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PROPOSITOS Y CONTENIDOS

La revista ARCHIVOS DE BIOLOGIA Y MEDICINA EXPERIMENTALES es el 6rgano
oficial de la Sociedad de Biologfa de Chile. Se publicard cada dos meses, con seis nime-
ros conformando un volumen anual.

Esta revista estd destinada a la publicacién de. trabajos originales sobre problemas de
las distintas ramas de la Biologia y de la Medicina Experimental. Las publicaciones pue-
den ser trabajos in extenso o comunicaciones cortas.

La revista también publicard trabajos de revision y los textos completos de conferen-
cias sobre el estado actual de problemas de interés general en las disciplinas menciona-
das. Ademas, se publicaran los resimenes de las comunicaciones presentadas a la reunion
anual o a las reuniones de las secciones de la Sociedad y de las sociedades afiliadas. Por
ultimo, y s6lo en forma ocasional, los Archivos publicard trabajos in extenso presenta-
dos en simposios realizados en el pafs.

Cada manuscrito serd examinado crmcamente por al menos dos revisores y su acep-
tacion se basari tanto en el contenido cientifico como en la presentacidn del trabajo.

El nombre de esta revista se abrevia “Arch. Biol. Med. Exp.”

Los titulos de los articulos publicados en esta revista aparecen citados en “Current
Contents-Life Sciences”,

INSTRUCCIONES A LOS AUTORES

INFORMACION GENERAL las péginas del manuscrito, empezando

Envie el original y un duplicado del manus-
crito a:

Editor.

Archivos de Biologifa y Medicina Expe-

rimentales.

Casilla 16164.

Santiago 9.

CHILE.

Cada manuscrito debe venir acompafia-
do de una carta firmada por el autor que
se hard responsable de la correspondencia
relativa a éste. El envio de un manuscrito
a esta revista involucra el que no haya sido
enviada simultaneamente a otra revista.

Se consideraran para su publicaciéon los
manuscritos enviados desde cualquier pafs,
siempre que estén redactados en castella-
no o en inglés.

El texto completo del manuscrito debe
escribirse a espacio doble, en papel tamafio
carta (21 x 27 cm), con mairgenes de
2,5 cm a ambos lados. Utilice espacio
cuddruple s6lo antes y después de tftulos
y subtitulos, pero no entre parrafo y pa-
rrafo de una misma seccién. Los primeros
pérrafos de cada seccién van sin sangria,
pero ésta es necesaria para todos los si-
guientes. Numere consecutivamente todas

por aquella que contiene el tftulo.

Se recomienda a los autores conser-
var copias del manuscrito y de las ilustra-
ciones, ya que la Oficina Editorial no
puede hacerse responsable por pérdida o
dafio de los trabajos enviados para su
publicacién.

El texto del manuscrito debe ser tan
corto como sea posible. Debe redactarse
con la mayor claridad y respetando el uso
de las reglas gramaticales.

Abreviaturas y simbolos. Debe usarse
el menor nlimero posible de abreviaturas
en el texto, definiéndolas la primera vez
que se las use. Use s6lo las abreviaturas y
simbolos aceptados internacionalmente,
tanto en el texto, como en las tablas ¢
ilustraciones.

ORGANIZACION DEL MANUSCRITO
1. PAGINA DE TITULO. Debe contener:

la. Titulo del trabajo. Debe ser conciso €
informativo. No debe incluir férmulas
quimicas ni abreviaturas. Debe tenerse
en cuenta que el titulo de un trabajo se
usa frecuentemente para la construccién de
indices de materias.
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Ib. Traduccién del titulo. Si el trabajo
se presenta en castellano, el titulo debe
traducirse al inglés y viceversa.

lc. Nombres de los autores. Todos los
autores enumerados deberian haber con-
tribuido en forma sustancial y directa al
trabajo que dio lugar al manuscrito. Para
cada autor, indicar nombre completo o sus
iniciales, seguido del apellido paterno
completo; puede indicar el apellido ma-
terno, si lo wutiliza en forma habitual
Puede producirse confusiébn si un autor
se identifica s6lo mediante la inicial de su
nombre y el apellido, por lo que se reco-
mienda usar el primer nombre completo.

1d. Institucién en que se realizd el tra-
bajo (laboratorio, departamento, instituto,
escuela o facultad, universidad, ciudad, pafs).

le. Titulillo que se utilizar4 en la publi-
caciébn para encabezamiento de las pagi-
nas siguientes. No debe exceder de 60
caracteres, incluyendo los espacios.

1f. Autor al que debe dirigirse la corres-
pondencia, indicando su direccién postal
completa y, si es posible, su teléfono y
nimero de fax.

2. RESUMEN. Debe escribirse en inglés, en
pé4gina separada. Debe ser breve y presen-
tar en forma clara y concisa el plan, los
procedimientos, los resultados méis impor-
tantes y las conclusiones que se derivan
de la investigacién realizada. El resumen
debe ser comprensible: en s{ mismo, sin
referencia al resto del trabajo. Debe ser
entendible para el lector no especializado
y, por lo tanto, evitar términos excesiva-
mente técnicos y abreviaturas.

3. 1exTO. Esta parte del manuscrito debe
comenzar en pigina aparte. Debe conte-
ner las siguientes secciones, cuyos encabe-
zamientos se escriben centrados, en ma-
yusculas:

3a. Introducciéon. Debe exponer el pro-
posito de la investigaciébn y su relacién
con otros trabajos publicados, pero sin
convertirse en una revisidbn exhaustiva de
la literatura existente.

3b. Métodos. La descripcibn de los
procedimientos utilizados debe ser bre-
ve, pero adecuada para permitir la repe-
ticiébn del trabajo por otros investigadores.

En el caso de estudios realizados en su-
jetos humanos, los autores deben asegurar
que su trabajo se conformé con los princi-
pios expresados en la Declaraciébn de Hel-
sinki (1964) y establecer que se obtuvo el
consentimiento informado de cada sujeto
participante, o de sus padres o guardianes
en el caso de niftos.

En el caso de estudios realizados en
animales experimentales, las investigaciones
deben conformarse a los Principios Orien-
tadores sobre el Cuidado y Uso de Anima-
les de Laboratorio, adoptados por la
“American Physiological Society”.

Es conveniente indicar la procedencia
de los animales utilizados en los experi-
mentos. Deben incluirse (subrayados) los
nombres latinos binomiales de los organis-
mos de experimentacién, excepto los de
los animales comunes de laboratorio. Para
los efectos de nomenclatura deberdn se-
guirse las reglas establecidas en el “Interna-
tional Code of Zoological Nomenclature™.
También deben incluirse los hombres la-
tinos binomiales de todas las especies de
plantas y microorganismos que se mencio-
nen, especificando sus variedades y fuentes
de obtencion. Al referirse a experimentos
en genética bacteriana, deben seguirse las
recomendaciones propuestas por Demerec
y colaboradores (1966, Genetics 54:
61-76).

La denominaciébn de las drogas se ajus-
tara al criterio establecido en ‘“Pharmacolo-
gical Reviews”. Al mencionar las enzimas
por primera vez, deberidn identificarse de
acuerdo a lo establecido por la “Enzyme
Commission” de la “International Union
of Biochemistry”.

3c. Resultados. En esta seccioén debe ha-
cerse la descripcidon de los hallazgos, sin
entrar a discutir criticamente su significa-
do. Para la mejor presentacién de los resul-
tados, puede dividirse en subsecciones,
cuyos encabezamientos se escriben a partir
del margen izquierdo, en mindsculas. y
subrayados. Los datos pueden presentarse
en tablas o figuras (véase mds abajo), pero
s6lo cuando sea estrictamente necesario.
Muchos hallazgos pueden describirse en pa-
labras, sin necesidad de tablas o figuras.

3d. Discusion, Debe ser concisa y refe-
rirse a la interpretacidon de los resultados
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presentados, como a las conclusiones que
pueden desprenderse de ellos. Cuando se
trata de comunicaciones breves, puede
ser aconsejable la combinaciéon de Resul-
tados y Discusién en una sola secci6n.

3e. Agradecimientos. Indique las institu-
ciones o proyectos que financiaron el tra-
bajo. Agradezca solamente a aquellas per-
sonas que han contribuido sustantivamente
al trabajo y que hayan autorizado que se
las mencione. Los editores pueden solicitar
su autorizacibn escrita.

4. REFERENCIAS. La lista de referencias
debe comenzar en pigina aparte. Debe
presentarse conforme al orden alfabético
de los apellidos paternos de los primeros
autores. Si hay mas de una referencia del
mismo primer autor, entra a considerarse
el orden alfabético de los apellidos de los
autores siguientes. Si hay mais de una re-
ferencia del mismo autor (o grupo de au-
tores), se considerard el orden cronolbgico
de dichas publicaciones.

Cada referencia debe incluir: iniciales
de los nombres y apellidos paternos com-
pletos de todos los autores (separados por
comas), afio (entre paréntesis), titulo com-
pleto de cada articulo, nombre abreviado
de la revista (abreviaturas sin puntos),
nimero del volumen (seguido de dos
puntos), paginas iniciales y finales de cada
articulo (separadas por una raya). Sélo
incluya el ntmero del fasciculo (entre
paréntesis, después del volumen) en los
casos excepcionales de aquellas Qublica-
ciones en que cada fasciculo de un /mismo
volumen comienza con una nueva numera-
cién de piginas. En el caso de capitulos
de libros, proporcione los nombres del
editor y del libro, seguidos de la ciudad y
de la imprenta (separados por dos puntos),
e incluya las paginas inicial y final.

Ejemplos:

EM JELLINEK (1960) The Disease Con-
cept of Alcoholism. New Haven: Hill-
house.

OH LOWRY, NJ ROSEBROUGH, AL
FARR, RJ RANDALL (1951) Protein
measurement with the Folin phenol
reagent. J Biol Chem 193: 265-275.

GL MILLER (1959) Protein determina-

tion for large number of samples. Anal
Chem 31: 964-972.

F SACHS (1986) Mechanotransducing ion
channels. In: R LATORRE (ed) Ionic
Channels in Cells and Model Systems.
New York: Plenum. pp 181-193.

Para las citas dentro del texto pueden
adoptarse dos formatos diferentes: a)
mencionando los autores y afios de pu-
blicacibn entre paréntesis (Lowry et al,,
1951), o como parte de la oracién, por
ejemplo: “Miller (1959) observé que...”’;
b) mediante ntmeros entre paréntesis
(2, 5-8), en cuyo caso cada una de las re-
ferencias de la lista alfabética debe ir
precedida de un namero consecutivo, sin
paréntesis.

Todas las citas en el texto deben apare-
cer en la lista de Referencias. Las refe-
rencias deben ser verificadas por los auto-
res, confrontindolas con los documentos
originales.

Puede incluir entre las referencias los
articulos que hayan sido formalmente
aceptados por una revista pero que a(n
no hayan sido publicados, indicando el
nombre de la revista, seguido de “En
Prensa” entre paréntesis. La informacion
contenida en manuscritos sometidos a la
consideracibn de una revista pero atn no
aceptados, sélo podran citarse en el texto
como ‘“observaciones no publicadas”, o
“manuscrito en preparacién’, o ‘“‘comu-
nicacién personal’”, entre paréntesis, sin
que puedan figurar en la lista de referen-
cias. Este tipo de cita en el texto debe ser
verificado por el autor, confrontindolo
con ¢l documento original y debe contar
con la aprobacién explicita de las perso-
nas mencionadas. Los editores pueden soli-
citar tales autorizaciones por escrito. .

5. TABLAS. Se numerardn en forma consecu-
tiva con nlimeros romanos y se presentaran
en piginas separadas. Cada tabla debe tener
un tfitulo breve y detalle experimental
suficiente como para ser comprensible
sin referencia al texto. Los encabezamien-
tos de las columnas deben expresar clara-
mente sus contenidos y unidades de medi-
ciones. No se incluirdin datos que puedan
ser deducidos aritméticamente de otros
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contenidos en ella. Aquellas condiciones
experimentales (nimero de animales, dosis,
concentracion de un compuesto, etc.) que
son las mismas para todos los experimentos
presentados se pueden indicar al pie de la
tabla y no en columnas de nimeros iguales
en la tabla. No tabule observaciones indivi-
duales repetidas y prefiera el empleo de
valores promedios y medidas de dispersién
(desviacién estdndar, rango), pero indican-
do cada vez el nimero de las observaciones
que contribuyen a dichas estad{sticas. De-
ben indicarse los valores de significacion de-
rivados de las pruebas de probabilidad que
se especifiquen. La localizacién apropiada
de cada tabla puede indicarse en el margen
izquierdo del texto.

6. LEYENDAS DE LAS ILUSTRACIONES. Pue-
den agruparse en una o més péginas separa-
das. Las figuras se numerardn consecutiva-
mente con numeros aribigos. Cada figura
debe tener un tftulo y una leyenda expli-
cativa, que describa los resultados con su-
ficiente detalle como para que sea com-
prensible sin referencia al texto.

7. ILUSTRACIONES. Pueden ser dibujos origi-
nales o fotografias de muy buena calidad
en papel brillante. Los dibujos originales

VII

deberidn prepararse con tinta china en pa-
pel de buena calidad. Los nimeros y le-
tras deberin .dibujarse profesionalmente
(normégrafo o tipos transferibles) y de-
berin ser de tal tamafio que alcancen al
menos 1,5 mm de altura después de la
reduccién fotogrifica necesaria para apa-
recer en una columna de 7 cm de ancho.
Identifique cada figura en el margen o
dorso con su ntmero, titulo o titulillo
del trabajo y nombres de los autores.
Cada copia del manuscrito debe acompa-
fiarse con un juego de las figuras. La loca-
lizaciobn apropiada de cada figura puede
indicarse en el margen izquierdo del texto.

8. NOTAS AL PIE DE PAGINAS. Deben evitarse,
pero —si resultan estrictamente necesarias—
deben presentarse en pdginas separadas.

9. ADDENDUM. Deberd escribirse en pigina
separada. No pueden insertarse en el texto
resultados obtenidos después de presentar
el manuscrito. Asimismo, no se aceptarin
cambios sustanciales en las conclusiones
que se basen en nuevos resultados de los
autores o de otros investigadores. No
obstante, tales adiciones podrdn agregarse
en esta seccion, si a juicio de los editores
resultan necesarias.




VIII
AIMS AND SCOPE

The ARCHIVOS DE BIOLOGIA Y MEDICINA EXPERIMENTALES is the official
journal of the Society of Biology of Chile. It is published bimonthly, six issues consti-
tuting one volume per year,

This journal is intended for the publication of original contributions in the different
| fields of Biology and Experimental Medicine. Such contributions may be presented
: either as full-length papers or short communications.

Review articles and the text of conferences reporting on the current status of
problems of general interest to these fields will be also published. In addition, the
abstracts of communications presented to the annual or special meetings of the Society
and of its Affiliated Societies will also be published. Occasionally, the journal will
publish full papers presented at symposia held in Chile.

