REPÚBLICA  DE  CHILE

COMISIÓN NACIONAL DEL MEDIO AMBIENTE

DIRECCIÓN EJECUTIVA

PDM/ ASR


RESOLUCION EXENTA Nº:014/2002

MAT.:     
Resuelve sobre la calificación ambiental del proyecto “Estudio comparativo de la expresión génica en Deschampsia antarctica en condiciones de laboratorio y naturales”. 

SANTIAGO, 18 de enero de 2002

VISTOS:
1. El Decreto con fuerza de Ley Nº 161 de 1978, Estatuto Orgánico del Ministerio de Relaciones Exteriores; la Ley Nº 19.300 sobre Bases Generales del Medio Ambiente; la Ley Nº18.575, Orgánica Constitucional de Bases Generales de la Administración del Estado; el Protocolo al Tratado Antártico sobre Protección del Medio Ambiente, promulgado mediante Decreto Supremo Nº 396 del Ministerio de Relaciones Exteriores, publicado en el Diario Oficial del 18 de febrero de 1998; y la Resolución Nº 520 de 1996 de la Contraloría General de la República.

2.
Los acuerdos adoptados por el Consejo Directivo de la Comisión Nacional del Medio Ambiente, el 3 de septiembre de 1999, y por el Comité de Política Antártica, en la XLI reunión del Consejo de Política Antártica, celebrada el 18 de agosto de 1999.

3.
La documentación presentada por el Instituto Antártico Chileno para la evaluación de impacto ambiental del Proyecto “Estudio comparativo de la expresión génica en Deschampsia antarctica en condiciones de laboratorio y naturales”.

4.
Los demás antecedentes que constan en el expediente de evaluación de impacto ambiental del proyecto antes singularizado.

5. El Acta del Comité Nacional para la Evaluación del Impacto Ambiental sobre el Medio Ambiente Antártico, del día 15 de enero de 2002.

CONSIDERANDO:

1. La situación jurídica y política de la Antártica, y la especial responsabilidad de las Partes Consultivas del Tratado Antártico en términos de garantizar que todas las actividades que ahí se desarrollen sean compatibles con los propósitos y principios de dicho Tratado y su Protocolo al Tratado Antártico sobre la Protección del Medio Ambiente (Protocolo de Madrid).

2. Que la protección del Medio Ambiente Antártico y de los ecosistemas dependientes y asociados, así como del valor intrínseco de ésta, incluyendo su vida silvestre, sus valores estéticos, su valor como zona para la realización de investigaciones científicas, en especial las esenciales para la comprensión del medio ambiente global, requiere que las actividades en el área de aplicación del Tratado Antártico, incluyendo el Territorio Chileno Antártico, sean planificadas y realizadas de tal manera que se eviten efectos adversos en el Medio Ambiente Antártico y en los ecosistemas dependientes y asociados.

3. Que cada Estado Parte del Protocolo al Tratado Antártico sobre Protección del Medio Ambiente, debe asegurar que los procedimientos de evaluación previa, establecidos en el Artículo 8 del Protocolo de Madrid y en su Anexo I, se apliquen a los procesos de planificación que conduzcan a tomar decisiones sobre cualquier actividad emprendida en el área del Tratado Antártico.

4. Que el derecho del Instituto Antártico Chileno a emprender actividades, está sujeto al cumplimiento estricto de todas aquellas normas jurídicas vigentes.

5. Que el proyecto presentado tiene como objetivo comparar la expresión de los genes inducidos de D. antarctica durante la aclimatación al frío en laboratorio, con la expresión génica de esta planta en condiciones naturales (verano antártico).

El proyecto consiste en realizar estudios comparativos de los parámetros moleculares y fisiológicos que caracterizan los diferentes mecanismos, en condiciones de laboratorio y naturales. Entre ellos se pueden mencionar estudios de fotosíntesis y fluorescencia, análisis de pigmentos y flavonoides, antioxidantes solubles totales y enzimas antioxidantes, así como estudios de expresión génica, temporal y tejido específico, mediante análisis por Northern blot y expresión diferencial, utilizando una biblioteca substractiva de cDNAs, obtenidos en condiciones naturales.

Se efectuarán las siguientes actividades:

· Se realizarán extracciones de RNA en muestras de hojas y coronas de plantas, previamente congeladas en nitrógeno líquido.

