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PROGRAMA DE FORMACION PARA LA INNOVACION AGRARIA

1. Antecedentes Generales de la Propuesta

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

Cddigo
BID-FP-V-2003-1-F-057

Entidad Responsable Postulante Individual :
Pontificia Universidad Catélica de Chile
José Felipe Aquea Zebalios

Coordinador
Patricio Arce-Johnson

Lugar de Formacién (Pais, Regién, Ciudad, Localidad) :
Departamento de Genética Molecular. Unidad de Sistemas biologicos vegetales.
Universidad de Gante, Bélgica

Tipo o modalidad de Formacion
Pasantia o entrenamiento

Fecha de realizacién:
6 de Diciembre- 6 de Marzo

Participantes: presentacion de acuerdo al siguiente cuadro:

Nombre Institucion/Empresa | Cargo/Actividad Tipo Productor (si
corresponde)

José Felipe Aquea PUC Investigador
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Problema a Resolver: detallar brevemente el problema que se pretendia resolver con la
participacion en la actividad de formacion, a nivel local, regional y/o nacional.

La embriogénesis somatica es utilizada en la propagacién a gran escala de
diversas especies de importancia agricola y forestal, debido a que permite economizar
tiempo y espacio en la produccion clonal de plantas, genera material vegetal libre de
patdgenos y posibilita manipular genéticamente |la especie de interés.

Esta técnica ha sido implementada en nuestro laboratorio en Pinus radiata, y
actualmente esta siendo incorporada en los programas de propagacién clonal de las
empresas forestales nacionales, incluyendo Forestal Mininco y Forestal Arauco.

Aunque esta técnica ya ha sido implementada exitosamente, aun existen
algunos problemas, entre los que se incluyen el bajo nimero de embriones generados
por explante y la baja frecuencia de conversién de embriones somaticos en plantas
viables. Actualmente estamos trabajando en la optimizaciéon de este proceso mediante
el analisis de los requerimientos nutricionales y hormonales durante la maduracién de
los embriones. Sin embargo, durante este proceso ocurren dramaticos cambios
moleculares, los que pueden ser identificados por técnicas moleculares. La
identificaciéon de estos cambios expresados como diferencias en la expresion de genes
permite por un lado, entender la fisiologia del sistema y por otro evaluar el efecto de los
tratamientos nutricionales y hormonales en la expresién génica. El conocimiento de los
genes que se expresan durante la embriogénesis somatica es una estrategia clave en
la produccién clonal de embriones a gran escala y sera la base de la futura produccion
de plantas forestales comerciales en Chile y el extranjero
Es por este motivo que hemos decidido estudiar la expresién de genes durante la
embriogénesis somatica en Pinus radiata, como una manera de mejorar las
condiciones de cultivo y optimizar la producciéon de embriones que cubra las demandas
de la industria forestal chilena. EIl objetivo del viaje fue conocer y aprender AFLP-TP,
una de las técnicas mas adecuada para el estudio de expresidon génica en Pinus

radiata.
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Con esta actividad se logro a nivel local implementar la técnica de AFLP-TP en nuestro
laboratorio, la que sera utilizada en Pinus radiata y en el futuro sera aplicada a otras
especies de interés comercial. A nivel nacional se pretende dar a conocer la
importancia del uso de esta técnica en el mejoramiento de procesos productivos, tales

como la embriogénesis somatica en Pinus radiata.

n
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Obijetivos de la Propuesta

2. Antecedentes Generales: describir si se lograron adquirir los conocimientos y/o

experiencias en la actividad en la cual se participé (no mas de 2 paginas).

El laboratorio de la Dra. Dominique van der Straeten se encarga de estudiar la
interaccion entre hipoxia y la sefalizacién hormonal utilizando estudios de expresién
génica por medio de AFLP-TP. Debido a ello, no fue dificil implementar esta técnica en

Pinus radiata. Se lograron adquirir los conocimientos necesarios para aquello, los que

seran trasmitidos a la comunidad cientifica nacional y a la industria forestal.

La experiencia adquirida servird para iniciar nuevas areas de investigacion en

nuestro pais, tomando como base el estudio de expresién génica.

3. Itinerario Realizado: presentacién de acuerdo al siguiente cuadro:

Fecha

Actividad

Objetivo

Lugar

6-12- Llegada a Bélgica

Manejar

las bases de la

Ghent-Bélgica

2003 técnica AFLP-TP
6-3- Legada a Chile Implementar la técnica en Chile. | Santiago-Chile
2004 Transferir el conocimiento al

mundo cientifico y empresarial

Senalar las razones por las cuales algunas de las actividades programadas no se realizaron o

se modificaron.
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4. Resultados _Ob_tenidos: descripcion detallada de los conocimientos adquiridos. Explicar el
grado de cumplimiento de los objetivos propuestos, de acuerdo a los resultados obtenidos.
Incorporar en este punto fotografias relevantes que contribuyan a describir las actividades
realizadas.