Manuscripts will be refereed critically by at least two reviewers. Their acceptance will

be based on scientific content and presentation of the material.
The name of this journal should be abbreviated as Arch. Biol. Med. Exp.
Titles of articles published in this journal are indexed by Current Contents-Life

Sciences.

INSTRUCTIONS TO AUTHORS

GENERAL INFORMATION

The original and one copy of the manuscript
should be sent to:

Editor.

Archivos de Biologia y Medicina Expe-

rimentales,

Casilla 16164.

Santiago 9.

CHILE.

Each manuscript should be accompanied
by a covering letter from the author who
will be responsible for correspondence
regarding the manuscript. The submis-
sion of a manuscript to this journal implies
that it is not being submitted for publica-
tion elsewhere.

Manuscripts from any country will be
considered for publication, but they must
be written either in Spanish or in English.

All parts of the manuscript should be
typewritten with double spacing, on 21
X 27 cm bond paper, with 2.5 ¢cm margins
on both sides. Use extra spaces only before
and after headings and subheadings, but
not between paragraphs of the same sec-
tion. The first paragraphs of each section
should not be indented, but the remaining
paragraphs must be indented. All pages
should be numbered consecutively, begin-
ning with the title page.

Authors are advised to keep copies of
typescripts and illustrations, since the

Editorial Office cannot accept responsibili-
ty for damage or loss of papers submitted.

Care should be taken in the clarity,
conciseness, and use of correct grammar.
Neologisms and non-standard technical
terms should be avoided.

Abbreviations and symbols. They may be
used only sparingly in the Text, in which
case they must be defined when first
mentioned. Use only standard abbrevia-
tions and symbols along the Text, Tables
and Illustrations.

PARTS OF THE MANUSCRIPT
1. TITLE PAGE. It must contain:

la. Title of the paper. It should be concise
but informative, considering that it is
frequently used for subject indexing. It
should not include abbreviations nor
chemical formulae.

1b. Translation of the title. To English
if the paper is written in Spanish, and vice-
versa. If you are not familiar with Spanish,
please leave an empty space and the Edito-
rial office will provide for the translation.

lc. Authors’ names. All listed authors
are expected to have participated substan-
tially and directly in the study reported in
the manuscript. For each author, give first
name in full or initial, initial of middle
name and-last name in full.
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1d. Institution(s) where the work was
carried out (Laboratory, Department,
Institute, School or Faculty, University,
City, State, Country).

le. Running head, of no more than 60
characters including spaces.

1f. Author to whom correspondence
should be sent, indicating complete mailing
address, and phone and FAX numbers, if
available. -

2. ABSTRACT. It should be written in English
and typed on one separate page. It should
state clearly and concisely the purpose of
the investigation, basic procedures, main
findings, and the principal conclusions. The
abstract should be intelligible to one who
has not read the Text. Avoid the use of
highly specialized terms and abbreviations.

3. TEXT. This part of the manuscript
should begin on a new page. The body of
the paper should contain the following
sections, whose headings must be centered
and typed in capitals:

3a. Introduction. This section must state
the purpose of the article, providing only
strict pertinentreferences, and not reviewing
the subject extensively.

3b. Methods. The description should be
brief, but describing the procedures in
sufficient detail to allow other workers to
reproduce the results.

For studies involving human subjects,
the authors must assure that their work was
conducted in conformance with the princi-
ples embodied in the Declaration of Hel-
sinki, and they must include a statement
that the experiments were performed with
the knowledge and consent of each subject,
or of the parent or guardian when the
subject was a child.

For studies involving experimental ani-
mals, the investigations must conform to
the Guiding Principles in the Care and Use
of Laboratory Animals, endorsed by the
American Physiological Society.

It is convenient to mention the source
of the animals used for experiments. Latin
binomial names of organisms should be
included underlined, except for those of
common laboratory animals. The rules
established in the International Code of
Zoological Nomenclature must be followed.

Also, Latin binomial names of plants and
micro-organisms should be included speci-
fying the varieties and sources. For experi-
ments concerning bacterial genetics, the
recommendations of Demerec et al
(Genetics. 54: 61-76, 1966) should be
followed.

Drugs denomination must be according
to the criteria established in Pharmacologi-
cal Reviews. Enzymes should be identified
when first mentioned in accord with the
Enzyme Commission of the International
Union of Biochemistry.

3c. Results. In this section findings
should be described without discussion of
their significance. Subsections may be used
for better organization in the presentation
of results; their subheadings must be typed
starting from left margin, in lower case and
underlined. Data may be presented in
Tables or Illustrations (see below) only
when strictly necessary. Do not repeat in
the Text all the data appearing in the Ta-
bles or Illustrations.

3d. Discussion. It should be concise,
emphasizing the new and important aspects
of the study, and the conclusions that
follow from them. It may be advantageous
to combine Results and Discussion in one
section in the case of Short Communi-
cations.

3e. Acknowledgements. Indicate grant
support. Acknowledge only those persons
who have made substantive contributions
to the study, and who should approve their
mentioning. The Editors may ask for
their written authorization.

4. REFERENCES. The list of references should
begin on a new page, arranged in alphabeti-
cal order of the first author’s last name. If
there is more than one reference of the
same author(s), such references must be
listed chronologically, with earliest publi-
cations first.

Each reference should include: initials
and last names of all authors (separated by
commas), year (within parentheses), com-
plete title of each article, abbreviated name
of the journal (without periods), volume
number (followed by colon), and both
first and last pages of each article (separat-
ed by dash). In the case of book chapters,




X INSTRUCTIONS TO AUTHOR S

give the names of the editor and the book,

city and publisher (separated by colon).
Examples:

EM JELLINEK (1960) The Disease Concept
of Alcoholism. New Haven: Hillhouse.
OH LOWRY, NJ ROSEBROUGH, AL
FARR, RJ RANDALL (1951) Protein
measurement with the Folin phenol

reagent. J Biol Chem 193: 265-275.

GL MILLER (1959) Protein determination
for large number of samples. Anal Chem
31: 964-972.

F SACHS (1986) Mechanotransducing ion
channels. In: R LATORRE (ed) Ionic
Channels in Cells and Model Systems.
New York: Plenum. pp 181-193.

Two different formats of citations within

- the Text can be adopted:

a) by giving the authors’ last names and
year of publication in parentheses (Lowry
et al., 1951), or as part of the sentence,
e.g.: Miller (1959) reported that...

b) by numbers in parentheses within the
Text (e.g., 2, 5-8), in which case each entry
of the alphabetical list of References must
be preceded by a consecutive number,
without parentheses.

All citations in the Text should appear
in the list of References. The References
must be verified by the author(s) against
the original documents.

Include among the References the manu-
scripts accepted but not yet published,
indicating the name of the Journal follow-
ed by “In Press” within parentheses. In-
formation from manuscripts submitted but
not yet accepted should be cited only in
the Text as ‘“unpublished observations”, or
“manuscript in preparation”, or “personal
communication”, within parentheses. This
type of citation must be verified by the
author against the original document and
must be approved by the persons con-
cerned. The Editors may ask for their
written authorization.

5. TABLES. They should be numbered con-
secutively with Roman numerals, and each
one must be typed on a separate page.
Each Table must bear a brief title and
sufficient experimental detail to make it
intelligible without reference to the Text.
The headings of the columns must clearly

express their contents and units of mea-
surements. Data that may be arithmetically
derived from information therein contained
should not be included. Also, data that
remain the same shall not be repeated on
each line of the table, but should appear
as footnotes under each table. Mean values
and dispersion measures (standard devia-
tion, range) should be preferred to indi-
vidual observations, but always indicating
the number of individuals contributing to
the statistics. The significance values
derived from specified probability tests
must be indicated. The preferred location
of each table may be indicated in the left
margin of the Text.

6. LEGENDS FOR ILLUSTRATIONS. They must
be typed on separated pages. Figures should
be numbered consecutively with Arabic
numerals. Each figure must bear a title and
an explanatory legend describing the results
in sufficient detail as to be comprehensible
without reference to the Text.

7. ILLUSTRATIONS. They may be supplied as
original drawings or as glossy black-and-
white photographic prints. Diagrams and
graphs should be drawn with Indian ink on
stout paper. Numbers and lettering labeling
must be professionally drawn (normo-
graph or lettering set) and should be large
enough to allow for at least 1.5 mm high
after photographic reduction for a 7 cm
column width. Figures should be marked
on the reverse side with the number,
running title of the paper and author’s
names. Each copy of the manuscript must
include a set of figures. The preferred loca-
tion of each figure may be indicated in the
left margin of the Text.

8. FOOTNOTES. They should be avoided, but
—if necessary— they must be typed on
separated pages.

9. ADDENDUM. It should be typed on a
separate page. It is not allowed to include
results obtained after the submission of the
manuscript, neither substantial changes in
the conclusions based in new evidence
presented by the authors or other investi-
gators. Nevertheless, new information could
be included as an addendum, only if the
Editors estimated it as necessary.
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Miércoles 27 de noviembre
09:00 — 12:45 Inscripciones
15:00 — 17:30 INCORPORACIONESI. _ ' SALA1

Mesa: Carlos Jerez
Jorge Belmar

Gonzilez, J.A.; Yoshida, N. (Grupo de Parasitologfa, Universidad de Antofagasta). El
antigeno de 90 kDa de formas metaciclicas de Trypanosoma cruzi. (Patrocinio: B.
Goémez-Silva).

Bitrin, M. (Departamento de Fisiologfa, Facultad de Ciencias Biol6gicas, P. Universidad
Cat6lica de Chile). El efecto inhibitorio del neuropéptido Y (NPY) sobre la neurotrans-
misioén del conducto deferente (Cd) es modulado por la edad y el estado hormonal de la
rata. (Patrocinio: J.P. Huidobro-Toro).

Andrés, M.E.; Bustos, G. (Laboratorio de Farmacologfa-Bioqufmica, Facultad de Ciencias
Biolébgicas, P. Universidad Catoélica de Chile). El 4cido glutdmico estimula la liberacién del
4cido gamma-amino butfrico, en el cuerpo estriado. Estudio in vivo mediante la técnica
de microdidlisis. (Patrocinio: G. Bustos).

Farias, G.A.; Vial, C.; Maccioni, R.B. (Departamento de Biologfa, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile y Centro Int. del Céncer y Biologfa del Desarrollo (ICC)). Interac-
ciones macromoleculares especificas entre Tau y el sistema de los microtibulos. (Patro-
cinio: R. Maccioni).

Pulgar, V.; Jedlicki, E. (Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile). Secuenciacién y anilisis estructural de los genes que codifican para Ribulosa
1,5-bisfosfato carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO) de Thiobacillus ferrooxidans. (Patroci-
nio: O. Orellana).

15:00 — 17:30 INCORPORACIONES II. SALA 2

Mesa: Gloria Montenegro
Eduardo del Solar

Labra, A. (Departamento de Ciencias Ecol6gicas, Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile). Determinantes de variables térmicas y energéticas en reptiles congenéricos: impor-
tancia del nivel de andlisis. (Patrocinio: M. Rosenmann).

Novoa, F.F.; Rosenmann, M. (Departamento de Ciencias Ecologicas, Facultad de Cien-
cias, Universidad de Chile). Metabolismo mdximo, hipoxia y distribucién altitudinal: un
estudio intraespecffico. (Patrocinio: M. Rosenmann).

Visquez, R.A. (Departamento de Ciencias Ecolégicas, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile). Conductas de forrajeo en roedores: comparaciones interfenot{picas. (Patroci-
nio: J. Simonetti).




XIv

Bustamante, R. (Departamento de Ciencias Ecologicas, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile). Efectos de la distancia entre parentales sobre el espaciamiento entre parentales
y reclutas. (Patrocinio: R. Medel).

17:30 Café

ACTIVIDADES CIENTIFICAS DE LAS SECCIONES DE LA
SOCIEDAD DE BIOLOGIA Y DE LAS SOCIEDADES AFILIADAS

18:00 — 20:30 Seccién Ecologfa:
Taller Hacia una integracién genético-ecolégica: ;Metapoblacién?
SALA 4

Coordinador: Roberto Muria

Muria, R. (Instituto de Ecologfa y Evolucién, Facultad de Ciencias, Universidad Austral
de Chile). Ecologfa poblacional y variabilidad genética en cricétidos en hdabitat dife-
rentes.

Gallardo, M. (Instituto de Ecologfa y Evolucién, Universidad Austral de Chile). Genética
y ecologfa de roedores subterraneos Ctenomys.

Gajardo, G. (Instituto Profesional de Osorno). Diferenciacién genética y patrones de la
historia de vida en Artemia.

Gonzdlez, L.A. (Instituto de Ecologfa y Evolucién, Facultad de Ciencias, Universidad

Austral de Chile). Hacia un estudio de las metapoblaciones.

18:00 — 20:30 Secci6n Bioffsica: ,
Taller Aspectos Biofisicos de la Regulacién de Procesos Celulares.
SALA 2

- Coordinador: Jaime Reyes

18:00 — 20:30 Seccién Zoologfa:
Taller sobre la problemdtica de la Zoologfa en Chile. SALA S

Coordinador: Juan C. Ortiz

18:00 — 20:30 Sociedad Chilena de Ciencias Fisiolégicas:
a) Conferencia: Neurofisiologia del oido interno: El inicio de la per-
cepcién auditiva,

b) Asamblea de socios. SALA 6

18:00 — 20:30 Sociedad de Bioqufmica de Chile:
SIMPOSIO: La versatilidad de la PCR (Polimerase chain reaction).
SALA 1

Coordinador: Romilio Espejo
Escanilla, D.; Espejo, R. (Unidad de Virologfa, Facultad de Medicina, Universidad de

Chile y Centro de Estudios Cientfficos de Santiago). Amplificacibn por PCR de DNA
en concentraciones menores de diez moléculas blanco por muestra.



XV

Jorquera, R.; Carvallo, P. (Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Univer-
sidad de Chile). Andlisis de polimorfismo y mutaciones en el DNA humano por PCR.

Venegas, A.; Gomez, 1.; Martinez, M.T.; Leiva, J. (Laboratorio de Bioqufmica, Facultad
de Ciencias Biologicas, P. Universidad Catolica de Chile). Aislamiento del Gen OMPF de
Salmonella typhimurium mediante amplificacion directa del DNA cromosomal por PCR.
Estructura y expresion del Gen.

Céddiz, R.; Gaete, L.; Orellana, O. (Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile). Utilizaciébn de PCR en el anilisis de una region del genoma de
Thiobacillus ferrooxidans con miltiples transposiciones de una secuencia de insercion.

Ofiate, A.; Olate, J. (Departamento de Bioqufmica, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile). Expresion génica de la protefna G en Xenopus laevis. Andlisis por PCR reversa.

18:00 — 20:30 Sociedad Chilena de Reproduccion y Desarrollo:
CONFERENCIA: Pedro Esponda (Espafia).

Animales transgénicos: nueva herramienta de investigacion biologica.
SALA 3

21:00 Comida.

