drcw. wcrc gcrminalcdand
rlllnloo in Kunia slóltion. Oahu. Young Icaflissucs of SunUp. Kapoho. and Orew were collccted for scnomic DNA
isolation. Hcnnaphroditc ••oo fcmalc flowcr bud .•. young lcaf tissucs. and rool lis..'iuCS wcrc collccted for total RNA
isolallon. Shool apkal mcri.••tcm. floral mcrislCtn. and lcaf mcristcm lis...•ucs from SunUp. Kapoho. and Saipan Red
were COIlCClcd and fixcd al diffcmtl floral dcvclopmcntal ~Iagcs for in situ hybridization.

dl' \ lihr.II·.\·l'ul1\lrtKlinn. TOlal RNA was i!'Olalcd from hcrmaphrodilc and fcmalc flowcr buds. PolyA' RNA was
iM)lal00 from the 100al RNA. U!iin¡;.Strcrnavidin Magncsphcrc panidC1io (fl'romcga). Doub\e s\randcd eDNA. wa ••
~ynthc:-iÚ'cd using: ZAP-I.:ONA Synlht,!~i~ kit (Slrdtagcnel and doncJ into ZAPH vcelOr (Slralugcncl.

-"¡'T,·..,;in;: ur B \( '. dr'" \ lihr;u\ :11111wljurndl1l.:. Aruhül(ll~~':"Lf:AFY. AG (providcd by Elliol Meycrawilz). and
HVAI (proviJcd. by Xucmci Chen) cONA c10nes wcrc u..•••cd 10 screen (he rapaya BAC and hcrmaphrodile and femalc
Oower cONA libmrics, Thc posillVC cONA dones wcre M..'qucnccd dircctly using universal primers. Complele
gcoomil.: SI."qUCIK.'"CS wcrc oblain~'1.I from sc.-quencing positive BAC clQrK:S bcginning with thc primer.. designed in lhe
subdooe :-cquenccs by primer walking.

S••ulhl'ru \1101 ;ltl;II~\i,. Papayab~nomic ONA oflhrecdiffercnl scx form •• wasdigc.'ilcd wilh EcoR 1. Hind 1lI. and
Xha 1 and I.dn..•.fcrred omo Nylon mcmbrane. Standard mcthods wcrc uscd for Soulhcm blouing and hybridiL.alion.

'\"r/,w¡ a ;ju;d.,,¡~.Total RNA \Yas isolaled ffom rOQIs, lca .••·cs. flowcr rrimodium. maturc flowers. and earpel\.
Slandilrd mclhods wcre uscd lar Northcm blotting and hyhridir.dlion.

!t; ,ir:f h,hl-illil;lliuu. In si/u hybridil4ltion was performcd by using digoxigcnin (DIGHabc!ed RNA probcs
aCl:ording: 10 lhe manufa~!urcr"s ins!ruclion (Bochringcr Mannhcim).

IÜ'sulls and Dis~""i(tn

Using Arobidt>¡xi.f L1:ilFY •. 4G. and HUA I cDNA elo~ as p~ (O M.-n:cn papaya BAC and cONA librnrics.

LFAF)'. Av. ami UVAl homologolL'" gellcs in papaya. rJoL. PAG. andPHUAI. wcrc c10ned and ~U~llcetJ, PAv ha~
nine cxom. and eight illlroru; (. l and encodes a pUlative protein wilh 22M amino acid •••.flAG prolein sharcs (,IJ%
identit)' aOO 71J% simiJ<trilY wilh Arahidop\'ü' AG, Wilhin the MADS region, {'AG share. grcatcr !.han 9X% amino add
~equencc idcntity (only one anuno acid difference) wilh .4ruhidt)j1.'ii.~ AG. The 2<111 inuan of AruhitklfMÚ' AG ls aoout
3kb. and contaios funclionally iml'Orlanl rcgulatory sequenccs for AG cxprcssion (Hong el al.. 20(3), In papaya. the
2"'¡ imron of PAG is about 6· 7kb. much larger than Ihat of ArohidapÚs. (icnomic and üAC Soulhem analysi~ irKIicate
Ihal r.4.G exists as a single copy in the pitpayd gcnomc (data llOl shown). Nonhcm analysis showcd lhat PAG i!'
expn.-sscd prcfcrcntially in floraltissuc. sinceno signul wa. •• dclCX.1ed in lcafaod root tis.'i.U"" ( :' .';;'- .'l. PA(j bcgins
ils exprcssion from a vcry carly stagc of flowcr dcvelopnlCr11 and COlllinucs through maturc flowcr whcrc il j:;. high!y
cxprcs:.cd inthc carpel ( ~'1.

PFL ha.••Ihrec cxons and two inlroo!' (~ ~:,) and encodc. •• a proteio of367 aminoacid ..•.Thc t:omparison of PFL
prolcin 10 olncr LHAF}'·likc proteins showoo thal PFL protein is more similar wíth olhcr dicot L1:'AFf·like prOleins
Ihao wÍlh their monOCOI eounlcrparts or with gymnos(\C:ml LEAF}'·like pmlcin. .•..PFL protein sharcs 61% idcOIity und
(\60/;. similarilY wilh Ihe Amhidop.\·i.t LI:.i4FY rmlein 1 f-.:;';. ;). Unlikc its LEAFY counlcrpans fram OIher p!aot
spccics. PFL lacks Ihe rrolinc·rich regian lhal was foul\d in mOSI U:.4fl'-likc protcins. This diffO'eoc..: may not affcct
lhe !.'Cnc function as dcmonslr-dled by rcscarch on Ihe flinu.'\ ratlialu Lf..:4FY homolog Needly (Mouradov el al.. I99X).
(jcnomic and BAC Soulhcm analp:is showcd lbal papaya has only onc copy of PFL (dala not shown). 1bc in .fílu
hybridi'.:llion rcsuh rc\'caled lhal PFL mRNA was already dctccted in lhe AAoot apicaJ mcristcm (SAM) ofyoong
sccdlings of all thrcc papaya genotypc:s. Kapoho. SunUp. and Saipan Red. al 5-nodc stagc (t,i,~,-, :',' _':-i). PFL mRNA
wa •••<lIso dctccled at a vcry high Icvcl in flo\\'crprimodia (i ,:.:,,¡._, ~;:) and al a rclatively !ower level in leafprimodia