El objetivo general de esta actividad fue adiestrase en el manejo de la técnica
AFLP-TP para su implementacion en el estudio forestal en Chile. En el laboratorio de la
Dra. Dominique Van der Straeten se maneja desde hace varios afos esta técnica, por
lo que se logro implementar exitosamente en el estudio de Pinus radiata. En base a los
objetivos especificos propuestos se puede mencionar que se logro manejar las brses
de esta tecnica, entre las que se encuentran la estandarizacion de un protocolo de
extraccion de RNA de tejido embriogénico y no embriogénico de Pinus radiata (Anexo
1), el aprendizaje de técnicas moleculares tales como sintesis de cDNA biotinilado,
digestion mediante enzimas de restriccion, ligacion de adaptadores entre otros
procesos, necesarios para el desarrollo de la técnica AFLP-TP (Anexo2). Por otra parte,
se adquirié el conocimiento necesario para el manejo de radioactividad, escencial para
la marcacién de partidores.

Esta técnica consiste en la amplificacién selectiva mediante PCR de fragmentos
de cDNA mediante 128 combinaciones de partidores especificos. En esta pasantia se
logro realizar 30 combinaciones, que aproximadamente abarca un 10% del genoma de
Pinus radiata. El resto de las combinaciones se realizaran en el laboratorio del Dr.
Patricio Arce-Johnson en la Pontifica Universidad Catolica de Chile.

De las combinaciones realizadas se identificaron bandas (Anexo 5) que
corresponden a fragmentos derivados de transcritos o genes (TDF) las que se resumen

en la siguiente tabla:

TDF visualizados totales: 1960 100 %
TDF expresados: 70 3.57 %
diferencialmente

TDF no embriogénicos: 31 1.58 %
TDF embriogénicos: 39 1.99 %
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Estos fragmentos estan en proceso de ser secuenciados de modo que se pueda
determinar concretamente a que genes corresponden y en que proceso biologico
participan

Por otra parte se logro identificar los equipos necesarios para el desarrollo de
esta técnica y se adquirié ia experiencia en el uso de ellos. Entre los equipos utilizados
se cuenta un termociclador, equipo utilizado para realizar reacciones de PCR, camaras
de electroforesis del tipo utilizado en la secuenciacion de DNA y el uso del equipo
Phosphorimager necesario para la visualizacién de geles radiactivos. Todos los
equipos necesarios para el desarrollo de esta técnica se encuentran disponibles en el
laboratorio de Bioquimica de la Pontifica Universidad Catdlica de Chile para la
implementacion del AFLP-TP en el pais

Los conocimientos adquiridos son de gran utilidad no sélo para la técnica de
AFLP-TP sino también para otras técnicas de biologia molecular, tales como Southern
blot, Northern blot, RT-PCR entre otras, las que son de gran utilidad en el estudio de
especies vegetales de interés comercial.

A la llegada a Chile se reunieron los equipos necesarios para la implementacion
en nuestro pais de esta técnica, la que se esta utilizando en la continuacién del estudio
iniciado en Bélgica. A futuro esta técnica sera utilizada en el estudio de otras especies
de interés econdmico para la empresa forestal, tal como Eucalyptus globulus.

Se le informo del estudio realizado al jefe de investigacién de la Forestal Mininco Sr.
Victor Sierra, quien se encontré interesado en la investigacién iniciada en nuestro laboratorio.

Asi mismo, nos comento la inquietud de aplicar la técnica aprendida en Bélgica en otros

procesos biolégicos en Pinus radiata y en otras especies de interés forestal
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5. Aplicabilidad: explicar la situacién actual del rubro en Chile (regién), compararla con la
tendencias y perspectivas en el pais (regién) visitado y explicar la posible incorporacién de los
conocimientos adquiridos, en el corto, mediano o largo plazo, los procesos de adaptacion
necesarios, las zonas potenciales y los apoyos tanto técnicos como financieros necesarios para
hacer posible su incorporacién en nuestro pais (regién).

El objetivo general de esta actividad de formacién era conocer la técnica de
AFLP-TP, la que es utilizada para realizar estudios de expresion génica en especies
vegetales. En Chile se esta iniciando el estudio genémico de especies vegetales de
interés comercial, tales como la vid y los duraznos. Estos estudios comprenden la
implementacion y utilizacion de técnicas de duitima tecnologia entre las que se
encuentran el uso de microarrays. Esta técnica puede ser utilizada solo en especies
donde ya se ha iniciado estudios genémicos, debido a que se requiere el conocimiento
de parte del genoma de la especie de interés. En el caso de Pinus radiata, especie
vegetal de mayor valor comercial en nuestro pais, aun no se han iniciado estudios
gendmicos, lo que no permite el uso de los microarrays. Esto uitimo también se
extrapola a otras especies vegetales. La carencia de conocimientos gendmicos en la
realizacion de estudios de expresion génica puede ser sobrellevada por la técnica de
AFLP-TP. Por lo tanto esta técnica puede ser utilizada tanto en pinos como en otras
especies de interés para la industria forestal y agricola.

En Bélgica se utiliza esta técnica como complemento a otras técnicas tales como
microarrays y genotecas de expresion. Esto puede ser posible en Chile, donde la

genomica se visualiza como la area de investigacién en los préximos anos.