· Se determinarán fisiológicamente grupos de plantas, respecto a fotosíntesis y fluorescencia, pigmentos y flavonoides, antioxidantes solubles totales y enzimas antioxidantes.

· Se realizará un análisis de la expresión temporal y tejido específica de los genes de D. antarctica durante el verano antártico.

· Se realizará la secuenciación y análisis de los cDNAs diferenciales.

· Se elaborará una biblioteca substractiva con cDNAs.

· Se registrarán las variables ambientales.

Las metodologías a aplicar se indican a continuación:
a) Extracción de RNA: Se tomarán entre 50 y 100 mg de muestras de tejidos vegetales, en intervalos representativos a los cambios ambientales (3-4 veces al día). Las muestras se congelarán en nitrógeno líquido y se procesarán utilizando la solución Chomczynski con fenol ácido para extraer el RNA. La integridad del RNA se evaluará mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%.

b) Determinaciones fisiológicas:

Fotosíntesis y Fluorescencia: Para determinar curvas diurnas de asimilación de CO2 y la fotosíntesis neta, se utilizará un medidor portátil de fotosíntesis, dotado de una cubeta para medición y control de temperatura. Se determinarán la eficiencia cuántica, los apagamientos fotoquímico y no fotoquímico, utilizando un fluorímetro modulado MFS. Para ambas determinaciones se seguirá la metodología indicada por Xiong et al. El tamaño de los complejos antena y su densidad será estimado midiendo las curvas polifásicas de fluorescencia de la clorofila, con la ayuda de un fluorímetro PEA, siguiendo la metodología de Strasser y Strasser.

Pigmentos y flavonoides: Para cuantificar las clorofilas a y b y los carotenoides totales, se analizarán extractos etanólicos de acuerdo al método de Lichtenthaler y Wellburn. La absorción UV-B de extractos metanólicos de hojas se realizará utilizando un soxlet. La presencia de flavonoides será determinada separando los compuestos por cromatografía en papel y usando el revelado químico específico determinado por Mabry et al. Los compuestos mayoritarios serán identificados por espectrometría de masas.

Antioxidantes solubles totales: La actividad antioxidante total será determinada usando un kit, mientras que espectrofotométricamente se determinará el contenido de ascorbato, siguiendo a Mishra et al.; el de α-tocoferol por HPLC, de acuerdo a lo indicado por Spychalla y Desborough, y el de glutatión, de acuerdo a Madamanchi et al.

Enzimas antioxidantes: Se obtendrán extractos a partir de dializados de fracciones precipitadas por 90% de saturación de sulfato de amonio, los que permitirán medir la actividad enzimática SOD, siguiendo a Kirby y Fridovich; la GR, de acuerdo a Rao, y la actividad APX, según Schickler y Caspi. Las isoenzimas de cada una de ellas de determinará usando geles nativos, siguiendo a Rao et al.

c) Análisis de la expresión temporal y tejido específica de los genes: La expresión de los genes inducidos durante el proceso de aclimatación al frío en condiciones de laboratorio, será evaluada mediante un análisis de Northern blot. Los genes de interés serán marcados por un iniciador al azar, se acuerdo al marcaje Prime-A-gene. Se realizarán hibridaciones a alta astringencia con un tampón fosfato. Por último, los niveles de expresión serán correlacionados considerando las variaciones en los parámetros ambientales medidos durante la toma de muestra.

d) Secuenciación y análisis de cDNAs: Los cDNAs diferenciales (en condición natural) se secuenciarán en el sistema automático ABI310 Perkin Elmer, en la Universidad de Concepción. El análisis de la secuencia se realizará mediante una comparación con los de la base de datos BLASTA.

e) Biblioteca substractiva: Se realizará según la metodología de Ausubel et al. Los cDNAs obtenidos a partir de los RNAs extraídos en condiciones naturales, se hibridarán con la biblioteca construida en el proyecto FONDECyT 1000610, sobre la base del uso de PCR para amplificar DNA, luego de substracciones, lo que permite trabajar con pequeñas cantidades de muestras para alcanzar una población óptima de genes expresados diferencialmente. El cDNA obtenido en condiciones naturales se hibrida en presencia de un exceso de cDNA de la biblioteca. Luego, son marcados radiactivamente y biotinilados. Los híbridos, así como los DNAs marcados con biotina, son eliminados por adición de estreptavidina y extracción con fenol/cloroformo, aislando los cDNAs de la población en condiciones naturales, los que posteriormente son ligados a un vector, construyendo así la biblioteca substractiva con los genes expresados diferencialmente.

