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INFORME DE DIFUSION
PROGRAMA FORMACION APOYO A LA PARTICIPACION

2003

1 Nombre de la propuesta :
Implementacion en Pinus radiata de la técnica de AFLP-TP para el estudid
expresion génica en embriogénesis somatica

1.1 Modalidad
Pasantia o entrenamiento

1.2 Lugar donde se llevo a cabo la formacion

Departamento de Genética Molecular. Unidad de Sistemas bioldgicos vegetales.
Universidad de Gante, Bélgica

som P v

1.3 Rubro / Area tematica de la actividad de formacion

Biotecnologia Forestal/ Biologia molecular

1.4 Fecha en la que se efectuo la actividad de formacion:

6 de Diciembre 2003- 6 de Marzo 2004

1.5 Participante (s

José Felipe Aquea Zeballos

1.6 Entidad Responsabile|

Pontificia Universidad Catadlica de Chile

1.7 Coordinador (en caso de propuestas grupales

Dr. Patricio Arce-Johnson
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1.8 Identificacion de los participantes de la propuesta

NOMBRE RUT FONO FAX E-MAIL DIRECCION ACTIVIDAD ETNIA FIRMA
PRINCIPAL (indicar | {(indicar si
si es profesional, pertenece
técnico o productor) | a alguna)
José Felipe 6862579 | 2225515 |jaquea@puc.c | Alameda 340 |Bi6logo. 5B l'LL
Aquea Laboratorio de | Investigador 2
Bioguimica |asociado
o
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2, ACTIVIDADES DE TRASFERENCIA

2.1. Resumen actividades de transferencia PROPUESTAS

FECHA ACTIVIDAD OBJETIVO LUGAR N°y TIPO
BENEFICIARIOS
19 de | Informe escrito de la|Entregar el protocolo de la|FIA, Santiago Investigadores de
Marzo realizacion de esta|técnica AFLP-TP Universidades,
2004 actividad Institutos, Ministerio
de Agricultura, SAG,
FIA, ODEPA, etc.
7 Abril | Seminario de | Difundir el conocimiento en el | Santiago Investigadores de
2004 difusién ambito cientifico Universidades e
Institutos.
14 Abril | Seminario de | Difundir el conocimiento en el | Santiago Jefes de
2004 difusién ambito Forestal investigacion forestal

Mininco y Arauco
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21. Resumen actividades de trasferencia REALIZADAS
FECHA ACTIVIDAD OBJETIVO LUGAR N°y TIPO
BENEFICIARIOS
20 de |Informe escrito | Entregar el protocolo de la técnica | FIA, Santiago Investigadores  de
Mayo 2004 |de la| AFLP-TP Universidades,
realizacion de Institutos, Ministerio
esta actividad de Agricultura, SAG,
FIA, ODEPA, etc
Dar a conocer el trabajo realizado, | Laboratorio de Bioquimica | Alumnos de
18 de |Seminario de|el manejo de la técnica y su|Pontificia Universidad | bioquimica,
Mayo |difusion aplicabilidad en la biotecnologia|Catélica de Chile estudiantes de
vegetal doctorado,
Profesores de |Ia
universidad
17de |Seminario de|Dar a conocer el trabajo realizado | Laboratorio de Bioquimica | Victor Sierra
Mayo difusién a jefes de investigacion de |Pontificia Universidad | jefe de investigacion
empresas forestales Catolica de Chile Forestal Mininco
21-25 de|Presentacion Dar a conocer el trabajo que se|Boca Chica, Republica|lnvestigadores
Junio en congreso |realizo al mundo  cientifico | Dominicana cientificos de
REDBIO 2004 |latinoamericano Latinoamérica
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2.2. Detalle por actividad de transferencia REALIZADAS

Fecha: 20 de Mayo 2004

Lugar (Ciudad e Institucién) FIA, Santiago

Actividad (en este punto explicar con detalle la actividad realizada y mencionar la informacién
entregada) Entrega del protocolo de la técnica AFLP-TP, anexado en este informe
(Anexo 2)

Fecha: 17 de Mayo 2004

Lugar (Ciudad e Institucién) Laboratorio de Bioquimica, PUC, Santiago

Actividad (en este punto explicar con detalle la actividad realizada y mencionar la informacién
entregada)

Se presentd al jefe de Investigacion de la Forestal Mininco Sr. Victor Sierra la
investigacién realizada en Bélgica. Se le presentd la Técnica de AFLP-TP como una
herramienta que se puede incorporar en la optimizacién de la embriogénesis somatica
en Pinus radiata y su aplicabilidad a otras especies de interés forestal como Eucalyptus
globulus. Se hizo hincapié en la ayuda fundamental del FIA en el desarrollo de esta
investigacion

Fecha: 18 de Mayo 2004

Lugar (Ciudad e Institucion) Laboratorio de Bioquimica, PUC, Santiago

Actividad (en este punto explicar con detalle la actividad realizada y mencionar la informacion
entregada)

