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1. Antecedentes Generales de la Propuesta

Nombre:
Implementación en Pinus radiata de la técnica de AFLP-TP para el estudio de expresión
génica en embriogénesis somática

Código
BID-FP-V-2003-1-F-057

Entidad Responsable Postulante Individual:
Pontificia Universidad Católica de Chile

José Felipe Aquea Zeballos

Coordinador
Patricio Arce-Johnson

Lugar de Formación (País, Región, Ciudad, Localidad) :
Departamento de Genética Molecular. Unidad de Sistemas biológicos vegetales.
Universidad de Gante, Bélgica

Tipo o modalidad de Formación
Pasantía o entrenamiento

Fecha de realización:
6 de Diciembre- 6 de Marzo

Participantes: presentación de acuerdo al siguiente cuadro:

Nombre Institución/Empresa Cargo/Actividad Tipo Productor (si
corresponde)

José Felipe Aquea PUC Investiqador
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Problema a Resolver: detallar brevemente el problema que se pretendía resolver con la
participación en la actividad de formación, a nivel local, regional y/o nacional.

La embriogénesis somática es utilizada en la propagación a gran escala de

diversas especies de importancia agrícola y forestal, debido a que permite economizar

tiempo y espacio en la producción clonal de plantas, genera material vegetal libre de

patógenos 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 propagación c10nal 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 número de embriones generados

por explante y la baja frecuencia de conversión de embriones somáticos en plantas

viables. Actualmente estamos trabajando en la optimización de este proceso mediante

el análisis de los requerimientos nutricionales y hormonales durante la maduración de

los embriones. Sin embargo, durante este proceso ocurren dramáticos cambios

moleculares, los que pueden ser identificados por técnicas moleculares. La

identificación de estos cambios expresados como diferencias en la expresión de genes

permite por un lado, entender la fisiología del sistema y por otro evaluar el efecto de los

tratamientos nutricionales y hormonales en la expresión génica. El conocimiento de los

genes que se expresan durante la embriogénesis somática es una estrategia clave en

la producción c10nal de embriones a gran escala y será la base de la futura producción

de plantas forestales comerciales en Chile y el extranjero

Es por este motivo que hemos decidido estudiar la expresión de genes durante la

embriogénesis somática en Pinus radiata, como una manera de mejorar las

condiciones de cultivo y optimizar la producción de embriones que cubra las demandas

de la industria forestal chilena...EI objetivo del viaje fue conocer y aprender AFLP-TP,

una de las técnicas más adecuada para el estudio de expresión 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 será utilizada en Pinus radiata y en el futuro será 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 somática en Pinus radiata.
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Objetivos de la Propuesta

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).

El laboratorio de la Dra. Dominique van der Straeten se encarga de estudiar la

interacción entre hipoxia y la señalización hormonal utilizando estudios de expresión

génica por medio de AFLP-TP. Debido a ello, no fue difícil implementar esta técnica en

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

serán trasmitidos a la comunidad científica nacional y a la industria forestal.

La experiencia adquirida servirá para iniciar nuevas áreas de investigación en

nuestro país, tomando como base el estudio de expresión génica.

3. Itinerario Realizado: presentación 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 científico y empresarial

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

El objetivo general de esta actividad fue adiestrase en el manejo de la técnica

AFLP-TP para su implementación en el estudio forestal en Chile. En el laboratorio de la

Dra. Oominique Van der Straeten se maneja desde hace varios años esta técnica, por

lo que se logro implementar exitosamente en el estudio de Pinus radiata. En base a los

objetivos específicos propuestos se puede mencionar que se logro manejar las bases

de esta técnica, entre las que se encuentran la estandarización de un protocolo de

extracción de RNA de tejido embriogénico y no embriogénico de Pinus radiata (Anexo

1), el aprendizaje de técnicas moleculares tales como síntesis de cONA biotinilado,

digestión mediante enzimas de restricción, ligación de adaptadores entre otros

procesos, necesarios para el desarrollo de la técnica AFLP-TP (Anex02). Por otra parte,

se adquirió el conocimiento necesario para el manejo de radioactividad, escencial para

la marcación de partidores.

Esta técnica consiste en la amplificación selectiva mediante PCR de fragmentos

de cONA mediante 128 combinaciones de partidores específicos. En esta pasantía se

logro realizar 30 combinaciones, que aproximadamente abarca un 10% del genoma de

Pinus radiata. El resto de las combinaciones se realizarán en el laboratorio del Dr.

Patricio Arce-Johnson en la Pontifica Universidad Católica de Chile.