, .1. Exprcssion of PFL wa..••obscrved in Ihcadaxial facc and margin." oflcaf(\'i~,!,'" ".) and wa.•• also
delCClcd io dc\'cJoping flor.J1 organs bUI allowcr levels Ihan in tlowcr primodia (" .. , ,_l.
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Papaya ((úrica pllj111yal.) is a polygdnlOus specics with thrcc basic scx foom: female. male. and hcrmaphroditc. Ahhough Ihose thrcc scx fomas arcgcnctically t1clcrmincd fHofineyr. !93~). the phcnolypic scx cxprcs ...•ion ofpap.:lyu i••
influenccd by covironmcnlal faclOrs. ¡neluding lcmpcralurc (Awada. 19SH). nulrilional slallL' IAwa<b and Ikcda. 1957) and moi.-.lurc (Awada. 1%1). Instabilily Ofpapa)"d flowcr scx cxprcs..o;ion is ~"()mmon. and $(!X rcversal occurs in alllbrcc
sc:'!. torms ofrapaya tlo\\'crs. cspccial1y 10 hcnnuphrodile and malc flowers tSlorey, 195M). Incomplcte scx rcvcrsa! rcsults in a continuous graded series offlowcr (ypc:s (SIOrcy, 195M). Thu.<;. papaya pro\'idcs a unique opportunity to study
ilowcr &..--vclopment in planLo;, On the othcr hand.. lhe i~ilily of papaya flowcrs can rcsult in unmarkctable. malformcd fruiL Cloning major ~ conlrolling flower Ccvclopmcnl in papaya is lhe fLrSl stcp towanf:.¡ :-iolving this problcm.
According 10 the widely il\!ccpled "ASC" model. "C" function gcncs are roquircd for bolh sumen and carpel formation, AgoMml:r (Aú) is lhe only"C'" das.'i gene in Arohidopsis. Wc report here lhe cloning of~C" funelion gene in papaya.
I'AG. aod 1\\'0 ofits rcgulalory genes. PFL aJ'k1 PHUAI.

,., 239••a

.,'"'"
315bp """b

(tcflOmlC 1~3niJ'.atK>1'I\.f PAG. . <i.:nomic orxanir.RK>n "r PFI .. nlC (:~lnS are shown a~ hbd: bn\G and inlmmo are sbown
as hUnltlota! liflC"l..Thc ~i/"'" tlr CIlIllr.iand mut'n. are ¡WiCn abo\'c (1(hdm\l m..'1n

Hom~~us ~~'S .. ~~~.!'~agc"of_idcn~!y .. ~~Im_~(' ~.~_!__~.tIrjl~
PFL 61% 66~.

PAG 69-1. 79'Y.

__ ..:.P,!;1I:!(::;'A:.:t _:6:!.2~,!;.'__ 73%

Thc pbol MADS bex. gencs share a similar Mrut:1Urc.
consisting of a highly conscrvcd MADS box uomain amJ'1
rnodcralcly conscrvct.l K domaín. This high Icvcl of
con!>CTVation eauses difficuhies for lhe ldcntification of
diffcrcnl subfamilie- of MADS genes. Bascd 00 \he cONA
scqu~cc. PAG shares a higher idcntity wilhSHPJ and SHP!
Ihan wilh AG. Howe\'cr. PAG contains 9 exoll~ and a huge 2r..J
introo. which matchcs Arahit/tlj1.1iis AG cxactly. In ~'Onlra:.l.
SHPI aud SHr2 havc 7 <lod (, exon., rcspcclivcly. In addition.
both ofSHPI aodSHP2 ha,"'C smatlcr 2-' intron. 1.3kb and 2kb
in leng1h. rcspcclivdy. Morcovcr. Southcm 'lOatysis indicatcd
lnallhc papaya genomc docs nOl conlain addilional AG rclalcd
gcnes, Thc 211dinlron of A,,{)"illop~i~ AG. which con\alTl:' 6~
TI..'gulatory dornains I.)fAG. is crilica! for il<o;mnna! spalial and

b

TIto; ~l imOlg\! 1\1' "tlal R!\A from
iliIY=:n1 papa,.., Iis!>uc. 1;;: I'llltl RNA Imm l"Qp;!ya
n>lll. 2":1'1I~1 RNA rmm rapoya ~t: ]u: hllll RNA
InlfH rara}1I Illl\wr primodlil. 4#:tutal RNA from
paI'Gya malUre I1owcr. 511: IOtal RNA IfoI•• p.1f"lya
UI.lHm:: carp.:l. r.;\lnlltml IiIm ~1\1iill~ I'.U'
~-xprCS_'iH>npullcm

a

tcmponll cxrres. ••ion. In papaya. the 21lJ introo of PAC;
is about 6-7kb. mueh largcr Ihan Ihat of ArtlhitJlI{J~/~~.
It is nOI c1ca("ifthe 200.1 intron of PAG contains more
complex rcgulalary ckmcnl'i iban lhal in AG.,._.

//1 f;tll hyhridll3tllln 01'1'/,1. tr;ms(:oflls in \"q,.••.'1.ali\-c an.!
n.••;ü ¡i.••"u.:s nrraf"lY~ .. · lunp.itudinal sa:tioo ••j" ~hl>ol uri~'al
m.:n ••1erlllSAM). Iillpn..."'-SI<>lI\VilS d<..'tcctcdIn th.: SAM :md in the
imcrual (aU¡OO nwrp.¡nsoflc;¡\'~(l). ". Loogitudinal so.'Clinnol
'\.cgr."1.11Í\·~IUL'fISlcnl.I;"'JlCCS"'iunwas uhscn:.:d in \'.:gL1llli~'c
meristl'tll ¡VM)and leafprimoúm. ,. LOnj¡:inlJinal scclion nI' il llura!
mnch m•.:ri~ ¡FM). lIybridir.uiofl siftnals W<::l(:oMcl"al in J1o¡al
mc:ris&cms (I-'MI al úilTcn:tK &:v.:lnrmmtal ~ ':. lnngitudinal
~,;onorinJl"'c:s.cenc:e. hpn:s.'Iion i!. d.:tc:acd in all Ror..I u'prl
rritrodia.