6. Contactos Establecidos: preseniacion de acuerdo al siguiente cuadro:

Institucion/Empresa | Persona de | Cargo/Actividad | Fono/Fax Direccidn E-mail
Contacto
Universidad de Dominique Van|Profesora Tel:+32 KL Dominique VanDerStraeten
Ghent Der Straeten g’gf_ﬁ%‘g"% Ledeganckstr | @rug.ac.be
(0)9264 533322 35 B
9000 Gent, | Pagina web:
Belgium http :/iww.hsb.ugent.be/

7. Deteccién de nuevas oportunidades y aspectos que quedan por abordar. senalar
aquellas iniciativas detectadas en la actividad de formacion, 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 ferias y establecer posibles contactos o convenios. Indicar
ademas, en funcion de los resultados obtenidos, los aspectos y vacios tecnolégicos que adn
quedan por abordar para ia modemizacion del rubro.

Con el desarrollo de esta actividad se logro adquirir un vinculo directo con el
laboratorio de la Dra. Dominique Van der Straeten en la Universidad de Ghent, el que a
futuro se puede materializar con la participacién en proyectos en conjunto entre Chile y
Bélgica. También esta relacion puede ser aprovechada por otros investigadores para el

aprendizaje de otras técnicas que son utilizadas en su laboratorio.

8. Resultados adicionales: capacidades adquiridas por el grupo o entidad responsable, como
por ejemplo, formacién de una organizacion, incorporacién (compra) de alguna maquinana,
desarrollo de un proyecto, firma de un convenio, etc.

Dentro de esta actividad no se adquirié capacidades adicionales
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9. Material Recopilado: junto con el informe técnico se debe entregar un set de todo el
material recopilado durante la actividad de formacién {escrito y audiovisual) ordenado de
acuerdo al cuadro que se presenta a continuacién (deben sefialarse aqui las fotografias
incorporadas en el punto 4):

Tipo de Material N°  Correlativo (si es|Caracterizacién (titulo)
necesario)

Protocolo  extraccién  RNA | Anexo 1 A simple and efficient

Pinus radiata method for isolating RNA

from pine trees.

AFLP-based transcript

Protocolo AFLP-TP Anexo 2 profiling
Presentacion a cientificos Anexo 3 Identificacion de genes
expresados

diferencialmente durante
la embriogénesis somatica
temprana de Pinus radiata
mediante AFLP-TP

Presentacion a jefe de|Anexo4 Incorporacién de la
investigacion Forestal Mininco técnica de AFLP-TP en la
optimizacion del proceso
de embriogénesis

somatica en Pinus radiata

Fotografias geles AFLP-TP Anexo 5

Resumen congreso REDBIO | Anexo 6 Identificacion de genes

que se expresan
diferencialmente durante
la embriogénesis somatica
temprana de Pinus radiata
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10. Aspectos Administrativos

10.1. Organizacion previa a la actividad de formacién

a. Conformacion del grupo: NO CORRESPONDE
__ muy dificultosa _ sin problemas ___ algunas dificultades
(Indicar los motivos en caso de dificuitades)
No corresponde, pues se trata de un participante individual.
b. Apoyo de la Entidad Responsable
_X bueno ___ regular _ _malo

(Justificar)

c. Informacion recibida durante la actividad de formacién
_X amplia y detailada aceptable deficiente
d. Tramites de viaje (visa, pasajes, otros)
_X bueno regular malo
€. Recomendaciones (sefalar aquellas recomendaciones que puedan aportar a mejorar [0s

aspectos administrativos antes indicados)
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10.2. Organizacion durante la actividad (indicar con cruces)
Por tratarse de un participante individual todo esto fue organizado en forma personal y directa
sin paricipacion de FIA.

item Bueno Regular |Malo
Recepcién en pais o regién de|x

destino

Transporte  aeropuerto/otel ylx

viceversa

Reserva en hoteles X

Cumplimiento del programa y|x

horarios

En caso de existir un item Malo o Reguiar, sefalar los problemas enfrentados durante el
desarrollo de la actividad de formacidn, la forma como fueron abordados y las sugerencias que
puedan aportar a mejorar los aspectos organizacionales de las actividades de formacién a
futuro.

11. Conclusiones Finales

12. Conclusiones Individuales: anexar las conclusiones individuales de cada uno de los
participantes de la actividad de formacién, incluyendo el nivel de satisfaccion de los objetivos
personales (no mas de 1 pagina y media por participante).

La realizacion de la actividad de formacion fue valiosa, ya que gracias a ella se
pudo implementar en nuestro laboratorio la técnica de AFLP-TP para realizar estudios
de expresidén génica. Esta actividad permitid iniciar una nueva area de estudio er
nuestro pais, el estudio molecular de Pinus radiata, especie vegetal de mayor
importancia comercial para nuestro pais. Actualmente se esta en el proceso de analisis
de los geles realizados en Bélgica y resultados preliminares seran presentados en el V
congreso Latinoamericano de Biotecnologia Vegetal, instancia en que se agradecera al
FIA por el apoyo brindado para ia ejecucion de esta investigacion.