De las combinaciones realizadas se identificaron bandas (Anexo 5) que

corresponden a fragmentos derivados de transcritos o genes (TOF) las que se resumen

en la siguiente tabla:

TOF visualizados totales:

TOF expresados:

diferencialmente

TOF no embriogénicos:

TOF embriogénicos:

1960

70

31

39

100 %

3.57 %

1.58 %

1.99 %
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Estos fragmentos están en proceso de ser secuenciados de modo que se pueda

determinar concretamente a que genes corresponden y en que proceso biológico

participan

Por otra parte se logro identificar los equipos necesarios para el desarrollo de

esta técnica y se adquirió la experiencia en el uso de ellos. Entre los equipos utilizados

se cuenta un termociclador, equipo utilizado para realizar reacciones de PCR, cámaras

de electroforesis del tipo utilizado en la secuenciación de DNA y el uso del equipo

Phosphorimager necesario para la visualización de geles radiactivos. Todos los

equipos necesarios para el desarrollo de esta técnica se encuentran disponibles en el

laboratorio de Bioquímica de la Pontifica Universidad Católica de Chile para la

implementación del AFLP-TP en el país

Los conocimientos adquiridos son de gran utilidad no sólo para la técnica de

AFLP-TP sino también para otras técnicas de biología 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 implementación

en nuestro país de esta técnica, la que se está utilizando en la continuación del estudio

iniciado en Bélgica. A futuro esta técnica será utilizada en el estudio de otras especies

de interés económico para la empresa forestal, tal como Eucalyptus globulus.

Se le informo del estudio realizado al jefe de investigación de la Forestal Mininco Sr.

Victor Sierra, quien se encontró interesado en la investigación iniciada en nuestro laboratorio.

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

procesos biológicos en Pinus radiata y en otras especies de interés forestal.
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5. Aplicabilidad: explicar la situación actual del rubro en Chile (región), compararla con la
tendencias y perspectivas en el país (región) visitado 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).

El objetivo general de esta actividad de formación era conocer la técnica de

AFLP-TP, la que es utilizada para realizar estudios de expresión génica en especies

vegetales. En Chile se esta iniciando el estudio genómico de especies vegetales de

interés comercial, tales como la vid y los duraznos. Estos estudios comprenden la

implementación y utilización de técnicas de última tecnología entre las que se

encuentran el uso de microarrays. Esta técnica puede ser utilizada solo en especies

donde ya se ha iniciado estudios genómicos, 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 país, aún no se han iniciado estudios

genómicos, lo que no permite el uso de los microarrays. Esto último también se

extrapola a otras especies vegetales. La carencia de conocimientos genómicos en la

realización de estudios de expresión 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 agrícola.

En Bélgica se utiliza esta técnica como complemento a otras técnicas tales como

microarrays y genotecas de expresión. Esto puede ser posible en Chile, donde la

genómica se visualiza como la área de investigación en los próximos años.
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6. Contactos Establecidos: presentación de acuerdo al siguiente cuadro:

Institución/Empresa Persona de Cargo/Actividad FonolFax ' Dirección E-mail
Contacto

Universidad de Dominique Van Profesora Tel:+32 KL. Dommique.VanDerStraeten
Ghent Der Straeten (0)92645185 ILedeganckstr @ruq.ac.be

Fax:+32
(0)9264 53 331 aat 35, B-

Página web:9000 Gent,
Belgium htto:/!ww'N.hsb.uqent.be/

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 ferias y establecer posibles contactos o convenios. Indicar
además. en función de los resultados obtenidos, los aspectos y vacíos tecnológicos que aún
quedan por abordar para la modernización del rubro.

Con el desarrollo de esta actividad se logro adquirir un vínculo 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 participación en proyectos en conjunto entre Chile y

Bélgica. También esta relación 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, formación de una organización, incorporadón (compra) de alguna maquinaria,
desarrollo de un proyecto, firma de un convenio, etc.

Dentro de esta actividad no se adquirió 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 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)

Protocolo extracción 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

Presentación a científicos Anexo 3 Identificación de genes
expresados
diferencialmente durante
la embriogénesis somática
temprana de Pinus radiata
mediante AFLP-TP

Presentación a jefe de Anexo4 Incorporación de la
investigación Forestal Mininco técnica de AFLP-TP en la

optimización del proceso
de embriogénesis
somática en Pinus radiata

Fotografías geles AFLP-TP Anexo 5

Resumen congreso REDBIO Anexo 6 Identificación de genes
que se expresan
diferencialmente durante
la embriogénesis somática
temprana de Pinus radiata
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10. Aspectos Administrativos

10.1. Organización previa a la actividad de formación

a. Conformación del grupo: NO CORRESPONDE

__ muy dificultosa _ sin problemas __ algunas dificultades

(Indicar los motivos en caso de dificultades)
No corresponde, pues se trata de un participante individual.

b. Apoyo de la Entidad Responsable

_x bueno

(Justificar)

__ regular malo

c. Información recibida durante la actividad de formación

X amplia y detallada __ aceptable deficiente

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

X bueno __ regular malo

e. Recomendaciones (señalar aquellas recomendaciones que puedan aportar a mejorar los
aspectos administrativos antes indicados)
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10.2. Organización durante la actividad (indicar con cruces)
Por tratarse de un participante individual todo esto fue organizado en forma personal y directa
sin participación de FIA.

ítem Bueno ReQular Malo
Recepción en país o región de x
destino
Transporte aeropuerto/hotel y x
viceversa
Reserva en hoteles x
Cumplimiento del programa y x
horarios

En caso de existir un ítem Malo o Regular, señalar los problemas enfrentados durante el
desarrollo de la actividad de formación, la forma como fueron abordados y las sugerencias que
puedan aportar a mejorar los aspectos organizacionales de las actividades de formación a
futuro.
11. Conclusiones Finales
12. Conclusiones Individuales: anexar las conclusiones individuales de cada uno de los
participantes de la actividad de formación, incluyendo el nivel de satisfacción de los objetivos
personales (no más de 1 página y media por participante).