(Jcnclic and moIccular Sludy of the cxrrc. ••.o;ion patlcm
of Av in monoccious plants has revcalcd a oompl;!x
sel ofro~iti\'c and ncgati",c rcgul<ltors Iha! a\surc the
stamcns and carrcls devclor al approprialc lime and
in the uprrorriatc floral regions. LI:.'AfT is onc oflhe
J10silive rcguhuors ofAU I'FL.lhe Lf.AJo')'
homologous gene in papaya. is highly expr~'S..\Cd
Ihroughouf (he wholc flowct' primodium Ihal "'Quid
dcvclop ioto four diffO'cnt flower organ ••. At a
rclativcJy late stagc of flo\\'cr dcvelopmcnt whcn

scpals and pctal'> have bccn formctl and stamcns and
carpcls are slÍl1 undcr dcvclopment. PFL cxprcssion
is much highcr in lhe inoer whorls of lhe flowcr Iban
in {he oUler whork This suggests Ih<ll PJoL cou!J be
a rcgulalor ofpapaya flor.al organ idcntity gcncs.
ijascd on the partial scqucnce of Ihe 2<111 ¡nlron of
PAG. fivc rotential U.AFY·likc protcin·binding. Siles
(CCANT<i) wcr¡,:: found wilhin!he 2••••inlron of PAG,
Thus, PI-L muy ael as a "o~ilive rcgulalor of PAG in
papaya such as Ihc ca.~ in A,.(/hÜJ(]psi.~.
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•••••••• Goal
Pcach (Prlll1l1S persica [(L.) Batsch] represents a model species for the
Rosaceae, which includcs a number 01' economical important 1'ruit trees.
Therefore, we have initiated a peach EST project with the goal of
developing an extensive peach EST database and transcript map for
identification and cloning of genes important to fruit and tree
development.
Generation and Assembly of Fruit ESTs
We 5'-sequenced 13,331 clones from a peach cDNA Iibrary of develop-
ing fruit mesocarp (doupled haploid selection P21-5-2N) with an overal
success rate of 75%, calculated after removal of poor quality and vcclor
sequences. This resulted in 9984 succesful reads with an average length of
502 bp. These sequences were submittcd to NCBI GenBank. dbEST
(accession numbers BU039022 through BU49005). The ESTs were
assembled into contigs and singletons to define the first putative unigene
sel ofpeach consisting of3842 ESTs.

Functional Annotation of Fruit ESTs
We characterized the Prunus persica EST sequences with respect to
functionalIy annotated genes in the SWISS-PROT database. Of the 1552
sequences from the putative peach unigene set that had matches wíth the
SWISS-PROT database, 1439 could tentatívely be assigned Gene
Ontology (GO) classifications (Fig. 1) based on the single "best hit" match
against SWISS-PROT database «le-9). Functional assígnments of peach
ESTs dcscribed here are at the "inferred from electronical annotation"
(lEA) level of evidence (see The Gene Ontology Consortium). Figure 1
summarizes assígnments of peach sequences to major molecular functions
and biological processes.
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Development of a Transcript Map
Using )53 core markers trom the general Prunus genctic map, BAC
clones were anchored on the map providing a framework for the
construction of a physical and a Iranscript map. To devclop a transcript
map, 1552 ESTs (PP_LE) from the putative unígene set and additional 68
peach cONA dones (cultivar Loring) were hybrídized against tht: peach
BAC libraT)'. Hybridizing ESTs to genetically anchorcd BACs
immediately localized 180 ESTs (11%) lo 86 locations on (he genetic map.
ESTs showed clustering of expressed gencs in defined regions of (he
Iinkage groups.

Access to the Rosaceae Genome Database
All data are incorporated into the Rosaceae genomics website

) regularly updaled al Clemson. The
database can be searched for BACs, ESTs, Markers and Maps (Fig. 3).
Additionally, all our Prunus struclural and functional genomics resources
such as BAC libraries (peach, cherry, plum, apricot) and EST unigene
Iibraries (peach, almond) are publícly available through the Clemson
University Genome Institute.
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Pathogenesis-Related Genes in Vitis vinifera and Vitis aestivalis
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•••
Abstract:
Ethylene response lac\ors (ERFs) are key regulators 01 the plant's response
to pathogen attack. ERFs regulate an array 01 delense-related genes, such
as those encoding pathogenesis-related (PR) proleins, by interacting with
specific DNA elements (GCC boxes) in their promoters. We are interested in
the characteristics and expression 01 these genes in the disease-resistant
and susceptible grape varieties, Vitis aestivalis 'Norton' and Vitis vinifera cv.
Cabernet Sauvignon, respectively. We idenlified and cloned cDNAs 01
several V. aestivalis ERF and PR genes Ihat were previously demonstrated
to playa role in defense in other planl species. In Ihis study, we performed
comparalive analyses 01 Ihree ERF and two PR genes allhe sequence and
Iranscriplional expression leve!. Results 01 Ihese sludies indicale Ihal Ihe
expression 01 ERF genes were similar in leaves 01 both V. aestivalis and V.
vinifera lollowing Ireatmenl with ethylene, melhyl jasmonate, or salicylic acid.
In contrast, PR genes endochitinase IV and a Ihaumatin-like protein were
expressed significantly higher in V. aestivalis. The expression 01 these ERF
and PR genes was clear1y elevaled in powdery mildew infected leaves
relative to non-symptomatic leaves, bullhe level of expression of the genes
were considerably higher in V. aestivalis than in V. vinifera. In light el these
resulls, il is lempling lo speculate that an elevated expression level 01
delense-related genes may be a reason why V. aestivalis is more resistant
lo grape diseases.