Jueves 28 de noviembre

09:00 — 11:30 Sociedad de Biologfa Celular.
Chile. SIMPOSIO: Mecanismos de control de la diferenciacion celular.
' SALA 1

Coordinador: Ricardo Maccioni

Bajer, A.S.; Mole-Bajer, J. (Department of Biology, University of Oregon, USA). Unknown
features of chromosome transport during mitosis in living cells,

Morata, G. (Centro de Biologfa Molecular, Universidad Auténoma de Madrid, Espafia).
Regulacion de la expresion de los genes homeo6ticos de drosophila.

Del Solar, G.; Pérez-Martin, J.; Espinosa, M. (Centro de Investigaciones Biolégicas, CSIC,
Madrid, Espafia). Mecanismos de regulacién genética en el plasmido promiscuo pLS1.

Pierce, G.B.; Gramzinski, R.; Parchment, R. (Department of Pathology, University of
Colorado School of Medicine, Denver, USA). The mechanism of programmed cell death
in the blastocyst of the mouse.

Fernindez, J. (Departamento de Biologfa, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile).
Conclusion.

09.00 — 11.30 SIMPOSIO: Mecanismos de Adaptacion. SALA 2
Coordinador: Esteban Rodriguez
Iturriza, F.C. (Centro de Estudios Endocrinos, Cdtedra B de Histologfa y Embriologra,

Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de la Plata, Argentina). Papel adapta-
tivo de la hormona melanocito estimulante (MSH).




XVI

Pefia, P.M.; Niirnberger, F.; Simon, E. (Max Planck Institut fir physiologische und Kli-
nische forschung, Bad Nauheim und Institut fiir Anatomie und Zytobiologie, Giessen,
Germany). The vasopressin system in adaptative mechanisms.

Oksche, A. (Department of Anatomy and Cytobiology, Faculty of Medicine, Justus
Liebig University of Giessen, Germany). Photoneuroendocrine systems and their role in
adaptation to the environment.

Meza-Basso, L. (Instituto de Botanica, Universidad Austral de Chile, Department of
Agricultural Botany School of Planst Sciences, Universidad de Reading, UK. Programa
de Biologfa Vegetal, Facultad de Recursos Naturales, Universidad de Talca). Respuesta
al frio y salinidad en vegetales.

12:00 — 13:00 CONFERENCIA: Kanti D. Bhoola (Inglaterra). SALA 3
Functional importance of neutrophil kallikreins and kininogens.

12:00 — 13:00 CONFERENCIA: Heiner Westphal (EE.UU.).

Animal models of human diseases. SALA 2
13:00 Almuerzo.
14:30 — 16:00 PANELES 1. SALA PANELES

Nota: Los Paneles tienen la misma numeracién que los resGimenes pu-
blicados en el cuaderno.

FISIOLOGIA: PANELES 1 al 94

Coordinadores: H. Pérez, C.B. Gonzilez,
M.A. Carrasco, J. Bacigalupo

BIOLOGIA CELULAR: PANELES 95 al 138

Coordinadores: J. Martinez, M. Fernidndez,
C. Koenig, M. Santos

BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION Y DESARROLLO: PANELES
139 al 196

Coordinadores: R. Smith, M. Vega,
V. Neumann, H. Lara
16:00 — 16:30 Café
17:00 — 19:30 SIMPOSIO: Origen del Humano. SALA 1
Coordinador: Cristidn Orrego
Chakraborty, R. (Center for Demografic and Population Genetics, The University of

Texas Graduate School of Biomedical Sciences, Houston, Texas). Impact of molecular
genetic in studying origin of human populations.




XVII

Aspillaga, E. (Departamento de Antropologfa y Departamento de Anatomfa Normal, Fa-
cultad de Medicina, Universidad de Chile). Hominizaci6n, una perspectiva bioantropol6-
gica.

Rothhammer, F.; Silva, C.; Llop, E. (Departamento de Biologfa Celular y Genética, Fa-
cultad de Medicina, Universidad de Chile). Geograffa génica de Sudamérica: contrastando
modelos de desplazamiento poblacional precolombinos.

19:30 Ballet Folclérico Universidad Austral de Chile.
20:30 Comida.
22:00 CONFERENCIA: Herman Niemeyer F.: Tito Ureta (Chile). SALA 1

Viernes 29 de noviembre

SIMPOSIUM FUNDACION CHILENA PARA BIOLOGIA
CELULAR

09:00 — 11:30 SIMPOSIO: Manipulaci()n del desarrollo de animales y plantas con fines
productivos. SALA 1

Coordinador: Claudio Barros
Luis Corcuera

Barros, C. (Laboratorio de Embriologfa, Facultad de Ciencias Biologicas, P. Universidad
Catolica de Chile). Manipulacion de la Fecundacion en Mamf{feros.

Diaz, N.F. (Departamento de Ciencias Ecologicas, Facultad de C1enc1as Universidad de
Chile). Manipulacién del desarrollo en salmoénidos.

Westphal, H. (Laboratory of Mammalian Genes and Development, NICHD/NIH, Bethesda,
MD, USA). The mouse developmental control genes PRD-LIKEand PAX?2, two projects.

Herrera-Estrella, L. (Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados, México). Métodos
de transformacion génica de plantas y el estudio de expresién génica.

Corcuera, L. (Facultad de Ciencias, Universidad de Chile). Resumen y Proyeccion.

11:30 Café.

12:00 — 13:00 CONFERENCIA: Andreas Oksche (Alemania).
Evolution and organization of neuroendocrine systems. SALA 3

12:00 — 13:00 CONFERENCIA: Robert Steneck (EE.UU.).
Plant-herbivore coevolution: a reappraisal from the marine realm and
its fossil record. SALA 2

13:00 Almuerzo




XVII
14:30 — 16:00 PANELESIL SALA PANELES

Nota: Los Paneles tienen la misma numeracibn que los resimenes
publicados en este cuaderno.

FARMACOLOGIA: PANELES 197 al 208

Coordinador: A. Herndndez
INMUNOLOGIA: PANELES 209 al 217

Coordinador: A. De Ioannes
BIOQUIMICA: PANELES 218 al 295

Coordinadores: J.C. Slebe, N. Carvajal, J. Olate,
M. Perretta, E. Spencer

MICROBIOLOGIA-GENETICA: PANELES 296 al 305
Coordinador: O. Leon
BOTANICA -ECOLOGIA-ZOOLOGIA: PANELES 306 al 373

Coordinadores: J.C. Ortiz, R. Formas,
M. Alberdi, L. Cardemil

16:00 — 16:30 Café.
16:30 — 17:15 ASAMBLEA SOCIEDAD DE BIOLOGIA DE CHILE. SALA 1
17:30 - 20:30 SIMPOSIUM ORGANIZACION INTERNACIONAL PARA

LAS MIGRACIONES
SIMPOSIO: Retorno de Cientificos Chilenos en el Extranjero.

SALA 1

Coordinador: Luis Izquierdo

Participantes:

Jaime Esponda (Director, Oficina de Retorno).

Jaime Schwencke (Biotechnologie des Symbioses Forestieres Tropicales, Francia).
Cristian Orrego (Museum of Vertebrat Zoology, California, USA).

Jorge Allende (Universidad de Chile).

Eugenio Caceres (Fundacion Andes).

Roberto Kozak (Jefe de Mision en Chile, Organizacién Internacional para las Migracio-
nes).

Enrique D’Etigny (Conicyt).
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Alfonso Muga (Ministerio de Educacién de Chile).

21:00

Cena de Clausura y Fiesta.

Sabado 30 de novienibre

09:00 — 11:30 SIMPOSIO: Nuevas aproximaciones a la produccion biolégica.

Coordinador: Bernabé Santelices

Meza-Basso, L; Hubert, E.; Sdez, J.; Theoduloz, C.; Poblete, F.; Espinoza, P.; Vizcarra,

G.; Parra, C.; Contreras, A. (Instituto de Producciéon y Sanidad Vegetal, Universidad
Austral de Chile y Laboratorio de Bioquimica Vegetal, Programa de Biologfa Vegetal,
Facultad de Recursos Naturales, Universidad de Talca). Biotecnologfa y Agricultura.

Craigie, J.; Shacklock, P.; Staples, L. (Institute for Marine Biosciences, National Research
Council, Halifax, Canadd), Ecophysiological bottlenecks in tank culture of the scaweed
chondrus crispus (Rhodophyta).

Prado, C. (Departamento de Ecologfa, Facultad de Ciencias Biolégicas, P. Universidad
Catolica de Chile). Modelling the impact of land trans-formation and primary pro-
ductivity systems on ecosystem sustainability.

Kautsky, N. (Department of Systems Ecology, Stockholm University, Sweden). In-
tegrated aquaculture for increased production and environmental improvement.

11:30

11:45 — 12:45
11:45 — 12:45
11:45 — 12:45

15:00

Café.

CONFERENCIA: Luis Herrera-Estrella (México).
Aplicaciones de la Ingenierfa genética de Plantas. SALA 1

CONFERENCIA': Barry Pierce (EE.UU.).
The Mechanism of programmed cell death in the blastocyst of the
mouse. SALA 2

CONFERENCIA: Ramén Piezzi (Argentina).
Eduardo Bustos-Obregon (Chile).

Programa de Cooperacion Cientifico Chileno-Argentino. SALA 3

I Expedicion Botdnica. Zonacion Altitudinal de la Vegetacion en
los Andes Valdivianos.

Encargados de la excursion: Prof. Carlos Ramfrez
Prof. Cristina San Martin.




Conferencias

ANIMALES TRANSGENICOS NUEVA HERRAMIENTA DE
INVESTIGACION BIOLOGICA (Transgenic animals, a
new tool for biological research). Esponda, P,
Centro de Investigaciones Biolégicas, CSIC,
Veldzquez 144 . 28006 Madrid, Espafia.

En la ultima década los resultados obtenidos
gracias a la obtencidén de animales transgéni-
cos (AT) han causado indudablemente una revo-
lucién en muchas dreas de la biologia y la
medicina. La creacién de este tipo de anima-
les parece el método mds sofisticidado, no
sélo para analizar diferentes aspectos de
expresién génica, sino también como una
posibilidad en futuras aplicaciones industria-
les y médicas. Las técnicas para obtener AT
parecen estar ya relativamente estandarizadas,
y comprenden la microinyeccién de contruccio-
nes génicas (que lleven el transgen junto a un
promotor) en el pronucleo masculino del
embrién, y luego, la posterior transferencia
de este embrién a una madre receptora. Si bien
pPor lo general existe integracién del gen
transferido, su grado de expresidén suele ser
muy variable, Este fendémeno parece ocurrir
porque la integracién del transgen ocurre
totalmente al azar en el genoma receptor. Las
aplicaciones de 1los AT parecen mucho mayores
de lo que hace pocos afios se imaginaba : asi
se han obtenido interesantes resultados sobre
la funcién de diferentes genes (oncogenes,
reguladores de 1la inmunidad, determinacién
sexual, etc). Por otra parte, se intenta en la
actualidad mediante 1los AR, obtener mejoras
para la produccidén animal, e incluso se les
menciona como wuna posibilidad en futuras
terapias génicas,

ANIMAL MODELS OF HUMAN DISEASES. Two Multi-Author Projects,
Reported by Westphal, H., LMGD/NICHD/NIH, Bethesda, MD, USA.

In vivo activation of a dormant oncogene. Inuneffmwgenemwnmouse
modelofamrmmauon our lab y has p ized the effects
in the d ‘,, eyelensd(msgmncmne.Specml
focushubemmﬂwmofd;ffmnmmoﬂmxmﬂmbeooﬂmmu
oncogenic conversion by ngcnnnamugm(’l‘AG)ohheSVWvuus Our
observations led us to lude that the is determined by the state of
meummwgmymmduﬂnumofmgﬂncmnvm The need arose
for a genetic procedure that would permit initiation of TAG expression at closely
spacedmmalsdurmgmepmcmofnomnlmdlffumuauon Toward that
gl:l.ﬁm coworkers M.L. Lakso and K. Mulder initiated a collaboration with B.
1. du Pont de Ne & Co, Wilmington, D.E.) aifned at activating a
&xnmn(TAGgenemmedevelopmg lens with the help of a bacicrial DNA
recombinase. We two enes targeted for lens ific expression.
One encodes the recombinase CRE, the of SV40 TAG preceded by a
regulatory sequence, termed STOP, dmlconumsCREncognmon sites and
prevents the abutting TAG gene from v;:\’iexpmmd. Whenmnsofenha
glgype arc mated, double transgenics eyewmsreult,sn:?emn
has activated TAG by removing STOP. Theexpenmau allowusm
look at the interplay of lens differentiation an
detail. In addition, the approach can be generalized | loacuvnc vmually any
transgene in vivo at a set time and location.

Mouse models of h Gaucher di . Gaucher disease is a very
hpld age disorder that results from the inherited deficiency of
M. Ti y and S.P. Huang of our

collaborate

with EL. Ginns, ME. IAMm B.K. Smbblefield, S. Whinfield, B. Zablocka,
E.N. Sidransky and B.M. Martin (NIMH/NIH) and with R.C. Mulligan
(Whitehead Insumte, , MIT) and V. Tybulewicz (National Institute for Medical
R h, Mill England) in and effort t0 generate mouse models for this
disease. Specnﬁc pomt mutations occur frequently in the human gene and affect
enzyme activity. Analogous point mutations created by sl:ﬁ%rmu directed in
vitro muugenesls, as well as deleuon have been in: by homologous
in the g gene on murine embryonic stem cells,

. using a selecmble mrgeung plasmid. Chimeric male mice have been derived
from C57B6 b with the d embryonic stem cells. We
have recently obtained our first mice that ennl'ﬁ a mutated glucocerebrosidase

. gene. Mice that mirror the human disease be valuable for studying the

cause of the discase symptoms and for developing targeted therapy.

UNIVERSIDAD DE CHILE

FACULTAD CIENCIAS QUIMICAS

Y FARMACEUTICAS

BIBLIOTECA

FUNCTIONAL IMPORTANCE OF NEUTROPHIL
KALLIKREINS AND KININOGENS. Bhoola, K.D,,
*Figueroa, C.D., #Henderson, Lydia & +Miiller-Esterl, W.
Departments of Pharmacology and #Biochemistry, School of
Medical Sciences, University of Bristol, Bristol BS8 1TD,
*Institute of Histology and Pathology, Austral University,
+Department of Pathobiochemistry, Institute of Physiological
Chemistry, University of Mainz, Germany

Evidence will be provided for the discovery of a tissue
kallikrein in azurophilic granules and L-kininogen (LK), H-
Kininogen (HK) and plasma kallikrein on the external surface of
the neutrophil. These findings raise important questions with
regard to the role of these neutral proteases and their substrates
both in the normal migratory process of neutrophils and during
inflammation. A novel hypothesis would be the circumscribed
release of kinins on the surface of the neutrophil and in close
proximity to the junctional site of endothelial cells, in order to
facilitate movement of the neutrophil to the interstitial tissue
space by opening up a corridor between endothelial cells. Such
a physiological function of kinins clearly merits experimental
study. Cytokines and complement fragments attract neutrophils
by chemotaxis to sites of inflammation. In the early phase of
this pathological process neutrophils first marginate, pass
through endothelial cell junctions and then migrate to the
inflammatory nidus, where degranulation, probably releases both
the kallikreins and the pepstatin sensitive cathepsin D.
Depending on the pH of the environment, the neutral kallikreins
may release kinins from kininogens attached to receptors on the
surface of the neutrophil and when acidic conditions occur
Cathepsin D generates icukokinins.