La realización de la actividad de formación fue valiosa, ya que gracias a ella se

pudo implementar en nuestro laboratorio la técnica de AFLP-TP para realizar estudios

de expresión génica. Esta actividad permitió iniciar una nueva área de estudio e

nuestro país, el estudio molecular de Pinus radiata, especie vegetal de mayor

importancia comercial para nuestro país. Actualmente se esta en el proceso de análisis

de los geles realizados en Bélgica y resultados preliminares serán presentados en el V

congreso Latinoamericano de Biotecnología Vegetal, instancia en que se agradecerá al

FIA por el apoyo brindado para la ejecución de esta investigación.

Por otra parte. se presento la actividad realizada al jefe de investigación de la

Forestal Minínco, quien considero valiosa la técnica aprendida y se acordó realizar

colaboraciones en conjunto en áreas de investigación prioritarias para ellos utilizando la

técnica aprendida en esta actividad.
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AÑO 2002
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ANEXO 1

Programa de Fonnación para la In
Apoyo

Fonnulario de

ón Agraria
drticipación

¡tación 2003
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PI~I1t Molecular Biology 1\1'p()rtL'r
Volume 11 (2) 1993

COllllllclltnry

p~ges 113-116

A Silllplc and Efficicnt Mcthod for Isolating
RNA frOlll Pine Trecs

Kcy Wo rds: phcnol ic COIl1 !l0ulld s, pille, Pi/1115, poiysaccharidcs~RNA cxtraction,
I{N,lSC

I solaling high qu,llily RNA from pine trees is m~c1e difficult by lhe
high conccnlr~li()nsof p(llysacch<Hidcs, phenolics and RN~sesasso­
ci~led \Vith pinL' lissue. In sL'L'\.llings subjecled to stressful growlh

condilions the difficully is L'x~cerb;¡led.To addrcss Ihis problem we have
cievelopcd <1 rapiJ ~nJ fal'ile mudifiGllion of cSlablishcd technic¡ucs
whích al!(lws prep,u.. tion nf lol.. l RNA from lissue wilhin a few hours
wilhoul lhe use of loxic ,1I1d expL'nsive chcmicals such ~s phenol,
gu,) nid ium isolhim:)'J 11,)lc ,1nd gUilnid ¡um hyd rochloride or Ihe nccd for
ullr~cenlrifllg~lion.Thís n1L'lhod can be uscd on Llny tissuc Llnd is
particu1.lrly effcclivc un rl'C<1kitrant mall'rials slIch as pinc nccdlcs.

M.1tcrials aIld Methods

Solutions rcquircd. (Use diethylpyrocarbonate-treated water
(Sélmbrook et (11., 19S1)) for (111 solutions. )

Extmetioll 1m/fe,.:
2n;., CTi\B (hcx~dL'cyllrjmclhybmmnniumbromicie)
2% I'Vr (polyvinyl11yrrolidinonc K 30)
100 mM Tris-IICI (pI 1H.O)
25 mM EDTi\
2.0 M N,ICl
O.5g/L spcrmidinc
(míx ~nd ~uloclavc)

2% r~-merC;1pl(lelh,1I101(add juSI befare use)
Chlorafarm:isoamyl ~Ic()h(}l (24:1)

Aubrcvi.ltinns: CTAn, heX,ltkcyltril11l'thyl.1ll1llloniulll bromidc; IAA, isoamyl
alcohol; 55TE, ddincd in 1\ 1,I/<'7i'I/5 <1l1d tvfc'l}¡od.>.
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10 M lilhium chloride
SSTE:

1.0M NaCl
0.5o/uSDS
10mM TrisHCI (pH ~.O)

lmM EDTA (pH 8.0)

CI/II/I"';, P/lrYl'tlr, lI/ld CairJll'Y

Protocol
• Warm 15 mL exlraclion ouffér lo 65°C in a waler lhllh, qllickly adJ

2 lo 3 g grounJ lissue allLllllix cOlllpklely by invL'rling lhe 11lOL·.
• Exlracllwo limes wilh an ('tlull1 volllmc of chlorufurm:I¡\¡\, sepil­

raling phases al 10,000 rpm III room lelllpl~rallJre in ,In SS]·l rolur.
AIternalivc1y a laole-lop cenlrifuge can oc llsed, in which casc
addilional exlraclions may oc neCCSS<lry lu lllainl,lill purily.

• Add 1/4 volullle 10 M LiCllo lhe sllpemal¡1I1l and l1lix. The I\NA
is preci pila led overnigh l al ,1°C llnd harvcsleJ oy CL'l\lri fugdliull d l
10,000 rpm for 20 mino ShorlL'r preci pilaliol\ li liles Illd y oc ¡ldel( u,lle
for some purposcs; nfler 1,2 llnd 6 hOllrs of precipilllli(JI\, lhe yicld
was, rcspcclivcly, 30%, 65'/0 and Y07v 01' lhal obl,lined aflL'r OVL'r­
night prccipil<ltion.

• Dissolvc peIlct inlu 500 ~L uf SSTE. WhL'n puly A(+) RNA is lu ue
cxlracled, dissolve lolal RNA in O.5'lu SDS inste,ld uf SSTE anJ
proceed wilh sc1eclion direL'tly.