••••••• A

••••• B _._,---v..lRB.IO.1744)
, l__ ShlREl(02029)

------ \ólRElb(O.I986)
i 1-- ---PlffiFl(02649)
~------ftlRI-3(02179)

L__ ••••.lRI-3(O2.l63;•• Figure 1. Amino acid sequence alignmenl (A) and phylogenetic
relatedness (B) of two puta tive V. aestivalis 'Norton' ERFs
(VaERF3a and VaERF3b) with the best-matched orthologs 01
Stylosanthes hamata (ShVRF3), Arabidopsis Ihaliana (AtERF3
and AtERF4) and V. vinifera (VvERF3). Amine acids Ihat
constitule the ERF domain are underlined. A, acidic domains; +,
pulative MAP kinase target siles; " ERF-associated amphiphilic
repression (EAR) motil.

•••••••• Figure 2. Alignment 01 predicted amino acid sequence 01 V.
aeslivalis VaERF5 with orthologues lrom A. thaliana
(AIERF5) and V. vinifera (VvERF5). Fer legend, see Fig 1.••

t; ; i

Figure 3. RNA gel blot analysis 01 VaERF3a, VaERF3b,
VaERF5, VaCHI4 and VaTL in Ihe leaves 01 V. aeslivalis and V.
vinifera lollowing trealmenl wilh ethyphon (Elhy), melhyl
jasmonale (MeJA), and salicylic acid (SA). Greenhouse-grown
grapevines were Irealed by spraying their lully expanded leaves
on both sides with 1mM Elhy, 0.1mM MeJA, 2mM SA, or water
(as conlrol). Leaves were harvested 6 h alter trealmenl for RNA
purificalion. Each lane contains 20 Ilg 01 total RNA. Va, V.
aestivalis; Vv, V. vinifera. Ethdium bromide slained images 01
rRNA bands undemeath the autoradiographs indicate the
relative amounl 01 total RNAs loaded. Two biological replicates
produced similar results.

Figure 4. RNA gel blol analysis 01
VaERF3a, VaERF3b, VaERF5,
VaCHI4 and VaTL in powdery
mildew-infecled and non-
symptomalic leaves of V.
aeslivafis and V. vinifera.
Powdery mildew-infected leaves
were collected from naturally-
inlecled Qreenhouse-Qrown vines.

Each lane contains 20 Ilg 01 total RNAs. PM, powder mildew
infected; NS, non-symplomatic. Ethidium bromide slained images of
rRNA bands underneath the autoradiographs indicale the relative
amounl 01 lolal RNAs loaded. Two addilional biological replicates

>.L: #_ ti'

produced similar resulls.

Results and Conclusions:
1. 60th VaERF3a and VaERF3b possess Ihe functional domains

that are represented in AtERF3, although Ihey differ Irom one
another in their predicled amino acid sequences (Fig. 1 A and B).
Each VaERF3 contains an amphiphilic repression (EAR) motil,
suggesting Ihat they may function as transcriptional repressors.

2. The expression level 01 VaERF3b was high regardless 01 the
treatment or the Vitis species. In contrast, the expression 01
VaERF3a couldn't be induced by Ethy, MeJA, or SA trealment in
either species. Thus, VaERF3b is likely to be expressed
constitutively, while VaERF3a appears to be inducible.

3. The expression 01 VaERF5 (Fig. 2) showed no up-regulation in
response to trealments and did nol differ belween grape species
(Figs. 3). This gene may mainlain a conslitulive base-Ievel
express ion 01 delense-related genes, such as PR prole in genes.

4. VaCHI4, a PR gene, was highly expressed in all trealments,
including control in V. aestiva/is, but could not be detecled in V.
vinifera (Figs. 3). The expression pattern of VaTL was similar lo
Ihat 01 VaCHI4, but differed in its obvious response lo SA in V.
vinifera (Fig. 3).

5. AII ERF and PR genes included in Ihis study were expressed al a
considerably higher level in powdery mildew-inlecled leaves
relative lo non-symplomatic leaves in both grape species (Fig. 4).

6. Bolh VaCHI4 and VaTL were highly expressed in V. aestivalis in
both trealed and inlecled lea ves des pite Ihe similar expression 01
Ihe ERFs in V. aestivalis and V. vinifera. These results suggest
that the basal expression levels olsome PR genes are higher in.
V. aeslivalis than in V. vinifera. This may partially explain high
disease resislance in V. aestivalis 'Norton'.
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• ABSTRACf
An Expressed Sequence Tags (EST) project aiming lo

explore disease .defense and stress - related genes in ~-¡llS
shutdewothii gmpe hos b<xn initiated at the Cente:- for Viticulture
and Small Fruit Re;;earch, Florida· A&M UniveI"sity. r:
shllttleworthii is 8 grape species native to the soulheast United
state and possesses resistance to major gmpe diseases and pests. A
total of 12,936 ESTs produced from leaves and flowers during
anlhesis \Vere sequenced, and of which .12,OO8.clean ESTs were
gencratc.:d after· vector/c:nd-trintmed using Squencher 4.17
programo Sequence analysis revealed lhat 18% af the ~
shuttleworthii ESTs are unique when compared to. !he existing
¡'¡lis viJlifera NCBI data ooses, and 13% oftheESTs did not lmd
any homologous seq'.Jel1ces among all plant ESTs reported in
NCBI. Overall. lIpproXÍlrul!ely 7% of fue ESTs werc re!llled to
disease/pest defense or stress toJemnce genes. A total of 2106
contigs wen: assemb1ed, 8lld over 50 of which were identified as
full-lel'.gth cDNAs. The genome-wide ídentificauoI'Jiso:!a!ion of
disease defense- and stress-relatcd genes lrom Vilis ihuttlewortmi
gmpes uill provide important genes and genetic ma:i:ers for
grape varíety Ín!provement.

•••••••• INTRODU('1'ION

lllis slmttleworthil is one of Ihe mOs! disease and pest resistan!
grape sp<.'Cieswruch originated and is distributed in !he southeast
United States. 1t is híghly resistant to: Píerce's D:iseage.
AntbrllCllOse, Black rot and Downy mildew disea..'<CS, which are fue
limited fsctors 10 grow J'itiJ vinifeI'U grapes in this region. . Clones
of V.sltrtttleworthii have been ex-tensively used by grape breeders
in· this region for developing ruseasc resistant cul1ivars lo co:mOOt
díseases, pests, and emiromnental stresses. For ¡bese reasons, \ve
selected E s}¡uttleworthii accession JL 2001 1'orour EST program
ior potential gene ruscover and marker development.