Por otra parte, se presento la actividad realizada al jefe de investigacion de la
Forestal Mininco, quien considero valiosa la técnica aprendida y se acordo realizar
colaboraciones en conjunto en areas de investigacion prioritarias para ellos utilizando la

técnica aprendida en esta actividad.
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Plant Molecular Biology Reporter pages 113-116
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Commentary

A Simple and Efficient Method for Isolating
RNA from Pine Trees

Key Words: phenoliccompounds, pine, Pinus, polysaccharides, RNA extraction,
RNase

solating high quality RNA from pine trees is made difficult by the

high concentrations of polysaccharides, phenolics and RNases asso-

ciated with pine tissue. In scedlings subjected to stressful growth
conditions the difficulty is exacerbated. To address this problem we have
developed a rapid and facile modification of established techniques
which altows preparation of total RNA from tissue within a few hours
without the use of toxic and expensive chemicals such as phenol,
guanidinumisothiocyanate and guanidiumhydrochloride or the need for
ultracentrifugation. This method can be used on any tissue and is
particularly effective on recalcitrant materials such as pine needles.

Materials and Methods

Solutions required. (Use dicthylpyrocarbonate-treated water
(Sambrook et al,, 198Y) for all solutions. )

Extraction buffer:

29% CTAB (hexadeceyltrimethylammonium bromide)

2% PVP (polyvinylpyrrolidinone K 30)

100 mM Tris-HCHpET8.0)

25 mM EDTA

2.0 M NaCl

0.5g/L spermidine

{mix and autoclave)

2% B-mercaptocthanol (add just before use)
Chloroform:isoamyl alcohol (24:1)

Abbreviations: CTAB, hexadecyltrimethylamimonium bromide; TAA, isdnmyl
alcohol; SSTLE, defined in Materials and Methods.

113
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10 M lithium chloride
SSTE:
1.0M NaCl
0.59%5DS
10mM TrisHCl (pH 8.0)
ImM EDTA (pH 8.0)

Protocol

e Warm 15 mL extraction bulfer to 65°C ina waler bath, quickly add
2 to 3 g ground tissuc and mix completely by inverting the (ube.

» Extract two limes with an equal volume of chloroform:lA A, sepa-
rating phases at 10,000 rpm at room temperature in an 5534 rotor.
Alternatively a table-top centrifuge can be used, in which case
additional extractions may be necessary lo maintain purity.

¢ Add 1/4 volume 10 M LiCl to the supernatant and mix. The RNA
is precipitated overnightat4°Cand harvested by centrifugation at
10, 000 rpm for 20 min. Shorter precipilation times may be adequate
for some purposcs; after 1, 2 and 6 hours of precipitation, the yicld
was, respectively, 30%, 65% and 90% of Lthat oblained alter over-
night precipilation.

e Dissolve pellet into 500 pL of SSTL. When poly A(+) RNA is to be
extracled, dissolve total RNA in 0.5% SDS instead of SSTE and
proceed with sclection directly.

e Extract once with equal volume of chloroform:AA.

* Add two volumesof cthanol lo the supernatant, precipilate at =707
for at least 30 min or 2 hours at -20°.

e Spin 20 min in a microcentrifuge to pellet the RNAL Remove
supernatant and dry pellet. Resuspend pellet in autoctaved
dicthylpyrocarbonate-trealed water. RNA is now ready (or use.

Comment

The major problem in RNA isolation {rom pines is contamination by
polyphenols and polysaccharides. The content of polyphenols in coni-
fersis higher thanin deciduous lrees and increases with the seedling age
(Schneiderbaucrctal,, [991). The use of phenol Tor the extraction ol RNA
from pine tissucs, such as the guanidium hydrochloride method
(Sambrook ct al., 1989; Baker ¢t al., 1991; Schneiderbauer ¢t al., 1991),
result inabrownish precipitate. The yield and the quality of the RN A are
very poor (less than 20 pg/g ot needles withan A, /A ratio of less than
1.2). Commercially available preparations utilizing guanidinum
isothiocyanate and phenol give higher yields (up to 250 pg /g needles),
but the quality is still low (A, /A, Tess Than L) In addition, the RNA

260
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Table L. Yield of RNA from loblolly pine.

| e - e
|
|

RNA Recovered (ug/g fresh tissue)

5-Year-Old 5-Month-Old

Type of Tissue Seedlings Seedlings
Drought-stressed Needles 100-130 130-230*
Roots 37-50 100-140*

Unstressed Needles 120-150 150-240

Roots 10-70 80-110

*8-month-old scedlings

is contaminated with DNA (data not shown). These problems of yicld
and purity are due mainly to the oxidation of phenolic compounds,
which can then bind irreversibly to nucleic acids and coprecipitate with
RNA (Schnciderbauer et al., 1991; Katterman and Shattuck, 1983). In
ordcer to overcome this problem, we have included PVP and B-mercap-
tocthanol as reducing reagients in our extraction buffer. Further we use
CTAB as the detergent and extract with chloroformiinstead of phenol to
remove proteins. The resulting RNA preparations are colorless.