• Extracl once wilh cqual vulume of chlorofurm:IAA.
• Add two volllmes of clhanollu lhc sllpcrnalanl, prccipil,llL' al -70"

for at least 30 Illin ar 2 haurs al -200.
• Spin 20 min in a micl'Ocenlrifugc lo pellL'l lhe RN A. RL'IllU\'e

supernalllnl anJ <..Iry pcllcl. Resllspend pellel in llllluclaved
dielhylpyrocl1roanale-lrcaled waler. RNA is nuw ready fur use.

Comment
The major proolcm in RNA isul¡lliun froJll pines is cunl,\Inillillion by
polyphcnols and pulysacchariJes. The cunlL'nl uf pulyphenuls in cuni­
fers is higher lhan in decidllolls lrees llnd increascs wilh lhc secdlillg i1~;e

CSchneidcroa ller eLl!., 1991). The use uf phcnol fuI' lhe exlrllClion uf I{N 1\
fro111 pine lissues, such as lhe gUillliJiUI1l hydroclduride melhuJ
CSambraok elll1., 1989; 1311ker el ,11.,1991; SchnL'iLiL'rbdllcr el d1., 1991),
result in a orownish preci¡.2.ilale. The yicId anJ lhe l(ualil y uf lhe RN ¡\ ,1 re
very poor (less lha n 20 Ilg/gol' neeJks wi lh (11) A

2ótl
/ A

2HtI
r,llio of Icss lkm

1.2). Commcrcially availablc prl'pari1lions lllilizillg gu,lIliJinlll1l
isothiocyanatc and phcnol give higher yidds Cup lo 250 pg/g IlLocdlL's),
bUllhc qut.llily is slilllow CA

26
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RNAfrolJl Pille

~c 1. Yicld uf RN:\-;n-I-I~I-~ohlul~Y-I~-il;~.----

1-- ----- ---- ---- --I{N~~ ~~~~;d~/g frcsh lissuc)
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Typc of Tissllc

Drought-Sl rl'ssl.'d

Unstrcsscd

Nl'l'd1l.'s
l,oulS

Nl.'l'J1l.'S
Runt s

S-'ú·.1r-OIJ
Secdlings

l(1()-130
:17-S0

1:211-150
·10-70

S-Monlh-OIJ
SccJlings

130-230"
100-140"

150--240
80-110

---- - ---------- -----------------

"8-month-uld sl.'cdlings

____________ - - 0_- _______________----.J

is conli1minillcd \Vilh DNA (d.l1;l (HIl s!lo\Vn). These problems of yield
and pllrily are due mdinly lo lhe (Ixid,llion of p!lenolic compounds,
which can l!len bind irreversibly lo nucleic l1cids and coprecipitl1te with
RNA (Sc!lneiderb¡lIIer el al., 1~~1; K,1l1enniln and Shattuck, 1983). In
order lo overcome l!lis probkm, we !l,lve included PVP and p-mercap­
toethanol as reducing reagents in ollr cxtraclion buffer. furlher we use
CTA13 as the delcrgent .md cxtr,lct wit!l chloroform instead of phenoI to
removc rrotcins. Thl' rl'slIlting RNA preparations are co10rless.

To c1iminale Ihe pnlys,lcchilrides ,1lH.i CTAB we use 2M NaC1 instead
of the more usual 0.7 M in t!le extr,lclion buffer ami 1.0 M NaCl in the
SSTE buffer uscd lo dissolve Ihe RNA pellet. The high NaCl concentra­
tion of Ihe buffL'rs helps remove polys1Cch.uides (Fang, et al., 1992) and
dissol ves lhe CTA[J-I,N A complcx, so Ihat more crA13 and po1ysaccha­
rides i1 re removed in l!le c!lloroform L'xt r;lction. The quali ty and q uanti ty
of RN A prel1l1red by this melhnd ,lrl'l'xcel1L'nt (Table 1). The yield ranges
from 100 lo 2,10 pglg depending CH) lhe tissuc, and lhe A26/ A280 ratio is
lIsually 1.7 to 2.0. [ven for severely slressed seedlings where the needles
appcar brown, we slilI can obtain "bou t 100 pg total RN Alg necdlcs with
an f-\601 A 280 ralio above 1.7.

13y avoiding phel1tll cxtraclion, d,lm<1ge to poly A(+)-RNA is mini­
mized. The pwducls (lf cONA synllwsis using poly A(+}-IZNA extracted
using l!lis rrotocol r;1I1gl'lITrllm "bulIt 0.5 to 4.0 kb with a modal size of
l1bOllt 1.5 kb. cDN A libr.lries of l x l()~ lo 1 X 107 independent clones have
!leen conslructed fram Ihis m;ltL'ri,,1 (data not shown). 130lh lhese results
indicate a very !ligh tjualily IL'Ill(1LIlL'. Visible inspection of RNA on
elhidillm bromide-st.lined formakkhydl' gelsand the resultsof northern
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analysis confirm lh<lllllere is little dl'sr<ld<lliull uf I~N/\ e:drdl.'lL'd lrlllll
nccdlcs, slcms, or rools,

Ackn uw IcJgmc uls: Th is \\'ork. was su I'purll.'d L\y l he Tl.'lllI de-llll,lIld ru 1I1lJd l iu 11

and the Tcxas Abri~ulluralExperilllcllt SI,llillll.