EVOLUTION AND ORGANIZATION OF NEUROENDOCRINE SYSTEMS.
Okscive, A. Department of Anatomy amd Cytobiology,
Faculty of Medicine, Justus Leibig University of
Giessen, 123 Aulweg, W-6300 Giessen, Germany.

Secretory  neurons capable of elaborat ion of
neuropept ides and biogenic amines are an integral
componet of the vertebrate brain. This apparatus is
involved in neurcendocrine communication by means of
paracrine, transmitter—like, nodulatory and,
neurchormonal wessages. As a whole, it serves the
adaptation of the organism to the external enviroment
and the internal milien. The survical of the individual
arvd the preservation of the species depend on the
perfection of this complex. In phylogeny, the nervous
systeas of vertebrates, In lower invertebrates, the
central nervous system is the sole agency of nervous and
endocrine functions. Obviously, amino acids and short-
chain neuropeptides were the first signal substances,
only later followed by biogenic amines, Polarized
neuronal units displaying both sensory and secretory
features represent the prototypes of secretory neurons.
In the vertebrates brain, a strikingly similar type of
cell, the CSF-contacting neuron, can be observed. An
increasing complexity is achieved by rearrangemend of
the individual neurcendocrine units  and their
circuitries, Such structural changers have apparently
played a crucial role in the development of
neurvendocrine commmication, Highly specialized
secretory structures, the pineal and the subcommissural
organ (SCO), occur at the roof of the third ventricle.
Contrary to the neuronlike or paraneuronal pinealocytes
the secreatory ependymal and hypendymal cells of the SCO
are of glial lineage. Peptidergic and aminergic elemenst
are also present in peripheral autonomic ganlia and
paraganglia. Together with the enteroendocrine cells
they establish a diffuse neurcendocrine system
completing the central neurcendocrine apparatus.
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PLANT-HERBIVORE COEVOLUTION: A REAPPRAISAL
FROM THE MARINE REALM AND ITS FOSSIL
RECORD (Coevolucién planta-herbivoro: una reevaluacién
basada en organismos marinos y su registro f6sil). Steneck,
R.S*. Darling Marine Center, University of Maine, USA.

Stable coexistence and inter-dependencies between
herbivores and their food plants are often interpreted as
resulting from coevolution. An untested assumption is that
such intimate associations reflect an “evolutionary arms-
race” over geologic time. An examination of the fossil record
of apparently "coevolved" species of marine limpets and
their algal-hosts indicated these mutualistic associations
evolved recently and the timing of specific adaptations and
coadaptations does not support the arms race model.
Alternatively, several recent ecological studies support the
hypothesis that trophic specialization and stable coexistence
will be most prevalent among herbivores that are small,
have low metabolic demands, reduced mobility and are
predator-susceptible. They will commonly be associated with
algae that are relatively large, well defended, of poor food
quality, and have great thallus longevity and regenerative
ability. Among the pool of herbivores capable of stable
coexistence, it is possible that unilateral adaptations to
generalized antiherbivore defenses occasionally evolve and
in rare instances species-specific algal coadaptations result in
mutualisms. The significance of mutualisms may be

interpreted as being "coevolved” when they may represent

only an end point along adaptive continuum which has been
channeled by phyletic constraints.

*Profesor Visitante, Departamento de Ecologia, Pont.
Universidad Catélica de Chile

CONFERENCIAS

THE MECHANISM OF PROGRAMMED CELL DEATH IN THE
BLASTOCYST OF THE MOUSE. Pierce, G.B., Gramzinski, R.
and Parchment, R. Department of Pathology, University
of Colorado School of Medicine, Denver, U.S.A.

Programmed cell death occurs in the inner cell mass
(ICM) of the late blastocyst coincident with the loss
of trophectodermal potential of the ICM. The paucity
of fluid and cells precludes direct analysis to deter-
mine the mechanism of cell death. Accordingly, we used
three 1ines of embryonal carcinomas as models of ICM:
ECa247 as pretrophectoderm, P19 as embryonic epithelium
and the embryoid bodies of C44 to serve as a source of
fluid corresponding to that of the late blastocyst.
ECa247 cells were killed in blastocele fluid and in
that of C44, but P19 cells were not. This suggested
the possibility that normal pretrophectoderm might be
killed by a toxin in blastocele fluid. Accordingly,
the fluid of C44 was analyzed and found to contain H,0,
{generated by the catabolism of polyamines by amine
oxidases) in amounts toxic for ECa247 but not P19. If
P19 cells were incubated in buthionine-SR-sufoximine
(reduces glutathione peroxidase), these cells became
sensitive to H,0, suggesting that development of gluta-
thione protective mechanisms is a part of the develop-
mental program which protects cells from H,0,. Confir-
matory studies were then conducted on normal blastocele
fluid and it too contained H,0, in amounts lethal for
malignant pretrophectoderm wfn‘zle sparing P19 cells.
The data are compatible with the concept that pro-
grammed cell death is mediated via H;0, generated by
catabolism of polyamines.
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TALLER: “HACIA UNA INTEGRACION GENETICO-ECOLOGICA:
METAPOBLACION”

Coordinador: Dr. Roberto Muria

ECOLOGIA POBLACIONAL Y VARIABILIDAD GENETICA EN A ROEDORES  SUBSTERRANEOS
CRICETIDOS = EN HABITATS DIFERENTES. (Population g%:ﬁ;isls\ Y(Geﬁggli‘g(sn andDE eco?%gg' of subterranean
ecology and genetic variability in cricetid species rodents, Ctenomys). Milton Gallardo. Inmstituto de
inhabiting different habitat patches). R. Murus. Ecologfa y Evolucion, Univérsidad Austral de Chile,
Instituto de Ecologfa y Evolucion, Facultad de Casilla 567, Valdivia
Ciencias, Universidad Austral de Chile. ’ :

Un habitat fragmentado puede originarse por La adaptacién a la vida Subterrénea ha moldeado
causas primarias como catastrofes naturales y convergentemente l1a dindmica poblacional, la demogra-
secundarios derivados de la acci6n del hombre. El fia y los patrones de diferenciaci6n genética en
resultado produce sucesiones ecolfgicas en dife- diversos taxa. Estudios evolutivos realizados en 10
rentes estados de desarrollo. En el Bosque Experi- poblaciones correspondientes a cinco especies de
mental San Martin se ha observado que las pobla- roedores cavadores andinos (Ctenomys) muestran patro-
ciones de sigmodontinos colonizan en diferente nes de diferenciacibn genética exacerbados por
tiempo distintos tipos de habitats (bosque, prade- rasgos conductuales (agresividad, vida solitaria) de
ra-matorral,pradera)  determinando extinciones los animales. La capacidad de soporte del ambiente y
locales y recolonizaciones en patrones predecibles. las estrategfas k de los roedores permiten la forma-

Este fenbmeno dispersivo provoca la necesidad cién de colonias relativamente pequefias, poblacio-
de un anilisis con mayor extensitn geografica a nalmente desestabilizadas por la promocién de un
fin de entender la dinamica poblacional de estas efecto de endogamia. Extrinsecamente, las disconti-
especies. Estudios ecolégicos realizados en el nuidades propias de la fisiografia del habitat y la
drea mostraron una dindmica y demograffa similar orogénesis de los Andes han incidido sinergistica-
tanto temporal como espacial en las especies mente en el rol que han jugado los factores estocas-
Mrothrix olivaceus y Oryzomys longicaudatus. Sin ticos en el moldeamiento evolutivo de esos demos
embargo, estudios recientes sobre la variabilidad transientes. Asi, la dinimica poblacional y la
genétics mostraron que 0. longicaudatus no presenta fragmentacién del habitat propician colonizaciones y
diferencias en loci enzimiticos entre los demos extinciones locales. Por elle, una aproximacion
que habitan el bosque y la pradera-matorral, ya metapoblacional que enfatice la fragmentacion inter-
que los valores de Fst y la pruebs de homogeneidad démica y el desequilibrio de las unidades de aparea-
de frecuenciss alélicas no fueron significativas, miento aparece sugerente frente a las caracteristicas

lo que indicarfa que corresponden a una misma
poblaci6on. A. olivaceus en cambio, mostr6 diferen-
cias genéticas detectables entre ambos habitats.

se discute el problema de la escala que se (Financiado por proyectos FNC 89/70 y DID, UACH S-
requiere para un estudio en las dos especies, la 91-11)
falta de concordancia entre la unidad demogréfica N
y la unidad genética, y la implicancia en el
estudio de poblaciones de mamiferos silvestres a
un nivel metapoblacional.

del grupo en cuestion.

DIFERENCIACION GENETICA Y PATRONES DE LA HISTORIA DE HACIA UN ESTUDIO DE LAS METAPOBLACIONES. (Toward to
VIDA EN ARTEMIA. (Genetic differentiation and life the understanding of metapopulations).
history patterns in Artemia). Gajardo, G. Instituto Luz A. Gonzdlez. Instituto de Ecologfa y Evoluciébn,

Profesional de Osorno. Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile.
En este trabajo se discute, usando al crustéceo Por mucho tiempo, ha primade en la ecologia un
Artemia como organismo modelo, la importancia que ilegitimo reduccionismo ontol6gico, una concepcitn
tiene en la distribuci6n de la variabilidad genética determinista y un aislamiento intelectual, que han
la estructura espacial (fragmentada) de las poblacio- limitado el establecimiento de interfases firmes
nes y las consecuencias de esto en la expresion de con otras disciplinas. Sin embargo, la deteccibn y
patrones de la historia de vida. andlisis de patrones, el estudio de perturbaciones
Artemia es un ejemplo de organismo de amplia ecolégicas y oportunismo, se enriquecen con el
disbucién geogréfica, aunque restringido a lagos y la- conocimiento acerca de la heterogeneidad genética.
gunas hipersalinas con un rango particular de condi- Factores estocésticos como el efecto fundador se
ciones ecolégicas. Sin embargo, dentro de este rango han incorporado en modelos ecolfgicos recientes.
es un organismo exitoso que alcanza grandes tamafios Por otra parte, la teorfa de la optilizacion aplica-
poblacionales y tolera grandes variaciones ambientales. da a estrategfas de historia de vida, reproductivas
Estas condiciones, junto a complejos mecanismos de y de alimentacién, se enriquece con el conocimiento
especiacion, determinan que las especies del género de la herencia de los caracteres componentes de la
exhiban una sorprendente diferenciacién genética adecuaci6n biol6gica.
intraespecifica, que se refleja en una variedad de pa- Este taller estd focalizado a integrar aspectos
trones de la historia de vida. de genética y ecologfa con una perspectiva metapo-
En general, las observaciones en Artemia permiten blacional, enfatizando el andlisis de la estructura
sugerir que el tipo de habitat, fluctuante o estable, espacial de 1las poblaciones, importancia de las
se asocia a la expresién de modos de reproducci6n unidades de escala y niveles de organizacién biold-
cualitativa y cuantitativamente diferentes, de manera gica, implicancias de disturbios y fragmentacion
que los individuos sometidos a repetidos episodios de del habitat de las especies, y la relacion entre va-
colonizacién evolucionan hacia una combinacién de riabilidad ecolégica y genética.
madurez temprana, mayor esfuerzo reproductivo y a Una metapoblacién (Levins, 1969) corresponde a
tiempos de vida mas cortos que los individuos expues- un conjunto de poblaciones interactuantes en tiempo
tos a situaciones de mayor estabilidad ambiental. de vida finito, cuya dinémica esta ligada a los
Se discute el impacto de la fragmentaci6n del procesos de extinciéon y colonizacién. Las metapo-
habitat en la diversidad genética y la importancia de blaciones han permanecido como un concepto pobre-
la aproximaci6n genético-ecolbgica para resolver mente desarrollado en la biologfa empirica, aunque
problemas evolutivos. se ha reconocido que modelos de poblaciones fnicas
(Financiado por el IFS, Suecia y FONDECYT 0234-91). son inadecuados para describir la dindmica de nume-

rosas especies. Se discuten distintos modelos meta-
poblacionales.
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Coordinador: Dr. Cristidn Orrego

GEOGRAFIA GENICA DE SUDAMERICA : CONTRASTANDO
MODELOS DE DESPLAZAMIENTO POBLACIONAL
PRECOLOMBINDS. (6ene geography of South
America : testing wmodels of pre-Columbian
popul ation displacesents). F. Rothhaseer, C.
Silva y E.Llop. Departamento Biologia Celular
y Genética, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile y Departamento de Matematica vy
Computacién, Facultad de Ciencias, Universi-
dad de Santiago.

Aprovechando avances recientes de la
graficacidén computarizada se han presentado
los- resultados del tratamiento estadistico
multivariado de frecuencias génicas para
determinadas areas geograficas en forma de
mapas sintéticos de variacién genética. Estos
mapas han sido utilizados para poner a prueba
hipétesis sobre la difusién de la agricultura
en Europa como también sobre la accién de
factores evolutivos, tanto a nivel aundial
como también para Norte, Centro y Sudamerica.
Los resultados obtenidos para America en
general son poco concluyentes debido al
pequedo numero de sistemas genéticos inclui-
dos en el analisis. En esta ocasién presenta-—
remos mapas sinteticos de frecuencias génicas
para Sudamerica utilizando el mayor namero
posible de sistemas. Posteriormente utiliza-
remos estas representaciones graficas para
poner a prueba modelos de desplazamiento
poblacional precolombinos.

GRANT N* 91-1110 FONDECYT.

HOMINIZACION UINA  PERSPECTIVA BIOANTROPOLOGICA Eugenio
Aspillaga, Departamento de Antropologia y Departamento
de Anatomia Norwal, Universidad de Chile, Para una mayor
comprension del proceso de Hominizacién es necesario
resontarse al origen de los primates como grupo, hace
como unos 70 millones de afios; y discutir en tormo a las
adaptaciones y caracteristicas de dicho grupo, gue
constribuyeron a la génesis de la propiedades biolégicas
ass notorio del hombre y que en su origen constituyerdn
un conjunto de propiedades necesarias para la  aparicidn
de éste y del fendmeno adaptativo extra somatico que
llsmawos cultura. Es posible que las resirictivas
condiciones del medio arboren, propiciara la seleccion
de variabilidad biolégica consistente con wma vida
exitosa en dicho wedio; es  asi como aspectos tan
r:ar.:acteristicos del Hombre come son su capacidad
manipulacion, la vision estereoscopica combinada con una
desarrollada capacidad de enfoque y vision de  colores

el desarrollo de areas asociativas en el cerebro, as;
cono vu.m cerebelo  was cowplejo y obras caracteristicas
relacionadas, pueden comprenderse Rejor si se analiza
10§ presuntos - requerimientos vitales de los primates
primitivos en su relacion con la vida arbérea.