To climinate the polysaccharides and CTAB we use 2M NaCl instead
of the more usual 0.7 M in the extraction buffer and 1.0 M NaCl in the
SSTE buffer used o dissolve the RNA pellet. The high NaCl concentra-
tion of the buffers helps remove polysaccharides (Fang, et al., 1992) and
dissolves the CTAB-RNA complex, so that more CTAB and polysaccha-
rides are removed inthe chloroform extraction. The quality and quantity
of RNA prepared by Lhis method are excellent(Table D). The yield ranges
from 100 to 240 pg /g depending on the tissue, and the A, /A, ratio is
usually 1.7 t0 2.0. Even for severely stressed seedlings where the needles
appearbrown, westill can obtain about 100ig total RN A/ g needles with
an A /A, ratio above 1.7,

By avoiding phenol extraction, damage to poly A(+)-RNA is mini-
mized. The products of cONA synthesis using poly A(+)-RN A extracted
using this protocol ranged Trom about 0.5 to 4.0 kb with a modal size of
about 1.5 kb. ¢cDNA hbraries of 1 x 1010 1 x 107 independent clones have
been constructed from this material (data not shown). Both thesce results
indicate a very high quality template. Visible inspection of RNA on
cthidium bromide-stained formaldehyde gelsand the resultsof northern
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analysis confirm that there is little degradation of RNA extracted trom
needles, stems, or roots.

Acknowledgments: This work wassupported by the Temple-Inland Foundation
and the Texas Agricultural Experiment Station.

Shujron Chany, Jeff Puryear and John Cairney
Department of Forest Science, Texas A&M University,
College Station, Texas 77813-2135, USA
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AFLP-BASED TRANSCRIPT PROFILING

The AFLP-based transcript profiling protocol (AFLP-TP) is an improved version of the cDNA-
AFLP method described by Bachem et al. (Plant J. 9: 745-753, 1996). AFLP-TP is a fragment-
based, genome-wide expression technique allowing the analysis of “all” genes involved in a
particular biological process or expressed under certain conditions. In the approach, unique
transcript tags derived from the 3’ end region of expressed genes are PCR amplified and
displayed on acrylamide gels. Selective amplification of subsets of transcript tags allows to
fractionate the initial pool of tags and to detect low abundant messengers. Because it is PCR
based and because of the fractionation, the sensitivity is significantly higher compared to other
techniques including microarrays. Furthermore, as it is a fragment-based technique, it allows to
discriminate between homologous sequences provided that distinct restriction fragments are
obtained from the homologues.

The first step in the AFLP-TP approach is the conversion of mRNA into ds cDNA using a
biotinylated oligo-dT primer. We start with about 2 ug total RNA for cDNA synthesis.

The cDNAs are digested with two restriction enzymes in a two-step reaction. After digestion
with the first enzyme, the 3’ most regions are captured on dynabeads. Digestion with the second
enzyme releases the restriction fragments or transcript tags. The enzymes have been chosen such
that the majority of the cDNAs is cut. The combination used in the protocol (Bst¥YT and Msel)
cuts around 80% of all messengers (based on in silico analysis using available full-length cDNA
sequences). Around 10% of the fragments is however too small or too large to be displayed on
acrylamide gels. Almost 70% of the fragments are BstY1/Msel fragments, the other 10% are
Msel/BstY1 fragments. To screen all of them, the two series of analyses have to be done, with as
first cutting enzyme BstY1 and Msel, respectively.

BstY1 recognizes the sequence PuGATCPy and after digestion and adapter ligation, a pre-
amplification is done using a BstYI-primer with a T or C as 3’ nucleotide. In this way, the total
pool of fragments is subdivided in two. In a subsequent amplification, selective primers are
used. Increasing the number of selective nucleotides reduces the number of fragments amplified
but results in amplification of fragments that are derived from low abundant messengers.
Usually. primers with 1 or 2 selective nucleotides are used. In several plant species, a total of 3
selective nucleotides (e.g. BstYI+1 and Msel+2 primers) results in profiles that are not too dense,
while the sensitivity is already high enough to detect low abundant messengers.

After generating profiles, differentially expressed genes can readily be detected and isolated
from the gels for further characterization. Depending on the density of the gel pattern, good
quality sequence can be obtained for 50% to 80% of the isolated fragments by direct sequencing.
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1. Total RNA isolation

Total RNA is isolated using the “Trizol”-method.

To check the vield/quality of the isolated RNA, a sample (1/10 of the total) is analyzed on an
agarose gel. The RNA should appear as a faint smear from approximately 10 kb down, with
trace TRNA bands. Spectrophotometric determination of the concentration (Azg=1
corresponds to 40 pg/ml) and punty (Ax¢0/As0) can be done.