SlllIjllll ChuI/S, Icl} j>/Irycllr l/lid I(lhll ClliJIICY
Oep<lrtll1l.'lll uf rllrL'~l S..... iellce, Tl'.\,lS 1\&1\1 Ullivl.'rsity,

Cullq;l.' Sl;¡liull, Tl.'XdS 77K-1J-21 J5, USA

il.Jkcr, 5. S., e. L.I<lI¡;h, olld J.e. Kalllal;lY. ¡tJt}ll. I<N,\ ;llld DN/\ isul.Jliolllrulll fc,',¡kill.J11l
planllisSlll'S. Biok<.:!tlli'llll'~9(3):2(><~-272.

Fang, G., S.I'I.:lmmar, illld l\. CrulIll't. 1992.1\ 'luid, .J1\d i1\\:x 1'l'1l si "'l' IIll'l!tud fOI rCIl\llVIIIl,;
polys<1cch.:lrioC5 frolll 1'\,11\1 t;Cllllllli<.: UNA lliulL'C!tlli'lUl'S t:\:S2-SS.

Kallcrman, F.l<.ll., alld V.l. Sh.llluck. JY~l./\IIl'Ífccli\'l·Il\(:lhuduf DN/\ isolalioll frolll lhc
malurc !l'avcs uf ClIssYl'ilHl1 sl'"'cil's l!tal Cllllt,¡ill Idr¡;L' .JlllUlllIls of l'!tcllollc lL'II'L'llulds
anJ lillmins. Prep. Uiuchelll. lJ:J47-J5S1.

Samurook, J., E.r-. Fritsch, .1l1d T. lallialis, ¡'IK'/. ,\II'/((14/,1r c..-¡lIlliIlS: 1\ /.uhJ/ulll'-Y /I.¡'lllllu/.
Culd Sprinb ('[,uum Prcss, euld Sprillg 11.1Il·"r, N,,\\, 1'''1 h..

Schncidcru.:lucr, /\., 11. S,lIldCrlll.lllll Jr., .wJ D. r:rll~1. JYI/I. lsul,lli\111 \11 rllll~·tl\lI\,lI I'N ..\
from pl.:lnlli~suL's rieh in pl1l'I1()li<.: ~·Oll1p\lIIIlJS. '\11.11. Iliodll'lllislry I1/7:'1 l-LJ~).
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AFLP-BASED TRANSCRIPT PROFILING

The AFLP-based transcript profiling protocol (AFLP-TP) is an improved version of the cONA­
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 inc1uding rnicroarrays. Furthennore, 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 rnRNA into ds cONA using a
biotinylated oligo-dT primer. We start with about 2 ug total RNA for cONA synthesis.
The cONAs 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. Oigestion 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 (BstYI and MseI)
cuts around 80% of all messengers (based on in silico analysis using available full-length cONA
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 BstYI/MseI fragments, the other 10% are
MseI/BstYI fragments. To screen aH of them, the two series of analyses have to be done, with as
first cutting enzyme BstYI and MseI, respectively.
Bst YI 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' nuc1eotide. 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 nuc1eotides 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 nuc1eotides are used. In several plant species, a total of 3
selective nucleotides (e.g. BstYI+I and MseI+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. Oepending on the density of the gel pattem, good
quality sequence can be obtained for 50% to 80% ofthe isolated fragments by direct sequencing.
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1. Total RNA isolation

Total RNA is isolated using the "Trizol"-method.

2

To check the yield/quality ofthe isolated RNA, a sample (1/10 ofthe total) is analyzed on an
agarose gel. The RNA should appear as a faint smear from approximately 10 kb down, with
trace rRNA bands. Spectrophotometric determination of the concentration (A26ü=1
corresponds to 40 /-1g/ml) and purity (A26ü/A28ü) can be done.

2. Double stranded cDNA svnthesis

- First strand cDNA svnthesis :

Add together

Then add

20/-11 total RNA (-2.0 /-1g)
1 /-11 oligo-dTwbio (700 ng//-1l)
4 ~tl H20 (OEPC!!!!)
8 /-11 5x First Strand buffer
4 /-110.1 M DTT
2 /-11 10 mM dNTPs

+ 1 ul Superscript II (200 U/b11)

40 /-11

Incubate 2 hr at 42°C

OEPC-water: 100 mi water + 100/-11 OEPC (diethylpyrocarbonate),
Let stand ovemight at room temperature and autoclave

- Second strand svnthesis :

Add together 40 /-11 first strand reaction mixture
16/-11 10x Second Strand buffer (E. Coli ligase buffer)
3 /-11 10 mM dNTPs
6 /-110.1 M OTT
1.5/-11 E..coli ligase (lO U//-11) (or 15 units)
5.0/-11E.coli polymerase 1(10 U//-11) (or 50 units) (ONA polymerase 1)
1.6/-11 RNAse-H (1 U/I-lI) (or 1.6 units) (Ribonuclease H)

H20 to 160/-11

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

Purify the cONA using a Qiaquick spin column (qiaquick PCR purification kit, qiagen).
Check the quality and yield of cONA by agarose gel electrophoresis (1 % agarose I O.Sx TAE).
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5x First Strand buffer:
250 mM Tris.HCl pH 8.3; 15 mM MgCh; 375 mM KCl

10x Second Strand buffer:
188 ml\!l Tris.HCI pH 7.0; 46 mM MgCh; 906 mM KCl

500 ng ofthe double stranded cONA preparation is uSed for AFLP.