••
MATERIALSAND l\.lETHODS

cDNA libraries \Vere constructed from mRNA isoIated from
leaves and flowers harrested during anthesis. Libnuy constroction
and DNA sequencing \Vere condueted in USDAcARS Hortic\llnlnll
Resean:h Lab, Fort Pien:e, FL. Ve::tor and end trinlll1Íng were
performed with Sequencher 4.17b (Gene.Codes, AIm Arbor. MI)
with manual editiOIlS for abnormal sequences. ESTs were sul!jected
to sirniJarity searches against !he GeneBank non-redundant (nr)
protein and EST dalabases. Sequence matches with E-value score
<= 10'" were considered silffiificanl ESTs were assembJed wíth a
95% mínimum match and 50 base mínimnm ovedap lIS assembly
paramerers.

•••• Table 1. f': shunlewartJrii EST ~ect snmmary

• Liór'Q,y and .EST surnmary
Number of cDNAs sequenced
Mean •••,; EST length
Number ofhigh quality EST.
Mean c.lean EsT length

12,936
S83 bases
l2,OOS
521 b<l!lCs•• Contig lM-Sembfy reSHlts

~~mher.ofESTs,a~sembled
]\_Iumber o.f contigs
Number"oE sigletons
.Number ofau.embled sequence~

12,003·
2106
3670
5776• Stlmmary o.r ccrÍtig.r

l\.::f3..'l{jmwn size
{\'~ninlUnt size
Maximum nwnbeT of ESTs
>12EST.
9-11 EST.
6-8 ESTs
3-5 EST.
2EST.

2648 bases
216 bases
85
94
51
139
407
,141:;

••••

Fig. 1. n!ts slruulewartllli grape Fig.1. EST distributioo ba..<;ed00 prol<linfimclioll
using a modified MIPS MATDB Arabidopsis Scheme

Tablc 2. Seleclivc str= and defensc relative EST~found in the V.S!nmlemmhic

Fultction.1.J •.!\.nn~bti('ln

~f"''''
Chakone synthasc
Cbi:lkunc: isomC"l"a"e
Prolinc:-rich pro1ein
Chitin3Se
Palirogencsis-reiati\--c protem
fl""an"nc J-hydroxyra, ••

41
27
23
21
i9
7

Heal shock pro¡"in 70
Heal shock pro1ein 90
DnaJ bomolog
Cold indu""d prolcin

43
25
18
7

Late embryogcnesia abundant protc.in '"
Dcltydralion indu",d protcin j
• Represent Number of EST. matcbing tbe similar gene·
'R<pt-csen\ \be .omec organism wi1h tbe mOS!significan! BU\Sn match

CONCLUSIONS

Coonr Soun;:¡;::organism"

VitlS vini{era
Fitís viniferu
AfadJcago saliva
~'¡l7s"jnifera
Araoidopsis tiraÍtana
Plti.r vinifora

.4.rab:dopsi:! thdiana
Arabidr:>p.1is thall(l7J(Z
Sal ix gilgiana
Solanum tulNrosum

Arabidop.si., l110JiClnQ

Arahioopn:r tltaliana

An EST <ÍaJabase of mis slrutilewOTfhiig"'l'" Ibat is known lo be highly disease resistant is
being establisbtd. .

Preliminary functional aunotation indicated Iba! 7%of ESTs were relarive lo deti:nsa:and stress
protcins.
There is a highpercentage ofuniqueness whencomparing wi¡J¡ existed f: villlfora ESTs.
Vver 50 rontigs containing complete open coding regioo of knowo filDctional gcnes ""R: obtaioed.

FUTURE OBJECTIVES

Fuoctiooal annotaliOll of V. 3huttleworthii ESTagainst other plant genOlllc.
IdnetificmiOll and isolarion of Pilis goles respolisible for disease rcsislance and stress toleran"".
Ccmpamtive gcnomic S11Idybetweeo E shutl}eo.'OI1hii and other Jlilis species íncludíng ~: vinifera.
Devclopment of SSR and SNP markcrs froro thc V s/¡U/I[eworlhij EST data se!.

LlTERA.TURE CITED
. -----_._ .. _ .. _.¡

iMichael Bausher et al. A exp=sed sequence lag (EST) se! from Cirms sillensis L. Osbeck whole
scedlings IiI1d the impliOitiOOS of funher pe¡e¡¡nial source investigation(2003). Piant Serenee 165(415-

! 421)_

¡ Effic Ablett el aJo Analysis of grape ESTs: global gene ~xpression panems in ¡es[ ""d berr}(2000). ¡
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• Molecular characterization of genetic variability and
differentiation among European and Asian grape cultivars•• Malli K. Aradhya1, Gerald S. Dangl2, Bernard H. Prins, Charles J. Simon3

lUSOA Germplasm Repository, One Shields Ave., UC Oavis, CA 95616, 2Foundation Plant Services, UC Oavis, CA 95616,
3Plant Genetic Resources Unít, USOA-ARS, Geneva, NY 14456-0462•• INTROOUCTION

Accoroing to Negrul (1938), Asia Minor and lhe Transcaucasian regions of 300ent Eastem cMlization is lhe ~and o, cultivated grape (ViUs vinifera),
where historical dm indicate both the beginning of its cultivation as well as the 3ft of wine-making. Wide diversity al andent vacieties dosely
resemt»ing I(S wild progenitor ssp. sytvestn's w;Ul smaU juicy fruit found in lhese regions are placed in the eco-taxonomic group. pontica Negr. Westward
adv3l'1Cemenl ot civilization introduced grape OJfbyiáion aro the art 01 wine-makirg into the westem lands, where bOtn in situ domestication and
introgression wjlh introduced grape generated an assortmenl of wine grapes with small. compact dusters and smaM juey fruitS dosety resembling me
ssp. sylveSlris. which are dassdied as ~ ecxHaxonomic group. occidentalis Negr. Extensions towan:lS lhe south 01 Caucasus into Azerbaijan.
Turkmenistan. northem lran wnere 1r1e grape a.MNation around the anderi. oases in isoIarion fram the wil(l grapa axnbfned with human selection for
wine aro tabfe types resulted in large number al yarieties with typical recessive traits d'laracteriZed by srnooth 'arve ieaves. branched dusters wIth
mediun-sized juey fruits whidl are categorized as orientalis Negr.