] Al istralophedus afarensis, probablemente fue el
primer fminidos donde todas las propiedades biolsgicas
necesarias para  la aparicion del Howbre y la cultura
eftaban ya esbozadas, hace’ wnos 3,5 a 4 willones de
afos. Dichas propiedades se asentaran wna  vez
"gatillado” el ferdmeno de la cultura, probablemente por
el homo hibilis, hace umos 2,8 nillones de afios, La
cultura acelerara el proceso enormesente, contribuy‘emlo
a hacer exponencial el incresento de la capacidad
craneana hasta alcanzar en wn plazo wyy breve, en
ter-lr.nos macroevolutivos, los limites de puestra propia
especie. Esta iltima en su variedad Homo sapiens sapiens
se encargaria de ocupar casi todos los espacios de
rnilestnl) planeta, incluide nuestro continente, América,
el cual comenzé  a conguistar hace wnos 40,000 adi
donde han tenido lugar interesantes fendaenos d:'nis_lpr{
sicroevolutivo,

IMPACT OF MOLECULAR GENETITS IN STUDYING ORIGIN OF HUMAN
POPULATIONS

Ranajit Chakraborty. Center for Demographic and
Population Genetics. The University of Texas Graduate
School of Biomedical Sciences, Houston, Texas.

The origin of specific hman populations has
always beenn an intriguing question to biological
anthopologists. While early works on this subject reliad
on typological patterns of human variation, recent
advances in molecular genetics make such studies far
more incisive; the level at which genetic variation can
now be studied is much closer to the underlying
molecular typing can now be done on people who existed
several thousand years back, dating the origins of
populations can now  be done with a precision that was
not. feasible from the traditional biological traits, In
this presentation, presentation, prelininary data on
molecular variation in hmans will be used to show that
population gemetic theories are available to utilize
biochemical variation detected at a wolecular level,
from which precise genetic profiles of populations can
be determined. Anthropologists, hwman biologists, as
well as forensic scientist can profitably use the
concept of gemetic variations among individuals,
alloving reconstruction of past events of colonization
and expansion of populations, from which origins of
specific populations can be predicted, {Research
supported by NIH grant GM-41399
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SIMPOSIO: “LA VERSATILIDAD DE LA PCR.
(POLIMERASE CHAIN REACTION)”

Coordinador: Dr. Romilio Espejo

AMPLIFICACION POR PCR DE DNA EN
CONCENTRACIONES MENORES DE DI1EZ MOLECULAS
BLANCO POR MUESTRA. (DNA amplification by PCR
of ten or less target molecules per sample).
Escanilla, D., Yy Espejo, R, Unidad de
Virologia, Facultad de medicina, Universidad
de Chile y Centro de Estudios Cientificos de
Santiago.

Despues de la infeccién primaria por el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)
queda un pequefio numero de células
wmononucleadas de la sangre con el DNA viral
integrado (1/1.000 hasta menos que 1/100.000),
Por lo tanto, para detectar en las etapas
tempranas el DNA viral es necesario
amplificar, hasta una cantidad suticiente, 10
o menos moléculas por muestra. Aqui
presentamos un procedimiento para la
amplificacién de secuencias en concentraciones
cercanas a una copia por muestra.

La reaccién de amplificacién es
realizada en un pequefio volumen, 26 ul, con el
objeto de ahorrar enzima manteniendo wuna
concentracién adecuada, por 38 ciclos. E1l
producto especifico es identificado por
tincién con nitrato de plata, después de
electroforesis en minigeles de poliacrilamida.
La sensibilidad, eficiencia de amplificacién,
emspecificidad y reproducibilidad de la técnica
se estudié en muestras con concentraciones
conocidas de DNA blanco, utilizando plaasmidios
recombinates o DNA de células infectadas,
diluidas en DNA de células humanas. Este
procedimiento permite la deteccién de hasta
una molécula por muestra, o de un provirus en
150, 000 células. Un control interno,
consistente en dimeros de los partidores
generados por la ampliticacién, permite
examinar la efectiva amplificacién aun en
ausencia de moléculas blanco.

PCR,UNA ALTERNATIVA PARA EL AISLAMIENTO DE
GENES :OBTENCION Y SECUENCIACION DEL GEN QUE
CODIFICA PARA RUSTICIANINA DE Thiobacillus
ferrcoxidans.(PCR,an alternative for the
isolation of genes.Obtention and g
of the gene encoding for Rusticyanin from
Thiobacillusferroxidans) .Nunez,L.,Moreno,F.y
Jedlicki,E. Dpto de Bioquimica, Fac. de
cina,U.de Chile. El1 T.ferrooxidans es una
bacteria quimiolitotréfica, que obtiene su
energia de la oxidacién de ion ferroso a ion
férrico.En el transporte de los electrones
1)berados participa una proteina
periplasmiatica,la Rusticianina.Experimentos
previos han demostrado gque cultivos de
¥.ferrooxidans crecidos en presencia de Fe+?
como sustrato,poseen niveles mayores de esta
proteina que cuando son crecidos en un medio
con azufre elemental(S°).Con el fin .de
estudiar la regulacién de la expresioén del
gen de la Rusticianina, es necesario
previamente alslar dicho gen.Numerosos
intentos para alslar este gen a partir de
diferentes genotecas de DNA de T. ferrooxidans
no tuvieron éxito,debido a la dificultad de
contar con una sonda adecuada.La técnica de
amplificacién de DNA por 1la reaccién en
cadena de la polimerasa permitiod,usando los
partidores adecuados y DNA cromosomal de
¥r.ferrooxidans,amplificar un £fragmento de
265pb correspondiente a una secuencia interna
del gen que codifica para la rusticianina.
Bste fragmento marcado radlactivamente fue
wtilizado como sonda para detectar dicho gen
oM una de las genotecus.Aclualmenle osce
obtiene 1la secuencia completa de este
gen. (Proyectos PNUD\ONUDI,FONDECYT 0936)

ESTUDIO DE POLIMORFISMOS EN UN LOCUS VNTR
EN LA POBLACION CHILENAj POR LA TECNICA DE

PCR. (PCR analysis of VNTR locus
polymorphisms in chilean population).
Carvallo,P.jJorguera,H. Departamento de
Bicoqulimica, Facul tad de Medicina,

Universidad de Chile.

Las regiones VUNTR (Variable Number of
Tandem Repeats) localizadas en e)l DNA
humano, presentan una alta variabilidad
alélica, y por 1lo tanto han sido auy
utilizadas como marcadores gengéticos. El
andlisis de estas regiones ha sido aplicado
a una gran variedad de problemas como,
ligamiento gknico, medicina forense vy
paternidad. La variabilidad alélica de
estos loci es debida a un nimero diferente
de secuencias idénticas repetidas en tandem
en cada individuo. El locus VYNTR MCT-118
posee secuencias de 16 nucledtidos,
repetidas desde 21 a 45 veces dentro de la

poblacidn. Para este estudio utilizamos la
técnica de PCR, con el fin de amplificar
este locus y estudiar su variacidn
poblacional en Chile. A partir de muestras
de sangre se prepard DNA humano y
utilizando partidores ; especlficos -

amplificd el locus VNTR MCT-118. Se
determind el tamatio de cada fragmento
amplificado y se establecid la frecuencia
de cada unc de los 25 alelos encontrados,
en la poblacidn chilena. Con este estudio
se ha establecido una t&cnica relativamente
simple y de mayor exactitud que las
existentes en Chile, para el anklisis de
paternidad y de identificacidn forense.
(Financiado por Instituto Medico Legal).

AISLANIENTO DEL GEN ONPF DE SALNONELLA TYPHIMURIUM MEDIANTE AMPLIFICACION
DIRECTA DEL DNA CROMOSOWAL POR PCR. ESTRUCTURA Y EXPRESION DEL GEN.
(Isolation of the ospF geme by chromosomal DMA asplification using PCR.
Structural and expression studies).

Venegas, A., Géeez, I., Nartinez, M.1., Leiva, J. Laboratorio de Bioguimica,
Facultad de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catélica de Chile.

Considerando cierto grado de hoaclogia estructural entre los genes de
proteinas de mesbrana externa ospC de Escherichia coli y de Salmopells typhi
y bajo el supuesto que esto podria ser vélido para el gen ospF de Salsonella
typhisuriue, se disefaron oligonucleétidos correspondientes a ambos extresos
de la region codificadora de ospF de Escherichia coli. Luego se procedid a
asplificar esta zona utilizando DNA cromosomal de la cepa Saleonella
typhisuriys LT2 sediante eetodologia PCR, en una reaccién de 30 ciclos, con
DNA polinerasa de Thersus aquaticus.

Se obtuvo un frageento asplificade de 1.1 kb, el cual se inserté en el
vector pKK233-2 que expresé la proteina OepF bajo el control - del prosstor
lac. Algunos frageentos de restriccién derivados de este vector fusron
clonados en los derivados epl8 y spi9 de NI3 y secuenciados. Al comparar las
regiones codificadoras de ompF de Saleonella typhisurius y Escherichia coli
se encontré una hosologia global del 651 a nivel de proteina.

Para clonar la regién prosctora de este gen se disedaron otros 2 oligos:
uno correspondiente a 1a secuencia de unién de OspR de Escherichia coli, la
cual antecede 1a region prosotora de oepF y otro, derivade de la secuencia
cosplesentaria a la regién codogénica correspondiente al segeento cosun
existente en varias proteinas de sesbrana externs, entre Tyr301-Net307 de la
secuencia de OapF de Escherichia coli. En el priser oligo se incorporé
adesds un sitio EcoRl y en el sequndo, un sitio HindIII. Este fragmento se
ligé directamente a Widspld y se secuencié integrasente recurriendo a
diversos oligos como iniciadores para la reaccién de secuenciacién, Del
andlisis de secuencia de algunos clones obtenidos por PCR en reacciones
independientes, no se detectaron diferencias, de sodo que 1a Fidelidad de la
amplificacién por PCR fue sy satisfactoria.

El gen ompF cospleto, incluyendo su prowotor, fue reconstruidp a partir
de estos 2 clones parciales y se desostré su funcionalidad en Escherichia
toli por andlisis de Nestern blot.

Se concluye que es Factible clonar genes directasente de DNA crosososal
usando la técnica PCR, baséndose en secuencias nuclectidicas conservadas,
atn cuando no exista un alto grado de homologia en la regién codogénica.

Fimnciado por proyectos FONDECYT 682/91 y AID 513-3342-6-55-9068-00.
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Utilizacidn de PCR en el andlisis de una regidn del ge-
noma de Thiobacillus ferrooxidans con miltiples trans-
posiciones de una secuencia de insercidn. (Analysis by
PCR of multiple transpositions of an insertion sequence
in the genome of T. ferrooxidans). Cddiz, R., Gaete,
L. y Orellana, O.

Depto. de Bloquimica, Fac. de Medicina, U. de Chile.

Las secuencias de insercidn son segmentos de DNA entre
0,8 ¥y 1,5 kb que se encuentran en miltiples copias en
el genoma de variados microorganismos y tienen la capa-
cldad de movilizarse. En su estructura se pueden iden-
tificar genes que codifican para las funciones de
transposicidn y secuenclas repetidas invertidas en los
extremos.

En el genoma de T. ferrcoxidans, una bacteria aciddfila
que participa en la blolixiviacidn de minerales, se
identificS una secuencia de insercidn de 1.4 kb denomi~
nada ISTy. Como parte de la estrategia para analizar
la distribucidn de ISTo en el genoma de T. ferrooxidans
se disefiaron oligonucledtidos para amplificar por PCR,
las secuenclas de DNA adyacentes a dos IST> contiguas
a partir del DNA de diferentes cepas de T. ferrooxi-
dans. .Se amplificaron segmentos de DNA entre 0,2 y 1
kb. Mediante la secuenclacidn de varlos de los produc-
tos de amplificacidn, provenientes de las distintas ce-
pas, se observd que al menos cuatro mlembros de la
familia IST; se insertaban en una regidn del genoma
bacteriano no mayor que 0,9 kb. En una cepa se detectd
que tres miembros de IST, se Insertaron en esta regidn.
El traspaso de las bacterias a medlos de cultivo con
diferente fuente energética provocd variaciones en los
productos de amplificacidn a partir de las secuencias
de insercidn.

Financlado por Universidad de Chile.

EXPRESION GENICA DE PROTEINAS Go DURANTE -LA
OOGENESIS Y EMBRIOGENESIS EN Xenopus
laevis.ANALISIS POR PCR REVERSA. (Gene
expression of Go during oogenesis and
embriogenesis in Xenopus laevis.Analisys by

reverse PCR), Ofate, A. y Olate,_J. Facultad
de Medicina,Universidad Austral de Chile y
Dpto de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile. (Patrocinio: M.Gatica).
ta técnica de reaccidn de la polimerasa en
cadena (PCR), es de gran utilidad para
amplificar copias de cDNA obtenidas a partir
de mRNA. Por ser la técnica de PCR de gran
sensibilidad, permite la cuantificacidn de
pequefias cantidades de un mRNA especlfico, a
partir de RNA total.Utilizando esta té&cnica
con algunas modificaciones, hemos detectado
en oocitos de Xenopus laevis la presencia de
] especies de mRNA codificantes para
diferentes subunidades alfa de protelnas G.
La expresidn de mRNA para Goo fue
cuantificada en los diferentes estadlos de
la oogknesis, en la maduracidn y en estados
temprancs de la embriogtnesis, a partir de
RNA total. Se encontrd que el mRNA
codificante para 1a subunidad alfa-o esta
presente en todos los estados de la
oogénesis (I a VI),su cantidad es constante
Y corresponde a 3.5 g/cocito, lo que
equivale a 1.3 x 1 moléculas. Esta
concentracidn es similar a la encontrada
para el protooncogen c-myc y superior a la
encontrada para los protooncogenes c-fos y
c-ras.Los transcritos para alfa-o tambien
estan presentes en los primeros estados
embriogknicos analizados, pero el ntmero de
transcritos disminuye gradualmemte desde la
fertilizacidn hasta el estado de
gdstrula. (FONDECYT 91-1136)
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SIMPOSIO: “MECANISMOS DE CONTROL DE LA
DIFERENCIACION CELULAR”

Coordinador: Dr. Ricardo Maccioni

UNKNOWN FEATURES OF CHROMOSOME TRANSPORT DURING MITOSIS
IN LIVING CELLS. Bajer, A.S.and Mole-Bajer, J. Dept. of
Biology, University of Oregon, USA.