3
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3. AFLP template preparation (using BstYI and MseI)

First digestion :

Mix: 20 flI cDNA (500 ng)
10 Units BstYI
4 flI 10x RL-buffer
H20 to 40 flI

Incubate 2 hrs at 60°C

lOx RL-buffer: 100 mM Tris-HAc (pH 7.5), 100 mM MgAc, 500 mM KAc, 50 mM OTr,
50 nglflI BSA (optionaI).

lrnmobilization oO'-terminal cDNA (ragments on dynabeads :

4

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

• Per sample, wash 10 fll dynabeads once in lOO fll 2x STEX and resuspend it in 40 ¡..ti 2x
STEX (the same volume as the restricted cONA) (washing dynabeads for 7-8 samples
maximally in one tube).

• Add the beads (40ul) to the restricted cONA (40ul), to give a final volume of80 flI.
• Incubate the mixture at room temperature for 30 minutes with gentle agitation (1000 rpm).
• Collect the beads with the magnet, wash once with lOO fll Ix STEX and transfer to a fresh

tube.
• Wash 4 additional times with 100 fll Ix STEX
• Resuspend the beads in 30 fll TIOEO.1 and transfer again to a fresh tube.

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

Second digestion :

Add to the 30 fll beads-suspension:
10 Units enzyme MseI
4 fll 10x RL-buffer
H20 to 40 fll

Incubate 2 hr at 37 oC with gentle agitation (IOOO rpm) to ensure that beads are resuspended
occasionally

Collect the beads using the magnet and transfer the supematant, contammg the liberated
template fragments, to a clean tube for the subsequent adapter ligation reaction.
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Adapter preparatían :

AH adapters (BstYI- and MseI-adapter) are non-phosphorylated oligonucleotides

5

For the BstYI-adapter, mix oligo F and R such that an adapter is obtained at a concentration of 5
pmoV~ll.

BstYI-F: 5' - CTCGTAGACTGCGTAGT - 3'
BstYI-R: 5' - GATCACTACGCAGTCTAC - 3'

BstYI adapter: 5 pmoV~l

BstYI-R (100 ~M) : 2.5 ~l

BstYI-F (lOO ~M) : 2.5 ~l

H,ü : 45 ul
50 ~l

For MseI, mix oligo F and R such that an adapter is obtained at a concentration of 50 pmol/~ll.

MseI-F: 5' - GACGATGAGTCCTGAG - 3'
MseI-R: 5' - TACTCAGGACTCAT - 3'

MseI adapter: 50 pmoV~l

MseI-R (lOO ~M) : 25.0 ~l

MseI-F (100 uM) : 25.0 ul
50.0 ~l

Adapter ligarían:

Add to the supematant (containing the template fragments: -+0 ~l) a mix of 1O~l containing:

l ~l BstYI adapter (= 5 pmol)
l ~l MseI adapter (= 50 pmol)
1 ~l 10 mM ATP (Pharmacia)
2 ~L1 5 x RL-buffer
1 ~l T4 DNA ligase (5 U/~l) (or l unit) (Pharrnacia)
lO Units BsrYI
H20 to lO ~l

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

6

Dilute the adapter ligation 2-fold with TIOEOl and use 5 ~l as a template in the pre-amplification.
BstYI-T+O and BstYI-C+O are combined with the MseI+O primer

Primers:
BstYIT+O:
BstYIC+O:
MseI+O:

5' - GACTGCGTAGTGATCT - 3'
5' - GACTGCGTAGTGATCC - 3'
5' - GATGAGTCCTGAGTAA - 3'

The reaction contains:
5.0 ~l 2-fold diluted adapter ligation
1.5 ~l BstYI+O primer (50 ngl~l = 75 ng)
1.5 ~l MseI+O primer (50 ngl~l = 75 ng)
2.0 ~l 5 mM dNTPs (--> 0.2 mM final concentration of each dNTP)
0.2 ~l Taq polymerase (AmpliTaq, Perkin-Elmer, 5 units/~1) (or 1 unit)
5.0 ~l 10x PCR-buffer
H20 to 50 ~l

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

It is advisable to work with rnixes of reagents as much as possible to avoid differences in
amplification between different reactions; the fol1owing procedure is suggested:

Primer mix:
1.5 ~l BstYI+O-primer
1.5 ~l MseI+O-primer
2.0 ~l 5 mM dNTPs
20.0 ~l H20

Taq mix:
0.2 ~l Taq polymerase (5 units/~l)

5.0 ~l 10 x PCR-buffer
14.8 ~l H20

EGch reaction contains 5 l..tI temp1ate, 25 ~1 ofprimer mix and 20 ~1 ofTaq rnix

PCR amplification: No hot start!!!
30 seco 94°C

25 cycles 60 seco 56°C
60 seco noc

Check the pre-amplification by running 1O~l ofthe reaction mixture on an agarose gel.
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5. Selective amplification-reaction using 33p labeled primer

Primer fabelillg :

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

Reaction Mix for 33p :

0.1 ).tI of a 50 ngl).tl primer stock-solution
0.1 ).tI 33p_y_ATP (:::::2000 Cilrnmol::::: 50 pmol; Amersham)

0.05 ~d 10x T4-buffer
0.2 units T4-kinase
H20 to 0.5 ).tI

10x T4-butfer: 250 mM Tris.HCl pH 7.5, 100 mM MgCh, 50 mM DTr,
5 mM spermidine (3HC1-forrn; Sigma)

0.5 ).tI final volume yields labeled primer at a concentration of 10 ngl).tl

Incubate 45 min at 37°C and, subsequently, 10 min at SO°C (inactivation ofthe kinase).