In !he pre.ent study we nave examined g"_ aAtiVafs representing tnese """" groups using miaosatellite poIymOtpIIosmsfur genetic ~;vf!Bity.
differentiation, and ~ationsnips.

••• MATERIALS ANO METHOOS
One hundred and fifty-nine cuttivars representing the three ~taxoromic groups. pontica. ocddentalis. and orientalis aJong with a f'olJ'th group
rompnsing 58 ruftivars from Tu1anenistan -.vete anaJyzed (w genetic dNersjty and relationships using 17 polymorptjc meaosateüite Iod. Nei and
U anr:1Nefs unbiased genetic identrtv were used 10 generate distance matrices between individuats (binary data) and groups (a1lele frequencies).
respectively. Witllin group genetic divB'Sity and dilferentiation bet'Meen groups wete ~marizec:l using mean nt.mber of alleles. levels of
heternzygosity. and Wright's F~staCistics. Gef1f!tiC relationshiJ)S were elucidated using NJ and UPGUA duster ~yses combined with principal
rompo""", anaIysis (PCA).••• RESUL TS ANO OISCUSSION
Extensive polymorphism alld high jev~s of hef:erozygosity were obsecved (01"sil the four groups >Mth rnany unique aUeles, The groups appeared 10
be simtar in the mean llOO1ber of aUeles. which ranged from 7. t fof'Tu1anenistan to 7,5 for the central ElJ'Opean group, and the expeaed levels of
hecerozygosity ranged from 0.744 for the centraf ElIOpean group to 0.717 ter Tur1unenistan ancs westem Eumpean group (Tabla 1). However. lhe
groups differed sigruflcantly fO( allele (requencies and composition across the 17 loa as5ayed. The Fsr, vmich is a measure of genetic
differeotiation amoog groups acccunted lO( ne3l1y 84% 01 the total variabiJjty with onIv 18% resGng within groups (T.lb'e 2}.•• Table 1. Genelic variab,lity al 17 100 in all populations (SE in
parenlheses)

Table 2. Summary 01 F-staüslics al allloo

Locus F,~ F"" F(:IITl

WS2 0.010 0.070 0.OS1
WMD5 ·0.008 0.022 0.030
WMD7 ·0.0'3 0.039 0.05'
WMD21 0.042 0.069 0.028
WMD24 0.049 0.092 0.045
WMD2S ·0.055 .(J.021 0.032
WMD27 ·0.042 .(J.C07 0.034
WMD28 .(J.lJ04 0.030 0.033
WMD29 -0.013 0.023 0.035
WMD31 0.149 0.223 0.087
WMD32 0.029 0.066 0.036
WMD34 .(J.095 ·0.052 0.039
WMD36 0.075 0.139 0.069
VRIP62 0.Q38 0.088 0.052
VRIP79 ·0.005 0.046 0.051
VrZAGB3 -0.193 ·0.158 0.030
VrZAG93 0.145 0.196 0.059

Mean 0.010 0.058 0.047

• GROUP N A H(o) Hiel

WESTASIA 26.7 7.2 0.727 0.740
(0.5) (0.6) (0.032) (0.025)

WESTERN EUROPE 35.3 7.3 0.7'2 0.717
(0.61 (0.7) (0.0461 (0.041)

CENTRAL EUROPE 34.2 75 0.675 0.744
(1.5) :0.6) (0.034) (0.034)

TURKMENISTAN 36.9 7.1 0.730 0.7'7
(1.1) [0.7) (0.040) (0.039)

•• ,.~_...• "'",,_ •..-...•...•---) .•~--_._.,._.....,• In the NJ duster anatysis, ltIe westem Europeal wine grapes afOng with a (ew
centra European ones tOrmed three dishnct grnups (Figs 1A and 1B). Sevetal
distina grcups contaming both the West Asian and Turkmenistan grape wilh some
subgroups exdusivety containing Turkmenistan cultivars wera evident However.
majonty of me central European groups were dOseIy aaigned with Asían grapa
groups.

The distance Wagner tree wilh PrevO$ti dIstance suggested two dose
affiOiües,one";'hWestAslan and T_stanaltiv¡n and lheolher..nhthe
European groups (F"tg. 2). AftI'Iough the (our groups sl'jbited overtapping
distributions in \he peA. there appeared ID be f10fHJYerfappfng zones alntajning
individuals from distinct groups.. However. the cema European group was
somewhal intennediae fOUM intEY10cked among !he remairWlQ three groups.

•••• 0.00 0.09 0.12 O.U0.01 0,06

• ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• UST A8IA

••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• TUJtlOIlCNI8TAN

.••••.•••••.••••••.••••••.•••••••••••••.•••••••••••••••••••••• •••• NZSTzaN KU1tOPI:
Figs. 1A & 18. Genetic relationships among grapa cultivars

from different groups• •.•••••••••••••••••••••••••••••.••••• CDfTJltAt. .IUROPS

• Fig. 2. Genetic relationships among different groups

• CONCLUSIONS
1. Although the leve4 of within group genetic diversiCy appeared lO be similar. 1he groups differed significartfy for frequency and composition o, aPeles
far diHerent Ioci
2. There was stgnlficant genetic differeroalian amoog groups as suggested by the FS,' which accounted far 84% otlota' variability.
J. The forgoing results suggest U\at in situ domesttcation nas played a major rote afano with some level 01 iotrogression in the deveklpment of grape
cuttivatS in different regions•

tt REFERENCES
Negrul. A. M. (1938). Evolutien of cultivated fQm"ts 01grapes. Comptes ~'duS (DoIdady) de r Academie des Sciences de r URSS 18.
585-568.•
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• Fig. 2. peA depicting genetic relationships within and
among cultivar groups



••• Research• A fully automated system to
extract DNA from difficult

••• plant tissues•••• Many genomics laboratories now possess

the ability to screen DNA in a high

throughput fashion. However, the

preliminary step of extracting DNA from

difficult plant tissues is still mostly

performed manually and remains a

bottleneck.