2. Double stranded ¢cDNA svnthesis

- First strand ¢cDNA svnthesis :

Add together 20 ul total RNA (~2.0 pg)
1 pl oligo-dTas-bio (700 ng/ul)
4 ul H,O (DEPC!!!!)
Then add 8 ul 5x First Strand buffer
4 ul 0.1 MDTT
2 ul 10 mM dNTPs
+ 1 ul Superseript II (200 U/ul)
40 ul

Incubate 2 hr at 42°C

DEPC-water : 100 ml water + 100 ul DEPC (diethylpyrocarbonate),
Let stand overnight at room temperature and autoclave

- Second strand svnthesis :

Add together 40 pl first strand reaction mixture
16 pl 10x Second Strand buffer (E. Coli ligase buffer)
3 pl 10 mM dNTPs
6 ul0.1 MDTT
1.5 pl E.coli ligase (10 U/pl) (or 15 units)
5.0 pl E.coli polymerase I (10 U/pl) (or 50 units) (DNA polymerase )
1.6 ul RNAse-H (1 U/ul) (or 1.6 units) (Ribonuclease H)
H>O to 160 ul

Incubate 1 hr at 12°C and 1 hr at 22°C in a thermoblock

Purity the cDNA using a Qiaquick spin column (qiaquick PCR purification kit, qiagen).
Check the quality and yield of cDNA by agarose gel electrophoresis (1 % agarose /0.5x TAE).
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5x First Strand buffer:
250 mM Tris.HCI pH 8.3; 15 mM MgCl,; 375 mM KCl

10x Second Strand butfer:
188 mM Tris.HC1 pH 7.0; 46 mM MgCls; 906 mM KCl

1500 uM NAD'; 100 mM (NH4),SO4

500 ng of the double stranded cDNA preparation is used for AFLP.
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3. AFLP template preparation (using BstY1 and Msel)

First digestion :

Mix: 20 ul cDNA (500 ng)
10 Units BstY1
4 pl 10x RL-buffer
H,O to 40 ul

Incubate 2 hrs at 60°C

10x RL-buffer: 100 mM Tris-HAc (pH 7.5), 100 mM MgAc, 500 mM KAc, SO mM DTT,
50 ng/ul BSA (optional).

Immobilization of 3'-terminal cDNA fragments on dynabeads :

The biotinylated 3'-end fragments are separated from the non-biotinylated fragments by binding
to streptavidin beads (Dynal).

e Per sample, wash 10 pl dynabeads once in 100 pl 2x STEX and resuspend it in 40 pl 2x
STEX (the same volume as the restricted cDNA) (washing dynabeads for 7-8 samples
maximally in one tube).

¢ Add the beads (40ul) to the restricted cDNA (40ul), to give a final volume of 80 pl.

e Incubate the mixture at room temperature for 30 minutes with gentle agitation (1000 rpm).

e Collect the beads with the magnet, wash once with 100 pl 1x STEX and transfer to a tresh
tube.

e Wash 4 additional times with 100 ul 1x STEX

e Resuspend the beads in 30 pl T oEo; and transfer again to a fresh tube.

2x STEX: 2 M NaCl, 20 mM Tris-HCI (pH 8.0), 2 mM, 0.2 % Triton X-100

Second digestion :

Add to the 30 pl beads-suspension:
10 Units enzyme Msel
4 nl 10x RL-buffer
H-O to 40 pl

Incubate 2 hr at 37 °C with gentle agitation (1000 rpm) to ensure that beads are resuspended
occasionally

Collect the beads using the magnet and transfer the supemnatant, containing the liberated
template fragments, to a clean tube for the subsequent adapter ligation reaction.
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Adapter preparation :

All adapters (BstY1- and Msel-adapter) are non-phosphorylated oligonucleotides

For the BstYT-adapter, mix oligo F and R such that an adapter 1s obtained at a concentration of 5
pmol/ul.

BstYl-F: 5° —= CTCGTAGACTGCGTAGT - 3’
BstYI-R: 5° - GATCACTACGCAGTCTAC -3’

BstY1 adapter : 5 pmol/ul
BstYI-R (100 uM) :2.5ul
BstYI-F (100 pM)  :2.5 pl
H,O : 45 pl

50 ul

For Msel, mix oligo F and R such that an adapter is obtained at a concentration ot 50 pmol/pl.

Msel-F: 5> - GACGATGAGTCCTGAG - 3’
Msel-R: 5> — TACTCAGGACTCAT - 3’

Msel adapter : 50 pmol/ul
Msel-R (100 uM)  :25.0 pl
Msel-F (100 uM)  :25.0 pl

50.0 pl

Adapter ligation :

Add to the supernatant (containing the template fragments: 40 ul) a mix of 10 pl containing:

I ul BstYT adapter (= 5 pmol)

1 pl Msel adapter (= 50 pmol)

1 ul 10 mM ATP (Pharmacia)

2 ul 5 x RL-buffer

| ul T4 DNA ligase (5 U/pl) (or 1 unit) (Pharmacia)
10 Units BstY]

H,O to 10 pl

Incubate 3 hrs at 37°C
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4. Pre-amplification with non-selective primers

Dilute the adapter ligation 2-fold with ToEq; and use 5 pl as a template in the pre-amplification.
BstY1-T+0 and BstY1-C+0 are combined with the Msel+0 primer

Primers:
BstYIT+0: 5 -~ GACTGCGTAGTGATCT -3’
BstYIC+0: 5° - GACTGCGTAGTGATCC -3
Msel+0: 5" —GATGAGTCCTGAGTAA -3’