7

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

PCR reaction :

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

A single PCR reaction contains:

5.0 ¡..tI pre-amplification mix (diluted 600-fold in TIOEo1 )
0.5 ¡..tllabeled Est YI+N-primer (10 ng/¡..tl --> 5 ng)
6 ¡..tI unlabeled MseI+N-primer (5 ng/¡..tl --> 30 ng)
O.S ¡..tI 5 mM dNTPs
2.0 ¡..tI 10x PCR-buffer
0.12 ¡.d AmpliTaq-"Gold" polymerase (5 U/).!I) (0.6 units)
H20 to 20 ¡..tI

T loEorbutfer: 10 mMTris-HCl (pHS.O), 0.1 mM EDTA
10x PCR-butfer: 100 mM Tris-HCl (pH 8.3), 25 mM MgCh.500 mM KCl
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8

Again, work with mixes. The AFLP-reactions may be done as fol1ows, in case one particular
labelled primer is used in combination with many different MseI+N primers:

5.0 ¡.tI template DNA
5.0 fll MseI-primer (dilute stock to 6 nglfll with H20 --> 30 ng)
10.0 fll mix; amounts for 100 fll or 10 reactions

5.0 flllabeled BstYI-primer (lO nglfll--> 50 ng)
8.0 fll 5 mM dNTPs
20.0 fll 10x PCR-buffer
6 units AmpliTaq-Gold polymerase (1.2 fll of 5 U/fll)
65.8 fll H20

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

PCR amp/ification :

10 min 94°C (HOT START!!!!)

13 cycles :

23 cycles:

Ge! analvsis :

30 sec 94°C
30 sec 65°C .,¡, 0.7 °C/cycle
60 sec noc

30 sec 94°C
30 sec 56°C
60 sec noc

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 ana1ysis.
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 usin~ IRD-700 labeled primers eLI-COR)

PCR- reaction

9

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

A single PCR-reaction contains :

5.0 ~l pre-amplification mix (600x diluted in TIOEo.1)

0.8 ~l IRD-700 labeled BstYI+N primer (6 ng/~l, diluted in TIOEO.¡)
3 ~l unlabeled MseI+N primer (lO ng/~l, diluted in H20)
0.8 ~l dNTP's (5 mM)
2 ~l 10x PCR-buffer II (Perkin Elmer)
2.4 ~l MgCh (25 mM, Perkin Elmer)
0.2 ~l Ampli TAQ DNA polymerase (5 U/~l, Perkin Elmer)
H20 to 20 ~l

PCR amplificatíon :
13 cycles 94°C - 10 sec

63°C - 30 sec ,J... 0.7 °C/cycle
72°C - 60 sec

25 cycles

72 oC - 2 min

94 oC - 10 sec
54 oC - 30 sec
72 oC - 60 sec t 1 sec/cycle

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

10 x RL-bu{[er :
100 mM Tris-Hac (pH 7.5)
100 mM MgAC2
500 mM KAc
50mMDTT

2xSTEX- buffer:
2 M NaCI

20 mM Tris-HCI (pH 8.0)
2 mM EDTA (0.5 M)

0.2 % TritonX-l 00

10 x PCR-buffer :
100 mM Tris-HCI (pH 8.3)
25 mM MgCh
500 mM KCI

IJJk'LL
10 mM Tris-HCI (pH 8.0)
0.1 mM EDTA (pH 8.0)

Formamide loading dve (33P) :
2 mI EDTA 0.5 M (pH 8.0)
98 mI Formamide
0.06 g bromophenoI blue

10 x T4-buffer :
250 mM Tris-HCI (pH 7.5)
100 mM MgCh
50 rru'v1 DTT
5 mM spermidine (3 HCl.form)
0.06 xylenecyanol

10 mI
1 mI Tris-Hac 1M (pH7.5)
1 mI MgAc21 M
1.25 mI KAc 4M
0.077 gDTT
Add H20 to la mI

100 mI
40 mI NaC15M
2 mI Tris-HCI 1M (pH 8.0)
400 ¡.tI EDTA (0.5 M)
2 mI TritonX-100 (la %)
Add H20 to 100 mI

10 mI
1 mI Tris-HCI 1 M (pH 8.3)
250 ¡.tI MgCh 1 M
2.5 mI KCI (2 M)
Add H20 to 10 mI

100 mI
1 mI Tris-HCl 1 M (pH 8.0)
20 ¡.tI EDTA 0.5 M
Add H20 to 100 mI

10 mI
2.5 mI 1M Tris-HCl (pH 7.5)
1 mI MgC}z 1 M
0.077 g DTT
0.013 g spermidine
Add H20 to 10 mI

10
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Abril 22, 2004
Santo Domingo

República Dominicana

Estimado Felipe Aquea z.:

Por medio de la presente acusamos recibo de su ponencia titulada "Identificación de genes
que se expresan diferencialmente durante la embriogénesis somática temprana de Pinus
radiata" y solicitamos su colaboración para el ajuste de su resumen, al formato establecido para
el REDBIO 2004, ya que el mismo será publicado tanto en formato duro como electrónico.