Our plant gene mapping team focuses on

the identification of novel genetic markers

forvarious traits in apple, and their usefor

marker assisted selection of seedlingswlth

durable resistances and· ímproved ih.!it

quality. We have automated PCR reaction

set-up and agarose gel-Ioading using a

¡iquid handling station, but ayear agothe

initial step of extracting DNA from Jeaf

tissue was still being performedmanually

at a low throughput.

•••••••••••• We have integratedourcustom-designedtissue

disíntegrator into a liquid handling systetn that

performs the DNA extraction. OUT device

drivers allow seamless operation of both a

liquid handler and tissue disintegfator -

providing a user-friendly solution an

otherwise laborious task

•••• DNA Extraction
We extraet DNA usíng a modified magnetic

bead protocol that we are continuing to

optimise for plant applications.

Twelve plates each eontaining 96 freeze-

dried plant tissue samp!es {30 - 70 mgfweHl are.

sto red at 4 C on the platform of the liquid

handler prior to processing. Each plate is

sequentially moved to the· grinding work-

station, wherecomplete homogenisationoccurs

In 60 seco nos. Homogenisatian is uniform

aerass all 96 wells.

•••••

The plate is then moved to the DNA extraction

section of the liquid handler and processed

using the magnetic bead method. The plates

are then ready for PCR reaetion setup.

An alternative configuration of the liquid

handler with the same overall footprint would

allow eight plates to .be pracessedovernight,

ititluding PCR and OD analysis inan on-board

prate reader.

I
t'~.."·".., ~•• "lo-n.H

~

Results
Extractibn oi DNA from a 96-well plate of

leaf tissue takes approximately 65 minutes,

so that DNA fram 1152 samples (12 plates)

can be extracted autonomously overnight.

We tested DNA extracted frotn 8apple leaf

tissue samples using RAPD analysis (as an
example of a genetic marker analysis

technique reqUlring high quality DNA). We

show thE! résults 0'1 product separation by

·agaros$gel electrophoresis, compared with

· prefiles for their extracted

•• RAPD !)rpfiles from DNA extracted from

· hopsplaJitsdemonstrate the consistencyof

the extractions across the plate - there are

no sample failures in Figure 2.

Susan E Gardiner*
Michael R Coolé

www.hortresearch.co.nz
. _. ~'n "" ''o( -, ~

Horti1eseacch,New Zealanu.

Figure 2.

for use with apple leaves (a

tissue). We ha ve similar successful results

with petunia, clover, ryegrass, tall fescue

and maize leaves, as well as pine needles

and seeds of ryegrass and dover.

We. have also demonstrated successful

miérosatellite and SCAR analysis using the

automatically extracted DNA.

Discussion
Our system allows DNA extraetians to be

performed overnight af.the same rate as

dO\\lnstream marker analysis in OUT

laboratory (1152 samples per night). We

have effectively increased laboratory

throughput by x 90.

DNA extractions perfórmed by the

aUtomated system cost 33% less..t.han

tnanual extractí.ons.

The l1igh throlJghpUt úipatíty OT our

eXtraction system,coupl ¡;!d\(IIith cost savings,

has enabted. us to redesign OUf mapping

experimetltS, éxt!lnd oUímarker assisted

-,,':,'_' ..... ,. ..... :

Oúr sYstem iNíll becon'Íe commercially

We also perfofm high t.hroughput DNA

extraction and markerscreening as a service.

Contact: MikeCook for details on extraction

http://www.hortresearch.co.nz


•••••••
Sclerotinia stem rol (Sclerotillia !iderotiorum), al50 known as white
mold. is a major disease oe soybean in Ihe north,entral regioo of the
United Statcs. Partial resislance to Ihis pathogen has becn reported,
yet unde..-s13nding of the molecular basis of resistance is limited. cONA
microarray technoJogy pro\'ides 3n efficient tool lo facilitate searchlng
for genes ¡n\'olved in quantitali\'e tnits. 5uth as in defense against

Sc:lerotinia stem rol. The ~oal of our study W3S to analyze Ihe profiles
of differentially exprcsscd gcnes in stem tissues or soybean seedlings

ínm:ulaled with the rUDeal palhogen al several time points. 1'\\'0
so)'bun genotypcs. Williams 82 (S) 2nd P1194639 (R), wcrc grow.
hydroponicallj' in a growtb chambcr under conl.-olled conditions of
Beht intensity :lnd temperature. Cut slem In()(ulation was performed
when soybcans wcee 2 wceks old. Tola) RNA samples from ¡tcms:
COIle(:lcd al O. 3. 6, 18, alld 48 h arter inoeutarion were nuorescently
labeled with Cy3 or CyS dyes and hybridized onto soybeaD
microarrays conlaining over 9,000 gene representati\·es,. Analysis of
va.-iance (t\NOV A) assays were performed to identify genes showing
signifieant dilTcrcntial exprcssion. Pr-ofiles uf PI194639 were compared
to lhat of Wi.Hiams 82 to idenhfy candidate defense-related ten es.

•••••.~------------------~

• l\HTERIALS ANO :\IETHOOS

••
••oculalrd. '.s. mock inoc,lIaled
• {S.rt!f"n}I;",."",i.,,¡"t..,¡OSllT¡

S.em lissue Colltdion
(••n~Tn",uh.l~>n)

At 0,1.3.6,. 18, and 48 Itpi
(I'<>~t i,•."""L.li.n)

•
o Exlncling total RNA usin~ TRlzol® rea~c.t

proloc.DI wilh nlinor modifications.

o Mnspril1j!. RNA quaDfíty (P:.mel A) and quarily
(Panel B) nith both sprClrophotolDf1cr
(NauoDrop) and gd ana1~'sis (AIiJ:t!'OI lUlO
Bio:lRal)'Ztr).

• I ••crrO,.min~ reH~rse Iral1scriplioll
forcDNA.

dTTP
Il~) dCTI' dGTP

v drTrHTrT dA TP

• I l3bcline probes wilh {'i.her Cy3
llr C~·S dye wing Amino Allyl
(ncorporalioD ntCthod.