Chromosome movements in endosperm of higher plant Hae
manthus were analyzed with standard time-lapse light
microscopy and in VEM (video enhanced microscopy). VEM
bridges standard light and electron microscopy and allows
one to follow details of the spindle organization in
Tiving cells with unmatched precision. Both control
(untreated) cells and cells in a variety of experimental
treatments were studied. The spindle organization in
fixed cells (microtubules (MTs), kinetochores (Ks) and
F-actin) was visualized with immunogold and immunogold-
silver.

The following topics will be discussed: (a) self-
reorganization of the spindle without polar constrains
(in acentriolar spindle), (b) the role of Ks in dynamic
organization of K-fibers, as indicated by injection of
anti-kinetochore antibodies and (¢) MTs dynamics and
chromosome transport. Both K-transport and behavior of
spindle inclusions, a behavior which provides important
clues for the understanding of chromosome movements,
will be discussed.

REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS GENES HOMEOTICOS
DE DROSOPHILA. (Regulation of homeotic gene
expression in Drosophila Morata, G. Centro de Biologia
Molecular, Universidad Aut6noma de Madrid.

Los genes homeéticos determinan los programas carac-
teristicos de desarrollo de los distintos metdmeros (para-
segmentos) de Drosophila. Cada uno de ellos se activa en
un dominio de expresién especifico determinado por la
actividad previa de genes maternos y de segmentacibn.
Posteriormente, el dominio de expresién inicial es mo-
dificado por la actividad reguladora transcripcional de
unos genes homeéticos sobre otros. En el presente tra-
bajo. hemos estudiado las interacciones de regulacién
entre los genes homeéticos Sex comb reduced (Scr),
Ultrabithorax (Ubx), abdominal-A (abd-A) y Abdominal-
B (Abd-B). El gen Scr se expresa en el parasegmento 13,
indicando que estos iltimos reprimen su expresi6n en la
parte posterior del cuerpo. Este fenémeno de regulaci6én
entre homedticos ocurre posteriormente al estableci-
miento de la actividad inicial de Scr, sugiriendo varios
miveles diferentes de regulacién. Fenémenos similares
de interacciones de regulacién se dan entre Ubx,abd-A
y Abd-B. El estudio detallado de las interacciones entre
abd-A y Abd-B sugiere que abd-A puede ser activado
transcripcionalmente por mé4s de un mecanismo.

El significado de estas interacciones reguladoras ha sido
estudiado utilizando genes de fusién en que los produc-
tos de Ubx y abd-A se expresan por promotores sensibles
a temperatura no regulables por homeoproteinas. Los
resultados indican que ain cuando estos genes de fusién

no pueden ser regulados, sus productos pueden ser
inactivados postrancripcionalmente por otros homeo-
prod Este fené ), 1 do supresién fenotipica,

representa un método nuevo de interacci6én entre genes
homeéticos.

MECANISMOS DE REGULACION GENETICA EN EL PLASMIDO PROMIS-
CUD pLS1.{Gene regulation in the promiscuous plasmid
pLSlg. Gloria del Solar, José Pérez-Martin y Manuel Espi-
nosa. Centro de Investigaciones Bioldgicas,CSIC,Madrid.
Espafia.

pLS! es un pldsmido de estreptococos,totalmente secuen
ciado (4408 pb), multicopia y que confiere resistencia
constitutiva a tetraciclina. Es capaz de replicar de for
ma autdnoma en bacterias gram-positivas y gram-negativas.
Hasta la fecha plasmidos con el replicén pLSl han sido
transferidos a muy diversos huéspedes en éste y otros la
boratorios. La promiscuidad de pLSl lo convierte en un
sistema atractivo para estudios de expresidn génica y su
regulacién. La replicacidn de pLSl estd mediada por la
proteina iniciadora, RepB, la cual se une a una regidn
del DNA que incluye tres secuencias de 11 pb directamen-
te repetidas. Después de su unidn, RepB introduce un cor
te especifico de sitio y hebra, a 85 pb de su sitio de
unidn,en una regién con estructura de tipo tallo-lazo.Am
bas regiones constituyen el ori(+) de pLS1.E1 corte gene
rado por RepB deja un extremo 3'-OH 1ibre, el cual es ex
tendido,probablemente, por la maquinaria del huésped. ET
producto final de esta etapa es una forma plasmidica bi-
catenaria con una hebra de nueva sintesis y otra monoca-
tenaria. En una regién fisicamente alejada del ori(+),de
nominada ori(-), se inicia la conversion de las formas
monocatenarias en bicatenarias, por un mecanismo adn des
conocido y en el que parecen intervenir diversas protef-
nas del huésped. Por tanto, la iniciacidn de la replica-
cidn de pLSl es la inica etapa especifica del pldsmido.
La expresi6n del gen repB estd controlada a dos niveles
interrelacionados por Ta proteina represora RepA y por u
na RNA "antisense", RNA II. Los genes repA y repB se co-
transcriben desde el promotor Pag, dentro del cual exis-
te un operador simétrico de 13 pb que forma parte del si
tio de uni6én de RepB. La unién de RepA a su diana induce
una fuerte curvatura en el DNA. La formacién del comple-
jo RepA-DNA constituye un impedimento estérico para la
unidn de la RNA polimerasa.
Proyecto financiado por la CICYT (BI088-0449).

THE MECHANISM OF PROGRAMMED CELL DEATH IN THE
BLASTOCYST OF THE MOUSE. Pierce, G.B., Gramzinski, R.
and Parchment, R. Department of Pathology, University
of Colorado School of Medicine, Denver, U.S.A.

Programmed cell death occurs in the inner cell mass
(ICM) of the late blastocyst coincident with the loss
of trophectodermal potential of the ICM. The paucity
of fluid and cells precludes direct analysis to deter-
mine the mechanism of cell death. Accordingly, we used
three 1lines of embryonal carcinomas as models of ICM:
ECa247 as pretrophectoderm, P19 as embryonic epithelium
and the embryoid bodies of C44 to serve as a source of
fluid corresponding to that of the late blastocyst.
ECa247 cells were killed in blastocele fluid and in
that of C44, but P19 cells were not. This suggested
the possibility that normal pretrophectoderm might be
killed by a toxin in blastocele fluid. Accordingly,
the fluid of C44 was analyzed and found to contain H0,
(generated by the catabolism of polyamines by amine
oxidases) in amounts toxic for ECa247 but not P19. If
P19 cells were incubated in buthionine-SR-sufoximine
(reduces glutathione peroxidase), these cells became
sensitive to H,0, suggesting that development of gluta-
thione protective mechanisms is a part of the develop-
mental program which protects cells from H,0,. Confir-
matory studies were then conducted on normal blastocele
fluid and it too contained H,0, in amounts lethal for
malignant pretrophectoderm wﬁiﬁe sparing P19 cells.
The data are compatible with the concept that pro~
grammed cell death is mediated via H,0, generated by
catabolism of polyamines.
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SIMPOSIO: “MECANISMOS DE ADAPTACION”

Coordinador: Dr. Esteban Rodriguez

PAPEL ADAPTATIVO DE LA HORMONA MELANOCITO ESTIMULANTE'
(MSH) . Adaptative role the welanocyte—stisulating
hormone (MSH). Itwriza, F.C. Centro de Estudios
Erdocrinos, Catedra B de Histologia y Eshriologia,
Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de la
Plata, Argentina.

Homeostasis aies at adapting living beings to the
surrounding external or internal environment. Ever
though almost every hormone contributes to homeostasis,
ACTH and MSH are superlative in this sense, the forwer
participating in stress and the latter being responsible
for the adaptation to the background color.

Both neurvendocrine asechanisms involved in  color
adaptation and results indicationg that in certain
species MSH has an adaptive function affecting organs
other than those of the pigmentary system will be dealt
with in this lecture.

PHOTONEUROENDOCRINE SYSTEMS AND THEIR ROLE IN ADAPTATION
TO THE ENVIRONMENT. Oksche, A, Depariment of Anatomy and

Cytobiology, Faculty of Medicine, Justus Liebig
University of Giessen, 123 Aulweg. W-6300 Giessen,
Geraany .

Photoneurvendocrine systems are distinct from the
apparatus for vision and optic reflexes. They receive
crucial photoperiodic information from the enviromment
and utilize it in the control of different biorhytrimic
and neurverdocrine functions, The discovery of
Photoneurvendocrine systems (Karl wvon Frisch, Ernst
Scharrer) is a ' fascinating, exemplary story of
biological research. This entire apparatus encompasses a
retinchypothalamic projection, the pineal organ and the
so—~called "deep encephalic photoreceptor”, It
contributes toward the integration of extrinsic and
intrinsic information essential for the control of vital
autonomic functions. Thus the survival of the individual
and the preservation have established close wmolecular,
structural  and functional relationships beween
pinealocytes and retinal photoreceptor cells. However,
the nature of the deep photoreceptor has remained
enigmatic in more than one respect. In fucture search
for diencephalic primordia capable for
photoneurvendocrine and biorhythaic differentiation,
wethods of wolecular biology and ewbriology will be
applied with highest priority. This type of analysis,
however, should mot overrule the necessity to gain
insight into systemic and integrative aspects taking
into account the entire organisa.

THE VASOPRESSIN SYSTEM IN ADAPTATIVE MECHANISMS: Pena,
P.A.; Nirnberger, F, and Simon, E. Max Planck Institut
filr physiolgische und Klinische forschung, Bad Nauheim
und Institut fir Anatomie wnd Zytobiologie, Giessen,
Germany. Apart from its osmoregulatory functions in the

kidneys, arginine-vasopressin (AVP) is  wodulating
regulatory precesses of the brain (e.g., driking
behavior, blood pressur, body temperature, biorhythas).

Of particular interest is the paraventricular Nucleus
(PVN) - septum AVO axis, control adaptive mechanismos of
osmoregulation and thermorelugation. In the present
study, the AVP content of several brain regions and
blood plasma was studied after thermal adaptation (ware:
2204C, 6 weeks; cold: 5°C, 6 weeks; guinea pigs), during
enthernia and hibernation (European hamsters), and after
osmotic stimulation (guinea pigs, 48 h deprived from
drinking water). The content of AVP was wmeasured in

punched tissue samples by application fo
radioiemmoassays (RIA). The localization of  AVP—
containing structures was visualizes by

immocytochemical procedures. The adaptaction to cold
and warm ambient temperatures and osmotic stimulation
generally resultde din decreased AVP contents of the
septum, PVN, SON, and in the neural lobe. Tuberculum
olfatorium and hippocampus tissur, which were taken for
control, did nto show differences in the AVP content in
relation to the functional stat. The two portions of the
PVN displayed a differential reactivity pattern. As with
osmotic stimulation, the decrease the AVP content was
particularly pronounced in the lateral portion of the
PVN in cold adapted guinea pigs and in the wmedial
portion of the PVN in warn adapterd specimens. In
European hamsters, the hypothalamic muclei and the
septum were depleted of AVP during hibernation compared
wiht euthermic winter or summer animals, which exhibited
the strongest reactivity to AVP. These findings speak in
favor of a specific involvesent of both sepum and
lateral portion of the PVN serves mainly osmoregulatory
functions, Supported by the Deut.sche
Fe hy inschaft (Ni 36/2-2) and the Max Planck,

rorwr
Gesellschaft

RESPUESTA AL FRIO Y SALINIDAD EN VEGETALES (Responses to
col and salinity in plants) L. Mesa—Basso,*M. Alberdi,
*2J. Arvin, **P.D.S., Caligari. *Instituto de Botanica,

Universidad Austral de Chile, **Departaent. of
Agricultural Botany, School of Plants Sciences,
Universidad de Reading, U.K. Programa de Biologia

Vegetal, Facultad de Recursos Naturales, Universidad de
Talca.

Los vegetales crecen y estan expuestos a una variedad
amplia de condiciones ambientales adversasr. Condiciones
de estrés tales como: falta de aguwa, naoxia, salinidad
excesiva, temperaturas extremas, etc. gatillan en algunos
casos, un conjunto de respuestas comwpensatorias. En
plantas resistentes, el frio induce cambios en la
composicién gquimica celular, proceso adaptativo que le
pernite sobrevivir sin dafic  permanente, Estas
aodificaciones cuali y cuantitativas serian el resultado
de la activacidon similar en relacion al estrés salino;
sin embargo, no se dispone hasta el wmwomento de una
explicacion wolecular detallada. El efecto de las bajas
temperaturas se estudié en plantas de raps (Prassica
napus) resistentes y sensibles, y en plantas adultas de
coihue (Nothofagus dombeyi). Se entregan antecedentes de
cambios cuali y cuantitativos de la composicidn lipidica
en membranas tilacoides, de carohidratos solubles, como
también de cambios en la biosintesis protéica. El efecto
salino se analizé en en plantulas, callos y tuberculos en
cultivares cowerciales de papa (S. tuberosum) y en
especies silvestres. Los resultados sugieren que existen
variaciones en la toleracia a la salinidad y estos se
expresan en obtenidos aspectos en cultivos in vitro e in
vivo. Los datos obtenidos con genotipos silvestres pueden
ser potencialsente aprovechables en programas de
mejoramiento de las variedades establecidas.

Financiado: Fondecyt: Proyecto 0898/88, 0897/88 y
0898/91. The Bristish Council y Direccién de
Investigacion, Universidad de Talca.
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SIMPOSIUM “FUNDACION CHILENA PARA BIOLOGIA CELULAR”

SIMPOSIO: “MANIPULACION DEL DESARROLLO DE ANIMALES
Y PLANTAS CON FINES PRODUCTIVOS”

Coordinadores: Dr. Claudio Barros y Dr. Luis Corcuera

Manipulacién de la Fecundacién en Mamiferos. (Manipulation of
Mammalian Fertilization)

C. Barros, Laboratorio de Embriologfa, Facultad de Ciencias
Bioldgicas, P. Universidad Catélica de Chile.

La fecundacién en mamfferos supone un espermatozoide mévil
para atravesar una cubierta celular, el ciimulo o6foro y debe tener
ademds un acrosoma capaz de reaccionar para atravesar una
f  cubierta acelular, la zona pehicida. Formdndose luego el cigoto por
- la fusién de las membranas gaméticas. Los eventos postfusién
comprenden, ademds de la activacién (ruptura de los grénulos
corticales, eliminacién del segundo polocito y la activacién
metabdlica), la decondensacién de la cromatina para la formacién
de los proniicleos, fundamentales para iniciar ¢l desarrollo. La
barrera que representan la cubiertas se ha podido sobrepasar con la
inyeccion de espermatozoides vivos y capacitados al espacio
perivitelino o bien “taladrando” o “rasgando” la zona pelicida,
- perforaciones a través de las cuales el espermatozoide puede
4 zar la membrana plasmética y fusionarse con el ovocito para
* formar ¢l cigoto.  Este iiltimo también se ha obtenido inyectando,
¢ espermatozoides o niicleos esperméticos al citoplasma ovocitario.
- Sc ha demostrado que al inseminar mediante la inyecién la
frecuencia de anomalfas genéticas no es diferente de aquella de la
fecundacién normal.  Estas metodologfas estan abriendo no solo
nuevos campos de estudio de la problemdtica del desarrollo de
mamiferos sino que adem4s permitirdn aumentar la eficiencia del
fenémeno reproductivo. Otra importante via para aumentar esta
eficiencia y facilitar ¢l manejo genético es la clonacién; la que se
pucde obtener por: a) separacién de los primeros blastémeros o
porciones de mérulas o blastocistos jévenes o por b) transplantes
aucleares la que tiene el potencial de producir un nimero ilimitado
de individuos genéticamente iguales y el mayor clon conocido a la
fecha es el de 11 bovinos nacidos vivos. Progenie con
rendimientos de 1% en cerdo y 1 a 4% en bovinos se han obtenido
: g 9els,t6>s métodos. Fondecyt 749/91 y Fundacién Rockefeller GA
] 1.