Se presenté a alumnos de pregrado y postgrado de la universidad catdlica la
investigacion desarrollada en Bélgica. Se presento la técnica de AFLP-TP como una
herramienta para la identificacion de genes expresados en un proceso biolégico
determinado, utilizando como modelo embriones somaticos de Pinus radiata. Se hizo

hincapié en la ayuda fundamental del FIA en el desarrollo de esta investigacion
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Fecha: 21-25 de Junio 2004

Lugar (Ciudad e Institucién) V Congreso Latinoamericano de Biotecnologia Vegetal, Boca
Chica, Republica Dominicana

Actividad (en este punto explicar con detalle la actividad realizada y mencionar la informaciéon

entregada)
En este congreso se presentaran los resultados obtenidos durante la pasantia realizada

en Bélgica. Los resultados seran presentados en formato poster dentro de una de las
sesiones organizadas de este congreso. Dentro de los agradecimientos se mencionara

la ayuda del FIA en la realizacidon de esta investigacion
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2.2. Especificar el grado de éxito de las actividades propuestas, dando razones
de los problemas presentados y sugerencias para mejorar.

Las actividades de difusién se realizaron con gran éxito, siendo muy bien evaluadas por
los participantes. Encontraron de buen nivel el trabajo presentado, dandose cuenta del
gran potencial que existe en la implementacién de esta técnica en el estudio de la
embriogénesis somatica en Pinus radiata y en otras especies vegetales de interés
comercial. En cuanto a la charla de difusion al jefe de investigacion de la Forestal
Mininco, encontré que el trabajo que se esta iniciando en nuestro laboratorio es de gran
ayuda para mejorar el proceso de embriogénesis somatica en Pinus radiata. Se discutioé
la utilizacion de la técnica de AFLP-TP en el estudio de otras etapas de la
embriogénesis somatica, tales como en la induccion de genotipos recalcitrantes y en la
maduraciéon de genotipos criopreservados. También se discutié la posibilidad de
incorporar esta técnica en el estudio de otras especies de interés para las forestales,

tales como la intolerancia al frio de Eucalyptus globulus.
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2.3. Listado de documentos o materiales mostrados en las actividades y
entregados a los asistentes (escrito y/o visual). (Se debe adjuntar una copia del
material)

Tipo de material | Nombre o identificacién |dioma Cantidad

Presentaciéon en | Identificacién de genes expresados Espafol |1
diferencialmente durante la embriogénesis
somatica temprana de Pinus radiata
mediante AFLP-TP

Power Point

—_

Presentacién en|Incorporacion de la técnica de AFLP-TP en | Espariol
la optimizacion del proceso de

Power Point C . » . .
embriogénesis somatica en Pinus radiata

Resumen “I[dentificacion de genes que se expresan Espanol | 1
diferencialmente durante la embriogénesis Ingles

Congreso - g Lo
somatica temprana de Pinus radiata
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3. ASPECTOS ADMINISTRATIVOS

Indicar los problemas administrativos que surgieron en la preparacién y realizaciéon de
las actividades de difusién.

La charla de difusion propuesta a los jefes de Investigacién de la Forestal Mininco y
Arauco tuvo problemas de coordinacion, debido a que fue imposible encontrar una
fecha para realizar la charla en los Angeles o Concepcién, lugar donde se encuentran
los laboratorios de investigacion. El principal impedimento fue que no pude ausentarme
de Santiago en dias habiles debido a compromisos académicos y particulares. Solo se
le presento el trabajo realizado al jefe de investigacién de la Forestal Mininco. De esta
reunion se acordo realizar una charla a los investigadores del INIA Chillan y técnicos de
la Forestal Mininco en una fecha préxima.

El retraso en la realizacion de las actividades de difusién en las fechas propuestas se
debié a que se esperaba realizar un analisis preliminar de los geles, e identificar
algunos genes con un patron de expresion interesante, contextualizando mejor el
trabajo. Este analisis se retraso debido a problemas técnicos ajeno a nuestro

laboratorio.

Fecha: 2 - AT/U-/UB/O 2@’0\4 W
Firma responsable de la ejecucion: //\
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ASISTENTES A ACTIVIDAD DE DIFUSION
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“Incorporacién de la técnica de AFLP-TP en la eptimizacién
del proceso de embriogénesis somdtica en Pinus radiata®

Felipe Aquea Zebvallon
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Aplicaciones del andlisis d
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+ Cuantificacién de la Fisiologia celular

+ Formulacién dptima de medios de cultivo
- Disefio y optimizacién de bioprocesos

+ “Blancos” para ingenieria genética
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Embriogenesis somdtica en P.radiata

Embriogénesis_somdtica en Pinus radiata

OBJETIVO GENERAL

“IDENTIFICAR GENES QUE SE EXPRESAN
DIFERENCIALMENTE = OURANTE LA
EMBRIOGENESIS SOMATICA EN Pinus radiata®
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Iniciacion embriogénesis somatica
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Abril 22, 2004
Santo Domingo
Repuiblica Dominicana

timado Felipe Aquea Z.:

Por medio de la presente acusamos recibo de su ponencia titulada “ldentificacion de genes
le se expresan diferencialmente durante la embriogénesis somatica temprana de Pinus
idiata” y solicitamos su colaboracion para el ajuste de su resumen, al formato establecido para

REDBIO 2004, ya que el mismo sera publicado tanto en formato duro como electronico.

ara mayor facilidad le sugerimos tomar nota en los siguientes puntos:
1. Favor sirvase de ver el formato adjunto, publicado desde noviembre del aito 2003 en
el sitio Web:
(http:/iwww.redbio.org/rdominicanal/redbio2004rd/redbio2004/resumenes.htm)

2. Favor remitirnos de nuevo su resumen en los idiomas ingles y espaiiol.

3. Lerecordamos que el numero de ponencias orales en REDBIO 2004 es limitado. Por
lo que muchos de los trabajos se presentaran como posters.

4. Cualquier duda sobre la redaccion del resumen, favor remitirse a la normas de la

ASA (American Society of Agronomy), en su pagina Web: http://www.asa-cssa-
sssa.org

Esperando recibir su pronta respuesta y rectificandole nuestro deseo de verlo en REDBIO 2004.

Comité de Resimenes
REDBIO 2004



“Jdentificacion de genes que se expresan diferenciaimente durante la embriogénesis
somitica temprana de Pinus radiata™

Felipe Aquea y Patricio Arce-Johnson.

Laboratorio de Genética Molecular y Microbiologia. Facultad de Ciencias Bioldgicas.
Pontificia Universidad Catélica de Chile. E-mail: parce@genes.bio.puc.cl

Embriogénesis somatica (ES) es la técnica de propagacion mas utilizada para la
multiplicacién de especies vegetales. En nuestro laboratorio se ha implementado esta
técnica en Pinus radiata, especie vegetal de mayor importancia comercial para Chile. Es
necesario optimizar este proceso debido a que los rendimientos de produccion de embriones
no son adecuados para su uso comercial a gran escala. Los avances en fa optimizacién de la
ES han sido limitados, debido en parte a que se desconocen los eventos moleculares y los
genes que participan durante el crecumento y desarrollo del embrion. Es por esto que
hemos implementado la técnica de cDNA-AFLP en Pinus radiata como una herramienta
que nos permita identificar genes que se expresen durante la ES. Inicialmente estudiamos la
ES temprana debido que durante esta ctapa ocurren los cambios criticos para la
morfogénesis de la planta, se establece el eje apical-basal y comienzan a formarse los
principales tipos celulares y tejidos. Analizamos 3 estadios de desarrollo: Proembrion (15
dias en 3mg/l 2,4-D y 1,5 mg/l BAP), proembrion tardio (15 dias en 15 mg/l ABA) y
embridén temprano o polar (30 dias en 15 mg/l ABA), utilizando como control tejido
indiferenciado no embriogénico (15 dias a 3mg/l 2,4-D y 1,5 mg/l BAP). En un analisis
preliminar hemos amplificado mas de 2.000 Fragmentos Derivados de Transcritos (FDT),
de los cuales hemos seleccionado 30 FDT que se acumulan en estados especificos del
desarrollo o que presentan un patron de expresion diferencial durante los estadios de
desarrollo analizados. La identificacion de genes activos durante el desarrollo embrionario
junto con su perfil transcripcional (induccion o represion) pueden ser utilizados para inferir
la activacion o represion de vias metabolicas o bioquimicas, y de esta manera desarrollar
estrategias que permitan optimizar este proceso.

Agradecimicntos: Proyecto FONDEF Genomica de virus en vides G0251001
Programa formacion para la innovacion agraria, FIA



“Identification of genes differentially expressed during early somatic embryogenesis
in Pinus radiata”

Felipe Aquea y Patricio Arce-Johnson.

Laboratorio de Genética Molecular y Microbiologia. Facultad de Ciencias Biologicas.
Pontificia Umversidad Catdlica de Chile. E-mail: parce(@genes.bio.puc.cl

Somatic embryogenesis (SE) 1s an efficient technique for propagation of plants. We
have implemented this method of propagation in Pinus radiata. Is necessary to improve
this technique because the number of mature embryos produced in culture is not enough for
large scale propagation. Methods for improving SE have being himited, due to httle
knowledge of molecular events and genes that participate during the growth and
development of somatic embryos. For this reason we have implemented cDNA-AFLP
Pinus radiata for to identify genes expressed during SE. Initially we have studied the early
SE, because these stages are crucial for successful completion of the overall process.
We have analyzed 3 stages of somatic embryo development: Proembryo (15 days m 3mg/l
2.4-D and 1,5 mg/l BAP), late proembryo (15 days in 15 mg/l ABA) and early embryo
(30 days in 15 mg/l ABA). Like a control we have used no-embryogenic tissue (15 days in
3mg/l 2,4-D and 1,5 mg/l BAP). In a preliminary study we have amplified almost 2000
transcript-derived fragments (TDF), of which we have choose 30 TDF that expressed in
specific stage or with differential patron during the stages analyzed. The identification de
genes activated during the SE can be used like a tool for improving this process.
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