• . Ch~CI.:..iDg quantitr of nuorescen!
labdtd probes using
¡peclropholomettr (NanoOrop 1.2)•••

em~~m
Cf r
~ ~
~~+-S-IU
loop experimnt dcsign

",,,,,l.. ----&";;.;;?~I
~~NA~~

Cy3 Cy!S

1111111'.
r:"I'll'>VL'''' w: W,\I"""1O;:.!.
1, •• ,••.••t.Inl; tJ: u~i,,,,,u.~tcd

.-¡

~:I
GeJltTr.llffH:

(no.mllahT.IIt~'n."""nin¡;.dus¡cring.
q ••••l;r;,·rontrul)

..._.-..=---~~...,....--_.
R/MAA:'-lOVA

(),t·A plnt. ¡.IC:~t. F·I~~I)

Cy3
'4#6'" Cy5

--'
FiSturt J: Auortsccnce tmiss;OD from a mkrou-n.y w:u tonvcrtt'd into a digital

oUlpa! ror cad dyt. Imagt agalysis software Wal u.sed ror qaanlification of
indhidual array elements., aad median pixel inlensiüe.s for caelt element were
calcul:ated.

Fi~re 1:: lIitrarchiC2l clu"eI"ing
of gues showin¡: al luSl
JX difff'rtuli:al el:pressioa
al 6, 18, 2nd 48 hpi.

Figure 3: Nllmbf'r of difTereatially
e:lpreued grnes stlet1ed a1
'he probabilil)' valut
P<O.OI1t( .ltt point 6 hpl.

fi2ure: 4: ScaHer plots showin2 difTerenlial upressiOR of 2ent5 in PJl94639 2nd
WjlJiams 81: Mt"eto inocala'M a.d mock al diffe:renl time points. T-O pl(

;5 Williams '''s r1J946J9 prior fo inocula'ion 10 .shtmo basal dlfftrences.

Table 1: Genes showing s.ix.nificantly (P<O.OI) differenli21 upression In PI194639
inoculated with tbe palhogc. S. .wln'fllifH"lIm.

o Finish hybridizing lo arrays ,,·¡Ih additional repUcatlons and
different time points.

O Complete statistical analyses to identífy genes associated wilh
defense to white moJd in P1194639.

O Use sequence jnformatioD lO devcJop molecular markers of
genes of ¡nleres!. Genes Ibat show strong correlation wltb
reslstance ",ill be mapped (Fig:. 5. Panel A and B below).

O Putative dcfense-relaled genes will be (urlber analyzed lo
verify their functional raJe in resistance.

;'1 1--

B

i'"'-·~,a

;.lllli

!

l
Oí!

Figure S : QTI.5 ror rCMstnce lo Sc1erotinia l\tre idenlified in 'llG Dl-b and K.

Scvend SSR markers showed sie.ni(jcantl)' associaled wilh the QTLs.

I Kcrr. ~.K..oo G.A. ChW1:hill ~OOI. Ell¡>crimenLol o.Ic..i¡:n for ge"" c'prC:SSlOn m.:....••••••.•• y •.•
Biostlotistiu::::18J·~1

w ••. lL. K=-. M.K.., Cloli. X, .!"Id Cbw-ehill, (j ,\. ::oJJ. ~M~OVA: A Sofhl'lr~ P..:llte
for Iht A ••• ly .•is "r S¡><.ned cCNA M~""lTIy E~perimcnlJ. Jn The Ar .• ly'lS ¡,r Gene:
fupl'H!~'n Olla: Mo:n •.•••~ ••• d Suflwl.., Sprint'" rp ll).)41

3 V •••.."I:.T.l) .• D.D. lIolT!n.an. H W. Dicrc. } K. Milk:T. J.R. SLc.odm.,.. ,00 G.L 1I&rt1n.all.
:!I'o(\), \·\iliu\""'" ,,{ \'no: <,,\ ~\<,,"_~"\ .••\"m ..,<\1"..-..1", e.•• \uo.\oO ,,~~r¡ doy bc:an. lni
~unll"w •."T ti" n:~,~t~",,~ In Sd •..,,,.~·,,ia .,rI,·mli,m.",. Crup S•••. (In f'c",)
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GOBIERNO DE CHILE

flJNOACK)N rARA LA
INNOVAUON AGRARIA

10. Aspectos Administrativos

• 10.1. Organización previa a la actividad de formación

•••••••••••••••••••••••••

a. Apoyo de la Entidad a cargo de la organización del viaje

X bueno __ regular malo

(Justificar)

b. Información recibida durante la actividad de formación

_x_ amplia y detallada __ aceptable deficiente

c. Trámites de viaje (visa, pasajes, otros)

X bueno __ regular malo

d. Recomendaciones (señalar aquellas recomendaciones que puedan aportar a mejorar
los aspectos administrativos antes indicados).
Recomendaría simplificar la rendición económica y entregar viáticos generales de
movilización y alimentación que no se rindan con boletas y detalles. No siempre se
cuenta con este tipo de recibos en las organizaciones de Congresos, además que se
evita el estrés del participante de mantener todo este material hasta la vuelta del
evento. Sólo aquellos items de mayor envergadura, tales como inscripción, hotel, u otro
tipo de adquisiciones debieran ser respaldados por documentos.

11. Conclusiones Finales: entregar las conclusiones finales del participante de la
actividad de formación, incluyendo el nivel de satisfacción de los objetivos personales.

En general la actividad de formación cumplió con las expectativas y objetivos planteados. No
siempre se tiene acceso a Conferencias de esta envergadura, dónde se presentan los grupos
líderes de investigación científica. El apoyo de FIA para la asistencia a este evento significó
un apoyo invaluable a las iniciativas Genoma Chile, ya que permitió a cuatro (inicialmente
cinco) de sus miembros asistir a este Congreso. El conocer el desarrollo de sus proyectos,
estrategias y limitaciones permitirá fortalecer el trabajo que aquí se realice, al incorporar sus
experiencias. Sin duda, también es una gran oportunidad de conectarse con el mundo
científico internacional, además de difundir las actividades que en Chile se realizan.

Fecha:

Nombre y Firma beneficiario de la beca:

o