The reaction contains:
5.0 ul 2-fold diluted adapter ligation
1.5 pl BstYT+0 primer (50 ng/pl = 75 ng)
1.5 pl Msel+0 primer (50 ng/ul = 75 ng)
2.0 ul 5 mM dNTPs (--> 0.2 mM final concentration of each dNTP)
0.2 ul Taq polymerase (AmpliTaq, Perkin-Elmer, 5 units/pl) (or 1 unit)
5.0 pl 10x PCR-buffer
H,O to 50 pul

10x PCR-butfer : 100 mM Tris.HCI pH 8.3, 25 mM MgCl,, 500 mM KCl

It is advisable to work with mixes of reagents as much as possible to avoid differences in
amplification between different reactions; the following procedure is suggested:

Primer mix:
1.5 pl BstYT+0-primer
1.5 pl Msel+0-primer
2.0 ul 5 mM dNTPs
20.0 ul H,O

Taq mix:
0.2 ul Taq polymerase (5 units/pl)
5.0 ul 10 x PCR-buffer
14.8 pl H,O

Fach reaction contains 5 ul template, 25 pl of primer mix and 20 pl of Taq mix

PCR amplification: ~ No hot start!!!
30 sec. 94°C
25 cycles 60 sec. 56°C
60 sec. 72°C

Check the pre-amplification by running 10 pl of the reaction mixture on an agarose gel.
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5. Selective amplification-reaction using 3P labeled primer

Primer labeling :

For one single AFLP reaction, 5 ng of labeled primer is needed.

Reaction Mix for >*P:

0.1 pl of a 50 ng/ul primer stock-solution

0.1 ul **P-y-ATP (2000 Ci/mmol ~ 50 pmol; Amersham)
0.05 pl 10x T4-buffer

0.2 units T4-kinase

H>O to 0.5 pl

10x T4-buffer: 250 mM Trs.HCl pH 7.5, 100 mM MgCl,, 50 mM DTT,
5 mM spermidine (3HCI-form; Sigma)

0.5 ul final volume yields labeled primer at a concentration of 10 ng/ul

Incubate 45 min at 37°C and, subsequently, 10 min at 80°C (inactivation of the kinase).

The actual reaction volumes depend on the number of AFLP amplifications that need to be
pertormed with the selective primer.

PCR reaction :

For each amplification, 5 ul of a 600-fold dilution of the pre-amplification mixture is used as
template.

A single PCR reaction contains:

5.0 pl pre-amplification mix (diluted 600-fold in ToEq.1)
0.5 pl labeled BstYT+N-primer (10 ng/pl --> 5 ng)

6 ul unlabeled Msel+N-primer (5 ng/pl --> 30 ng)

0.8 ul 5 mM dNTPs

2.0 ul 10x PCR-buffer

0.12 ul AmpliTag-“Gold™ polymerase (5 U/ul) (0.6 units)
H-O to 20 ul

TiuEy -butfer : 10 mMTrs-HCI (pH8.0), 0.1 mM EDTA
10x PCR-butfer : 100 mM Tris-HCI (pH 8.3), 25 mM MgCl, 500 mM KCl
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Again, work with mixes. The AFLP-reactions may be done as follows, in case one particular
labelled primer is used in combination with many different Msel+N primers:

5.0 pl template DNA
5.0 ul Msel-primer (dilute stock to 6 ng/ul with H,O --> 30 ng)
10.0 pl mix; amounts for 100 pl or 10 reactions
5.0 pl labeled BstYI-primer (10 ng/pl --> 50 ng)
8.0 ul S mM dNTPs
20.0 pl 10x PCR-buffer
6 units AmpliTaq-Gold polymerase (1.2 pl of 5 U/ul)
65.8 ul H,O

10x PCR — buffer : 100 mM Tris-HCl (pH 8.3), 25 mM MgCl,, 500 mM KCl

PCR amplification :

10 min 94°C (HOT START!!!!)

13 cycles : 30 sec 94°C
30 sec 65°C 4 0.7 °Cleycle
60 sec 72°C

23 cycles: 30 sec 94°C
30 sec 56°C
60 sec 72°C

Gel analysis :

After PCR amplification, the samples are analyzed on 5% polyacrylamide gels using the
Sequigel system (Bio-Rad). Gel electrophoresis is done as in conventional AFLP analysis.

A labeled 10 bp sizing standard (Sequamark, Research Genetics) is included as size marker.
After running, the gel is vacuum-dried on a whatmann paper and exposed on a Biomax MR
autoradiogram (Kodak) or scanned in a phosphor-imager.
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6. Selective amplification- reaction using IRD-700 labeled primers (LI-COR)

PCR- reaction

For each amplification, 5 pl of a 600-fold dilution of the pre-amplification mixture 1s used as a
template.