f) Registro de variables ambientales: Se utilizará una estación microclimática de registro automático (datalogger), midiendo temperatura del aire y suelo y la radiación en el sitio de estudio. Se determinará un grupo de plantas a las cuales se les bloqueará la radiación UV, con un filtro de poliéster. 

El área de Trabajo será la Península Coppermine, isla Robert, Archipiélago de las Shetland del Sur (62°22'S; 59°39'W). 

El período de la ejecución del proyecto es entre enero y febrero de 2002.

El número de personas que trabajarán en terreno es de tres investigadores.

El proyecto podría producir un impacto sobre las plantas a analizar, sin embargo las muestras que se recolectarán corresponden al mínimo necesario requerido para el estudio y serán recolectadas en diferentes sitios, de manera de no sobrecargar la extracción a una colonia determinada. Por lo tanto, esta actividad no genera un impacto significativo. 

Otro impacto potencial corresponde al tránsito de los investigadores por las diferentes zonas del SEIC en busca de muestras y en las cercanías de la base Risopatrón, para lo cual se ha dispuesto utilizar las rutas ya establecidas, en la medida de las posibilidades, tomando la precaución de no transitar por sitios cubiertos por musgos y líquenes o cercanos a colonias de aves o mamíferos marinos. 

Durante el trabajo de laboratorio y la permanencia en la base Risopatrón, se tendrá especial cuidado en almacenar apropiadamente los residuos generados y luego retirarlos del área.

RESUELVO:

1. CERTIFICAR que la implementación y operación del proyecto “Estudio comparativo de la expresión génica en Deschampsia antarctica en condiciones de laboratorio y naturales”, cumple con todos los requisitos ambientales aplicables, sin perjuicio del cumplimiento de las demás obligaciones legales.

2. Se hace presente que la Evaluación Preliminar de Impacto Ambiental del proyecto “Estudio comparativo de la expresión génica en Deschampsia antarctica en condiciones de laboratorio y naturales” es parte integrante de la presente resolución.

Anótese, notifíquese por carta certificada y archívese,

GIANNI LOPEZ RAMIREZ 

Director Ejecutivo 

Comisión Nacional del Medio Ambiente

Presidente del Comité Nacional para 

la Evaluación del Impacto Ambiental sobre el Medio Ambiente Antártico

CRM/SHB

Distribución:

· Sra. María Soledad Alvear V., Ministra de Relaciones Exteriores.

· Sr. Michelle Bachelet J., Ministro de Defensa Nacional.

· Sr. Embajador Oscar Pinochet De la Barra, Director Instituto Antártico Chileno.

· Sr. Jefe del Estado Mayor General del Ejercito de Chile, Mayor General don Emilio Cheyre.

· Sr. Jefe del Estado Mayor General de la Armada de Chile, Contraalmirante don Raúl Silva Gordón.

· Sr. Jefe del Estado Mayor General de la Fuerza Aérea de Chile, General de Aviación don Mario Avila Lobos.

· Sr.  Felipe Sandoval Prech, Subsecretario de Pesca.

· Sr. Hugo Oliva, Director, Dirección Meteorológica de Chile.

· Sr. Rodolfo Codina D., Vicealmirante Director General del Territorio Marítimo y Marina Mercante.

· Sr. José Valencia, Presidente Comité Nacional de Investigaciones Antárticas.

· Sr. Embajador Jorge Berguño, Representante de Chile ante el Comité de Protección Ambiental de acuerdo a lo dispuesto en el artículo 11 del protocolo.

· Sr. Raúl Hein Bozic, Intendente Regional de la XII Región de Magallanes y Antártica Chilena.

c.c.

· Sra. Ma. Luisa Ojeda A., Directora Regional CONAMA Región de Magallanes y Antártica Chilena.

· Subdepartamento de Evaluación de Impacto Ambiental, CONAMA.

· Departamento Jurídico, CONAMA.
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