The mouse developmental control genes PRD-LIKE and PAX2. Two
Projects, Reported by Westphal, H., Laboratory of Mammalian Genes
and Development, NICHD/NIH, Bethesda, MD, USA.

Prd-like, a novel homeobox gene. Mahon, K.A.*, Hermesz, E.* and
Jamrich, J.**, *LMGD/NICHD /NIH and **DBB/CBER/FDA,
Bethesda, MD USA. A novel murine homeobox gene, prd-like, has been
isolated on the basis of structural similarity with the homeobox of the
Drosophila genes paired and gooseberry. It is the most anterior of all
known homeobox genes. In situ hybridization experiments have shown
that the expression of prd-like in the 7.5 day embryo is confined to the
rostral portion of the primitive ectoderm. Later during
development,transcripts become progressively development, transcripts
become progressively restricted to anterior ectoderm of the headfold. By
day 9.5, expression in selectively observed in Rathke's pouch, the
primordia of the anterior pituitary. Expression at this location continues
through day 12, but id undetectable by 15 days of embryogenesis. This
striking pattern of expression suggests a role of prd-like at earlier stages
. of development suggest a more general function of this gene in defining
anterior structures of the embryo.

Functional analysis of the murine Pax -2 gene product.
Dressler,G.R.,LMGD/NICHD/NIH, Bethesda, MD, USA. The mouse
. paired-box genes were cloned based on their sequence homology with
- Drosophila segmentation genes. Pax 2 a member of the paired-box
. family, is trasiently expressed in the embryonic kidney and neural tube,

suggesting that the protein function during early mesenchymal
[ condensation in the kidney and in neural development. Polyclonal Pax-2
[ antibodies detect two forms of the Pax-2 protein, produced by differential
;' mRNA splicing, in the nuclei of the renal mesenchymal blastema and in
¢ differentiating neurons. In order to identify an in vivo DNA binding site
and a potential target gene of the Pax-2 protein, antibodies were used to
'~ immunoprecipitated intact, Sau3A cleaved chromatin from embryonic
. kidney nuclei. The immunoprecipitated DNA was cloned into a plasmid
" wector, and the inserts were screened in a high resolution gel shift assay,
. wsing immunoaffinity purified Pax-2 protein. A promoter sequence was
f identified that bound Pax-2 and other transcription factors. A gene
F  containing this promoter sequence was cloned from an embryonic kidney
- library. This gene is expressed at high levels in the embryonic kidney.
The nature of this gene and its regulation by Pax-2 is currently under
mvestigation.

MANIPULACION DEL DESARROLLO EN SALMONIDOS.
(Developmental manipulations in salmonids).
DIAZ, N.F.

Departamento de Ciencias Ecolégicas.
Facultad de Ciencias. Universidad de Chile.

En el mejoramiento genético de salménidos de
cultivo, se han desarrollado metodologias que
permiten alterar el curso de algunos eventos
de la gametogénesis o del desarrollo. Los
efectos de esas manipulaciones se aprecian de
inmediato en la constitucién genética de los
individuos tratados y consecuentemente en su
desarrollo posterior.

Describiré las metodologias referidas, su fun—
damento y aplicaciones tecnolégico productivas,
e ilustraré las que hemos desarrollado en
nuestro pais:

1. Aplicacién de agentes fisicos para evitar
la expulsién del segundo polocito. 2. Aplica-
cién de agentes fisicos para evitar la primera
divisién zigética. 3. Irradiacién de gametos
para destruir su material genético.

Estas técnicas permiten obtener individuos
poliploides o partenogenéticos, poblaciones
mososexo, individuos con sexo revertido.

En nuestro grupo de investigacién, trabajando
con trucha arco iris y salmones, aplicamos las
técnicas descritas: estandarizamos la aplica-
cién de choque térmico a ovas postfecundacién
obteniendo individuos triploides y tetraploi-
des; la irradiacién de espermios, cuyo uso ha
permitido obtener individuos ginogenéticos,
que han sido tratados hormonalmente para pro-
ducir neomachos. A través de estos uUltimos es
posible obtener poblaciones todo hembra.
Comentaré las relaciones de estos trabajos con
tépicos de biologia celular y del desarrollo.

Proyectos FONDECYT 1043/90; ANDES C 11001/90.
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SIMPOSIO: “RETORNO DE CIENTIFICOS CHILENOS EN EL EXTRANIJERO”

Coordinador: Luis Izquierdo

Symposium sobre el Retorno de cientificos

Paise en desarrollo donde se cuenta con cientificos que
forman parte activa de la commidad cientifica
internacional, como en el caso de Chile, estan expuestos
a gque éstos migren atraidos por mayores facilidades para
el trabajo de investigacidon y por superiores niveles de
vida cultural y econdmica,

No nos preocupan las estadias fuera del pais de
cientificos en formacién ni los viajes espaciados o
frecuentes, todo 1o cual es necesario para mantener
contacto con cientificos extranjeros. Nuestra
preocupacion se refiere a la emigracidn y al desarraigo.

El problema tiene dos fases: la retencion de cientificos
en el pais y el retorno de los que se han ido, por su
voluntad o contra ella.

En una perspectiva econdmica superficial, retencidén y
retorno pueden parecer alternativas equivalentes, y en
coapetencia, para incrementar nuestra reducida comunidad
de cientificos; pero en un analisis mas profundo se
advierte que son soluciones muy distintas por las
medidas que deberian adoptarse, el plazo en que pueden
surtir efecto, su rendimiento y las expectativas de
éxito,

El tiempo de que disponemos en esta Reunidon de la
Sociedad de Biologia no permitiria analizar
satisfactoriamente ambos problemas y por lo  tanto
dedicaremos éste symposium al RETORNO y en una prdxima
oportunidad no ocuparemos de la retencion.

L

SIMPOSIO: “NUEVAS APROXIMACIONES A LA PRODUCCION BIOLOGICA”

Coordinador: Dr. Bernabé Santelices

BIOTECNOLOGIA Y AGRICULTURA (Biotechnology and
Agriculture). Meza-Basso, L., Hubert, E., S4ez, 1., Theoduloz, C.,

» Parra, C. y Contreras , A.

stituto de Produccién y Sanidad Vegctal Umversxdad Austral de

Chile y Laboratorio de Bioquimica Vegetal, Programa de Biologia
Vegeml Facultad de Recursos Naturales, Universidad de Talca.

Dada la disponibilidad y calidad de los recursos naturales, la
actividad agricola en Chile se desarrolla bajo condiciones
climfiticas y ecolégicas privilegiadas. No obstante, la
productividad de los cultivos se ve afectada por pérdidas severas
debido a factores ambientales adversos de naturaleza biética y
abiética.

La biotecnologfa ha traido consigo la promesa de soluciones
a estos problemas ya que ofrece la posibilidad de identificar,
modificar y transferir de mancra controlada genes para obtener
nuevas variedades con caracterfsticas mejoradas que les permitan
sobrellevar en mejor forma las enfermedades y plagas, las
temperaturas extremas, la escasez de agua, los suelos
excesivamente salinos, etc. Gracias a esta revolucién tecnol6gica
que involucra a todas las ciencias biolégicas, se nos brindan
posibilidades de subsanar adem4s muchos de los impedimentos de
expansién y mejoramiento en la productividad agricola, sobre todo
en las-dreas marginales en donde las condiciones ambientales por lo
general son adversas en cuanto a la calidad de los suelos. La
aplicacién de estas técnicas permitird en el futuro cumplir el
objetivo final de cualquier plan de fitomejoramiento de cultivos.

En relacién a esta 4rea del conocimiento, se presentan
resultados de investigacién bdsica realizados en nuestro laboratorio
acerca del control de ciertas enfermedades virales y c6mo abordar
el control de insectos apoyado en la biotecnologfa, asi como
también, estudios del efecto salino y el de las temperaturas bajas
sobre ciertos cultivos de interés agricola.

Financiado: FNC 0898/88, FNC 0880/88, FNC 0128/91, PNUD
RLA 83/003. Consejo Britdnico y Direccién de Investigaci6n,
Universidad de Talca.

ECOPHYSIOLOGICAL BOTTLENECKS IN TANK CULTURE
OF THE SEAWEED Chondrus crispus (RHODOPHYTA).

Craigie, J., Shacklock. P. and Staples, L. Institute for Marine
Biosciences, National Research Council, Halifax, Canada.

Biomass production results from the appropriate combination
of energy, nutrients and organism under conditions favourable for
growth. Rapid loss of growth occurs in tank cultured Chondrus
when seawater is improperly supplied with C, N, P and Fe.
Examples of the performance of this alga will be used to show how
some limitations can be corrected.

Ultimately, success in aquaculture depends upon obtaining
strains having characteristics that arc compatible with the culture
system. The original C. crispus selected for cultivation was a male,
clone T4. Subsequent selections yielded clones such as BH-H,
female and BH-D, a sporophyte that has been used for the
commercial production of lambda carrageenan. The screening
procedure developed to isolate fastgrowing strains will be
illustrated using data obtained with a highly productive new female
clone, H-3.

C. crispus grown in our outdoor tanks responds linearly to
irradiance. Photosynthetic efficiencies based on carbon conversion
and total irradiance data have been calculated at 2.3% for a three
month summer period, and 1.76% on an annual basis.
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MODELLING THE IMPACT OF LAND TRANSFORMATION

AND PRIMARY PRODUCTIVITY SYSTEMS ON

ECOSYSTEM SUSTAINABILITY. Prado, C., Depto. de

gﬂdogia, Fac. de Ciencias Bioldgicas, P. Universidad Catélica de
e.

The pri synthesis of dry matter is accomplished through
the photosynthetic activities of green plants. While great deal has
been learned about the capabilities of individual leaves to
assimilate carbon under controlled conditions, much less is known
about the rate and efficiency of this process as it applies to plant
communities or ecosystems. However, as natural landscapes are
being transformed, a predictive understanding of the potential
response of ecosystem productivity and sustainability is required.
The complexity of factors influencing productivity are directly
affected by transfers of materials across ecosystem boundaries
which vary temporally with climate, spatial heterogeneity and in
response to disturbance. This spatial and temporal variability
requires scaling up of information from the site to the lan
which may be feasible using simulation models. At the site level,
modelling is an important tool that can be useful for: studying the
interactions of specific processes and perturbations; direct
experimental rescarch in areas of insufficient understanding;
organizing results and findings of various studies; and as a complex
and comprehensive bookkeeping facility of known relationships
and processes as new understanding evolve. At the landscape
level, modeling goals are to examine relationships between intra
and intersite processes to gain an understanding of the mechanisms
underlying these responses. In order to forecast landscape
productivity and sustainability three major tasks should be
addressed: (1) to describe processes which occur at specific
locations on the landscape; (2) to characterize transport of energy
and materials between locations and (3) to interface local transport
processes in a landscape framework. The future directions in
modelling should focus on hierarchical models in order to account
for different levels of time and space scales to simulate ecosystem
and landscape dynamics.
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INTEGRATED AQUACULTURE FOR INCREASED
PRODUCTION AND ENVIRONMENTAL IMPROVEMENT.
Kautsky. N. Department of Systems Ecology, Stockholm
University, S-10691 Stockholm, Sweden.

Aquaculture is usually practised as large monocultures and
implies that man manipulates natural ecosystem processes and
redirects energy flows in order to increase production of some
demanded species. Like all monocultures, large scale aquaculture
will usually result in negative environmental impacts.

* However, cultivation of scaweeds, mussels and fish take
place on different trophic levels and put entirely different demands
on the environment, and also affect the ecosystem in completely
different, or even opposite ways.

By using ecological engineering principles, these cultures
can be integrated, resulting in an ecologically more complete
system of cultivations, that more resembles natural ecosystems
where nutrients and waste products are not accumulated but are
instead recycled and used as a resource in the cultivation area.

The ecological resource requirements, and the generated
wastes and environmental impacts of seaweed culturing, long-line
mussel rearing, and salmon cage-farming in coastal waters will be

and basic ecological engineering principles are discussed
by a comparison of conventional throughput-based monocultures
with an integrated recycling-based culturing system of seaweeds,
mussels, and salmon.
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EL ANTIGENO DE 90 kDa DE FORMAS METACICLICAS DE T.l"y-
panosoma crusi. (90 kba antigen of metaciclic forms
of Trypanosoma cruzi). GonzSlez, J1. y Yoshida, N2.
1. Grupo de Parasitologfa, Universidad de Antofagas-
ta, BAntofagasta Chile. 2. Disciplina de Parasitolo
gfa, Escola Paulista de Medicina, Sao Paulo Brasil.
(Patrocinio: B. Glmez-Silva).

El anticuerpo monoclonal 1G7 reconoce al antfgeno de
90 kDa de las formas metacfclicas de T. cruati.

Este anticuerpc monoclonal 1G7 y sus fragmentos Fab
son capaces de bloquear la invasifn de células Vero por
formas metaciclicas de I'. crusi (cepas G y Tulahuen), y
también opsonizar, aumentando en 6 & 7 veces la endo-
citosis del parfsito por los macrSfagos peritoneales de
ratén. Ko obstante el desarrollo intracelular del par§
sito en células fagocfticas resulta interferido, obser-
véndose una significativa reduccién de la densidad para
sitaria en el perfodo de 72 horas, lo cual es mis evi-
dente en el caso de la cepa G.

lLos estudios de proteccidn de ratones con antfgenc de
90 kDa purificado, mostraron que mis del 80% de los ra-
tones inmunizados con 4 dbeis de antfgeno de 90 kba e
hidréxido de aluminio como adyuvante, resisten la infec
cién aguda, desarrollando parasitemias bajas o subpaten
tes. Los sueros de estos animales, lisaron tripomasti-
gotes metacfclicos de las cepas G y Tulahuen en presen
cia de complemento e inhibieron la invasifn de c€lulas
Vero por tripomastigotes de T. cruzi.

Estos sueros, inhibieron 1la ligasén del anticuerpo
1G? a la glicoprotefna de 90 kDa, indicando que contie-
nen anticuerpos que compiten con 1G7 por un mismo sitio
topogr&ficamente relacionado .en la molécula de 90 kDa.