A single PCR-reaction contains :

5.0 pl pre-amplification mix (600x diluted in ToEq )

0.8 ul IRD-700 labeled BstYI+N primer (6 ng/ul, diluted in T1oEq 1)
3 pl unlabeled Msel+N primer (10 ng/ul, diluted in H,O)

0.8 ul ANTP’s (5 mM)

2 ul 10x PCR-buffer II (Perkin Elmer)

2.4 ul MgCl, (25 mM, Perkin Elmer)

0.2 pl Ampli TAQ DNA polymerase (5 U/pl, Perkin Elmer)

H>O to 20 pl

PCR amplification :
13 cycles 94°C - 10 sec
63°C - 30 sec ¥ 0.7 °C/cycle
72°C - 60 sec

25 cycles 94 °C - 10 sec
54 °C - 30 sec
72°C-60sec T 1 sec/cycle

72 °C - 2 min

Gel Analvsis :
After PCR amplification, the samples are analyzed on a 6.5 % polyacrylamide gel (Kbplus gel
matrix) using the LI-COR. The 50-700 bp sizing standard from LI-COR is used as size marker.
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TP-BUFFERS

10 x RL-buffer :
100 mM Tris-Hac (pH 7.5)
100 mM MgAc,
500 mM KAc
50 mM DTT

IXSTEX- buffer :
2 M Na(Cl
20 mM Tris-HCI (pH 8.0)
2mM EDTA (0.5 M)
0.2 % TritonX-100

10 x PCR-buffer :
100 mM Tris-HCI (pH 8.3)
25 mM MgCl,
500 mM KCl

Lk

0l
10 mM Tris-HCI (pH 8.0)
0.1t mM EDTA (pH 8.0)

Formamide loading dyve (3p)
2ml EDTA 0.5 M (pH 8.0)
98 ml Formamide
0.06 g bromophenol blue

10 x T4-buffer :

250 mM Tris-HCI (pH 7.5)

100 mM MgCls

50mM DTT

3 mM spermidine (3 HCl.form)
0.06 xylenecyanol

10 ml

1 ml Tris-Hac IM (pH7.5)
1 ml MgAc, 1| M

1.25 ml KAc 4M

0.077 g DTT

Add H,O to 10 ml

100 ml

40 ml NaCl SM

2 ml Tris-HCI 1M (pH 8.0)
400 pl EDTA (0.5 M)

2 ml TritonX-100 (10 %)
Add H,0 to 100 ml

10 ml

1 ml Tris-HC1 1 M (pH 8.3)
250 ul MgCh, 1 M

2.5 ml KCl 2 M)

Add H,O to 10 ml

100 ml

1 ml Tris-HC1 1 M (pH 8.0)
20 ul EDTA 0.5 M

Add H,O to 100 ml

10 ml-

2.5ml IM Trs-HCl (pH 7.5)
1 ml MgCl, 1 M

0.077 g DTT

0.013 g spermidine

Add H,O to 10 ml
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Abril 22, 2004
Santo Domingo
Republica Dominicana

Estimado Felipe Aquea Z.:

Por medio de la presente acusamos recibo de su ponencia titulada “ldentificaciéon de genes
que se expresan diferencialmente durante la embriogénesis somatica temprana de Pinus
radiata” y solicitamos su colaboracion para ei ajuste de su resumen, al formato establecido para
el REDBIO 2004, ya que el mismo sera publicado tanto en formato duro como electrénico.

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

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

3. Le recordamos 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:/fiwww.asa-cssa-
sssa.org

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

Comité de Resiumenes
REDBIOC 2004



“Identificacion de genes que se expresan diferenciaimente durante fa embriogénesis
somaitica temprana de Pinus radiata”

Felipe Aquea v Patricio Arce-Johnson.

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

Embriogénesis somatica (ES) es la técnica de propagacion mas utilizada para Ia
multiplicaciéon 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 la optimizacion de la
ES han sido limitados, debido en parte a que se desconocen los eventos moleculares y los
genes que participan durante el crecimiento 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. Iniciahnente estudiamos ia
ES temprana debido que durante esta etapa ocurren los cambios crincos 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 3mgAd 2.4-D y 1,5 mg/l BAP), proembrion tardio (15 dias en 15 mg/l ABA) y
embrion temprano o polar (30 dias en 15 mg/l ABA), utilizmdo como control tejdo
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 patrén 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, v de esta manera desarrollar
estrategias que permitan Optimizar este proceso.

Agradecimientos: Proyecto FONDEF Gendmica de virus en vides G0251001
Programa formacion para la innovacion agrana, F1A



“lIdentification of genes differentially expressed during early somatic embryogenesis
in Pinus radiata™

Felipe Aquea v Patricio Arce-Johnson.

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

Somatic embryogenesis (SE) s an efficient technique for propagation of plants. We
have mmplemented this method of propagation in Pinus radiaia. Is necessary to improve
this technique because the number of mature embryos produced in culture 1s not enough for
large scale propagation. Methods for tmproving SE have bemg limited, due to little
knowledge of molecular events and genes that partictpate during the growth and
development of somatic embryos. For this reason we have implemented cDNA-AFLP in
Pinus radiata for to identify genes expressed during SE. Inmtially 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 in 3mg/]
2.4-D and 1,5 mg/1 BAP), late proembryo (15 days in 15 mg/1 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 24-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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