Para mayor facilidad le sugerimos tomar nota en los siguientes puntos:

1. Favor sírvase de ver el formato adjunto, publicado desde noviembre del año 2003 en
el sitio Web:
(http://www.redbio.org/rdominicanalredbio2004rd/redbio2004lresumenes.htm)

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

3. Le recordamos que el número de ponencias oraJes en REDBJO 2004 es limitado. Por
lo que muchos de los trabajos se presentaran como posters.

4. Cualquier duda sobre la redacción del resumen, favor remitirse a la normas de la
ASA (American Society of Agronomy), en su página VVeb: http://www.asa-cssa­
sssa.org

Esperando recibir su pronta respuesta y rectificándole nuestro deseo de veno en REDBJO 2004.

Comité de Resúmenes
REDBIO 2004



... Identificación de genes que se expresan diferencialmente durante la embriogénesis
somática temprana de Pinus radiata"

Felipe Aguea y Patricio Arce-Johnson.

Laboratorio de Genética MolecuJar y Microbiología. FacuJtad de Ciendas Biológicas.
Pontificia Universidad Católica de Chile. E-mail: paTl.'-e@genes.bio.puc.cl

Embriogénesis somática (ES) es la técnica de propagación más utilizada para la
multiplicación 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 producción de embriones
no son adecuados para su uso comercial a gran escala. Los avances en la optimización 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 embrión. Es por esto que
hemos implementado la técnica de cDNA-AFLP en Pinus radiata como lIDa herramienta
que nos permita identificar genes que se expresen durante la ES. Inicialmente estudiamos La
ES temprana debido que durante esta etapa ocurren los cambios criticos para la
morfogénesis de la planta., se establece el eje apical-basaJ y comienzan a formarse los
principales tipos c~luJares y tejidos. AnaJizarnos 3 estadías de desarrollo: Proembrión (15
días en 3mgíl 2,4-D y 1,5 mg/l BAP), proembrión tardío (15 días en 15 mgll ABA) y
embrión temprano o polar (30 días en 15 rngl1 ABA), utilizando como control tejido
indiferenciado no embriogénico (15 días a 3mgll 2,4-D y 1,5 mgll BAP). En un análisis
preliminar hemos amplificado más de 2.000 Fragmentos Derivados de Transcritos (FDT),
de los cuales hemos seleccionado 30 FDT que se acumulan en estados específicos del
desarrollo o que presentan un patrón de expresión diferencial durante los estadíos de
desarrollo analizados. La identificación de genes a(,'tÍvos durante el desarrollo embrionario
junto con su perfil transcripcional (inducción o represión) pueden ser utilizados para inferir
la activación o represión de vías metabólicas o bioquímicas, y de esta manera desarrollar
estrategias que permitan optimizar este proceso.

Agradecimientos: Proyecto FONDEF Genómica de 'virus en vides G0251001
Programa formación para la innovación agraria, HA



"ldentifKation oC genes differentially expressed duriog earl}' somatic embl"}'ogenesis
in Pinlls radiata'"

Felipe Aguea y Patricio Arce-Johnson.

Laboratorio de Genética Molecular y Microbiología. Facultad de Ciencias Biológicas.
Pontificia Universidad Católica de Chile. E-mail: pacce@genes.bio.puc.cl

Somatic embryogenesis (SE) is an efficient technique foc propagation of pIants. We
have implemented this method of propagation in Pinus radiata. Is necessary to improve
this techllique because the number of mature embryos produced in culture 15 not enough foc
large scale propagation. Methods for improvillg SE have beillg limited, due to linle
kllowledge of molecular evetlts and genes fha! participate during the growth and
development of somatic embryos. Foc this reason we have implemented cDNA-AFLP in
Pinus radiata for to identify genes e"..pressed during SE. Initially we have studied the earJy
SE, because these stages are crucial for successful completion of tbe overall process.
We have analyzed 3 stages ofsomatic embryo development: Proembryo (15 days in 3mg/l
2,4-0 and 1,5 mg.tl BAP), late proembryo (15 days in J5 mg¡l ABA) and early embryo
(30 days in 15 mgfl ABA). Like a conteol we have used n<rembryogeoic tissue (15 days in
3mgll 2,4-D and 1,5 mgll BAP). In a preliminary study we have amplified almost 2000
transcript-derived fragments (TDF), of which we have choose 30 TDF fhat e"''Pressed in
specific stage or with differential pateon during the stages analyzed. lñe identification de
genes activated during the SE can be use<! like a tool for improving this process.

Acknowledgements: Proyecto FONDEF Genómica de virus en vides G025 J00J
Programa formación para la innovación agraria. AA
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