Estos datos, m&s la observacisn de que macrSfagos pe-
ritoneales de ratones inmunizados con antfgeno de 90
kDa inhiben el desarrollo intracelular de T. crusi, su-
gieren que en la immunidad inducida por el antfgeno de
90 kDa, los anticuerpos relacionados con el anticuerpo
monoclonal 1G7, junto a las c&lulas fagoc{ticas, podrfan
actuar en el control de la proliferacién del par&sito.

I

BL ACIDO GLUTAMICO ESTIMULA LA LIBERACION DEL ACIDO
GAMMA-AMINO BUTIRICO, EN EL CUERPO ESTRIADO. 85TUDIO IN
VIVO, MEDIANTE LA TECNICA DE MICRODIALISIS. (Glutamic acid
stimulates gamma-amino-butiric acid release from corpus striatum,
In vivg study by microdialysis).

r t Andr n . Lab,
Farmacologia-Bioquimica, Facultad de Ciencias Biologicas, P.
Universidad Catblica de Chile.

El cuerpo estriado (CE) estructura subcortical del SNC, juega un
importante rol en el control de los movimientos voluntarios. El CE
recibe una importante aferencia desde la corteza de caricter
excitatorio, cuyo neurotransmisor es el 4cido glutimico y/o
aspirtico. Ademis, el CE presenta una extensa distribucion de
neuronas gabaergicas, algunas de proyeccién y otras interneurcnas.

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar la liberacion de GABA
in vivo y su posible modulacién por el sistema glutamatérgico, a
nivel del CE.

Usando la técnica de microdidlisis jn vivo en ¢l CE, se caracterizo
la liberacién de GABA, en ratas anestesiadas y ademds, se estudié
el efecto de 1a infusion del dcido glutimico sobre el eflujo basal de
GABA. Sondas de microdidlisis fueron implantadas unilateralmente
en el CE derecho y perfundidas a 2 ul/min. El GABA fue
cuantificado por HPLC acoplado a deteccion fluorométrica. La
infusion con altas concentraciones de K+ (55-70 mM) indujo un
aumento en ¢l efluio de GABA; la omision de Ca+2 del medio de
perfusién, concomitante a un aumento del Mg+2 redujo
significativamente el eflujo inducido por K+ 55 mM. La pefusisn con
dcido glutdmico (1-2 mM) aumentd significativamente el eflujo de
GABA. Este efecto fue revertido por CNQX, antagonista
competitivo de las receptores tipo quisquilico/kainico de
aminddcidos excitatorios.

Estos resultados sugieren que el sistema glutamatérgico modula
1a liberacitn de GABA en el CE de la rata.

(Apoyado par Proyecto FONDECYT 744/90)

II

EL EFECTO INHIBITORIO DEL NEUROPEPTIDO Y (NPY)
SOBRE LA NEUROTRANSMISION DEL CONDUCTO DEFEREN-
TE (CDJ ES MODULADO POR LA EDAD Y EL ESTADO
HORMONAL DE LA RATA. (Age and castration modu-
late the inhibitory action of NPY on neuro-
transmission in the rat vas deferens). Marcela
Bitran. Unidad de Regulacién Neurchumoral, Fa-
cultad de Ciencias Biol&gicas, P. Universidad
Cat6lica de Chile. (Patrocinio: J.P. Huidobro-
Toro) .

Para determinar si la accién inhibitoria del
NPY sobre la neurotransmisién del CD es regula-
da por el estado endocrino del animal, estudia-
mos la accién de NPY sobre la contraccién neuro
génica del CD de ratas de distintas edades post
natales y de ratas adultas castradas y castra-
das tratadas con Testosterona (T). El CD se
seccion6 en sus mitades epididimarias (E) y
prostdticas (P), en las que se estudif: a) Con-
tracci6én muscular inducida por estfmulo eléctri
co (0.15 Hz, 70V, 1ms) en ausencia o presencia
de NPY. b) Contenido tisular de NPY. La poten-
cia de NPY para inhibir la contraccisn neurogé-
nica en E disminuye con la edad, siendo 20 ve-
ces menor en la rata adulta (ICg5q > 1000 nM)
que en la de 26 dfas (IC50 42 nM). La sensibi-
lidad de P a NPY no cambia marcadamente con la
edad. Los niveles circulantes de T en animales
de 26 dfas son significativamente menores que
los de animales adultos. La castracifn reduce
el contenido de NPY en E y P; no modifica la
sensibilidad a NPY en P, aument&ndola en E (IC
38 nM). La administracién de T revierte los
cambios de sensibilidad a NPY producidos por la
castracién. En consecuencia, la accién de NPY
sobre las neuronas simpdticas del CD es regula-
da por el estado hormonal, el que afecta dife-
rencialmente los extremos E y P.

Proyecto FONDECYT 0767/90 y 0748/91.

v

INTERACCIONES MACROMOLECULARES ESPECIFICAS ENTRE TAU Y
EL SISTEMA DE LOS MICROTUBULOS (Specific macromolecular
interactions between Tau and the microtubule system).
Farias, G,A,, Vial, C. y Maccioni, R.B. Departamento de
Biologfa, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile y
Centro Int. del Cancer y Biologfa del Desarrollo (ICC)
La protefna Tau asociada a microtGbulos contiene
tres secuencias repetitivas a nivel de la regién C-
terminal, homélogas a las encontradas en 1la protefna
asociada MAP-2. Investigamos los aspectos estructurales
y funcionales de los dominios de Tau involucrados en su
interaccién con microtdbulos, su naturaleza antigénica
y el papel de las secuencias repetitivas de Tau en esta
interaccién. Los péptidos sintéticos V187-G204 y yzis-
G235, que representan las dos primeras secuencias
repetitivas, promovian el ensamblaje de tubulina,
proceso dependiente de 1la concentracién. Un menor
efecto se observé con el fragmento V250-G287, tog
péptidos de Tau competian por 1a incorporacién de MAP-2
a microtdbulos. Experimentos de espectroscopfa de
fluorescencia revelaron un efecto perturbador de los
péptidos de Tau sobre la fluorescencia del fragmento 8-
11(422-434) del dominio de tubulina para 1la unitn de
Tau. La especificidad de la uni6n fue confirmada por la
interaccién de Tau y de péptidos de Tau con el
anticuerpo monoclonal anti-idiotipico MTB6., 22.
Experimentos de inmunotransferencia confirmaron 1la
interaccién de Tau con este anticuerpo que reconoce un
epitopo en el dominio funcional de Tau. Los estudios
demostraron: (a) Que péptidos de Tau reconocidos por el
anticuerpo monoclonal contienen los principales
determinantes antigénicos en los dominios de uni6n de
Tau; (b) Que Tau y MAP-2 comparten determinantes
antigénicos comunes a nivel de sus sitios de uni6n a
tubulina. Los resultados apoyan la hipStesis que la
regién definida por las secuencias repetitivas de Tau y
MAP-2 est4 involucrada en la interaccién de estas MAPs
con el sistema microtubular (Financiado por Conicyt
(Proy.186/90) y "Council for Tobacco Research, USA").
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SECUENCIACION Y ANALISIS ESTRUCTURAL DE LOS
GENES QUE CODIFICAN PARA RIBULOSA 1, 5-BI SFOSFATO
CARBOXILASA/OXIGENASA (RuBisCO) DE Thiobacillus

ferrooxidans. (Sequencing and structural
analysis of the genes encoding for Ribulose 1,5-
bistostate carboxylase/oxygenase from

T.ferroxidsns).Victor Pulgar y Eugenia Jedlicki.
Depto. de Bioquimica, Facultad de Medicina, U.
de Chile.

El Thiobscillus (ferrooxidans participa en el
proceso de biolixiviacidn de minerales. Es una
bacteria antétrofa y quimiolitotréfica que fija
€COs atmostérico en una reaccién catalizada por
1a RuBisCO. Se presentan los resultados de la
secuenciacién y caracterizacidén estructural de
los genes que codifican para la subunidad mayor
(rdcL) y menor (rbcs) de RuBisCO de
T.ferrooxidans. A partir de un plasmido
recombinante (pRB-1), por anhlisis de
restriccidén e hibridacién, se determiné los
fragmentos adecuados para ser subclonados en un
derivado del fago M13 y secuenciados por el
método de Sanger. La regién secuenciada fué de
2228 nucledtidos. rbdcl de 1422 nucledtidos y
rbes de 357 nuclebdtidos, codifican para
polipéptidos de 473 Yy 118 aminoicidos
roespoct ivamentc. Las proteinas Rbcl y RbcS de
T.ferrooxidans muestran entre un 90 a un 55% y
wn 72 a un 58% de similitud respectivamente con
RuBisCO de otras bacterias. En las secuenclias
aminoacidicas deducidas de ambas subunidades se
encuentran los residuos (altamente conservados
en otras especies) que participan en 1a
cathlisis y en el ensamble del
oligémero.(Financiado por PNUD/ONUDI)

v

METABOLISMO MAXIMO, HIPOXIA Y DISTRIBUCION
ALTITUDINAL: UN  ESTUDIO INTRAESPECIFICO.
(Maximuam metabolic rate, hypoxia and
altitudinal distribution: an intraspecific
study). Novoa, F.F., y Rosenmann, M. Depto.
Cs. Ecolégicas, Fac. Ciencias, U. de Chile.

Muchas evidencias indican que las aves
pueden volar y vivir en ambientes de altura.
Un alto gasto energético resultado del vuelo
y de las bajas temperaturas, debe ser 1la
situacién en la cual las aves se enfrentan a
la hipoxia de estos ambientes. El objetivo de
este trabajo es establecer 1la respuesta
metabélica méxima de una especie de
paseriforme frente a una disminucién del pO2.
Se intentarad correlacionar esta respuesta con
su distribucién altitudinal.

Se estudiaron cuatro poblaciones de
Zonotrichia capensis distribuidas entre 200 y
3500 m.s.n.m. Las mediciones de metabolismo
médximo e hipoxia se realizaron en camaras de
bronce conectadas a un respirdémetro de
circuito cerrado, utilizando el método de He-
02 y a 3 diferentes pOz: 160, 106 y 85 Torr.

La respuesta metabdlica de todos los
individuos estudiados fue cuantitativamente
la misma. Sélo existid disminucién metabdlica
en la condicidén de mayor hipoxia (85 Torr).

A nivel intraespecifico, la resistencia
a la hipoxia en las aves no se relaciona
con su distribucidn altitudinal. Las
poblaciones de altura no mostraron
disminucién metabdlica en p0Oz ambientales
carcanos a los existentes en sus lugares de
captura.

Finaciado por FONDECYT 0841/91 y DTI N
2594. FF Novoa es becario de Fundacién Andes.

Vi

DETERMINANTES DE VARIABLES TERMICAS Y
ENERGETICAS EN  REPTILES CONGENERICOS:
IMPORTANCIA DEL NIVEL DE ANALISIS.
(Determinants of thermal and energetic
variables in congeneric lizards:
consequences of the analysis level). Labra,
A. Depto de Cs. Ecolégicas, Universidad
de Chile. (Patrocinio: M. Rosenmann).

En ectotermos, temperatura corporal y

metabolismo son las variables mas
relevantes, pues modulan los presupuestos de
energia calérica y alimentaria. Los

determinantes fundamentales propuestos para
explicar tales variables son: filogenia ¥y
ecologia.

En este trabajo, se analizé el rol del
ambiente térmico, en las variables
mencionadas (y otras de la biologia térmica
y energética), en dos especies de lagartos
del género Pristidactylus, que difieren
marcadamente en las condiciones térmicas
naturales.

Los resultados indican que las variables
centrales mencionadas son conservadas. Sin
embargo, las variables asociadas a éstas se
modifican, siguiendo los patrones esperados
segiin las condiciones ecolégicas.

Se concluye que filogenia y ecologia,
s6lo son los limites de un continuo; y que
los resultados a obtener, dependen del nivel
de analisis, es decir tipo de variable a
estudiar, y 1la relevancia de ésta como
reguladora fundamental.

Este trabajo fue financiado por los
proyectos: FONDECYT 91-0842 v Beca
Postgrado 41-0%1 (U. Chile).

VIII

CONDUCTAS DE FORRAJEO EN ROEDORES:
COMPARACIONES INTERFENOTIPICAS. (Foraging
behavior of rodenta: interphenotypic
comparisons). Rodriqo A. V4squegz. Depto. de
Ciencias Ecolégicas, Fac. de Cienciaa, Univ.
de Chile. (Patrocinio: J. A. Simonetti).

El temafio corporel y el tipo de locomocién
deterasinarien la eficiencia de alimentacién
de roedores bajo distintes condiciones de
diatribucién especial del alimento y riesgo
de depredacién. Lea explicaciones para leas
conductaa de obtencién de elimento han aido
derivadaa, de mado casai exclusivo, & partir
de roedores heterémidas (cuadrdpedoa-
pequefios y bipedos-grandea), careciéndose de
evidencia reapecto a la conducta de otroe
grupos de rcedorea con fenotipos distintos.

En arenas de experimentacién se manipulé la
oferta de alimento y se aimularon distintas
condiciones de riesgo de depredacién. Se
compararon dos especies cuadripedaa de
tamafio corporal grande (Phyllotia darwini) y
pequefio (Akodon clivaceys), y una especie
paquefia con tendencia al bipedaliamo
(Oryzomys longicaudatusg)>. Ninguna especie
presenté diferencias en su obtencién de
alimanto ante diatintas distribucionea de
éste. P. darwini presenté las conductas de
alimentacién més cautelosas, disminuyendo su
conauso de alimento ante aumentos del rieago
de depredacién. Q. longicaudatus no moatré
diferencias entre condiciones de bajo y alto
rieago de depredacién. Loa fenotipos grendes
y cuadrdpedoa deterainarian una mayor
vulnerabilidad a la depredacién.

(FONDECYT 847-89 y DTI 2596-9044).
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IX

EFECTOS DE LA DISTANCIA ENTRE PARENTALES
SOBRE EL ESPACIAMIENTO ENTRE PARENTALES Y
RECLUTAS (Effecta of distance between parent
plante on the espacing relationshipa among
parente and recruite). Bustamante R. O.
Departamento de Ciencjias Ecoclégicas,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

Se propone un modelo gr&fico de
reclutamiento poblacional que explora las
coneecuenciae de incorporar 1la distancia
entre parentalea eobre el espaciamiento
entre plantas madres y sues reclutas, en
preesencia y en aueencia de granivoros.

Eate modelo predice gue cuando lae
plantae madres eetén muy alejadae entre &1,
loe granivoros pueden afectar eate

espaciamiento, perc que a distanciae muy
cercanae, eetos organiemos son irrelevantes.

Loa supueaton del modelo y sus
predicciones aon contrastadae
experimentalmente con X alba,
eapecie de Arbol perteneciente al matorral
centro-chileno.

(Trabajo financiado por FONDECYT 847/ 89)
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F ACCIONES ANTIARRITMICAS Y CARDIOINHIBITORIAS DE UN DIALI

ZADO DE AJO EN AURICULAS AISLADAS DE RATA. (Antiarritmic

and cardioinhibitory effects of garlic (Allium sativum)
dlalysate on rat atria).

N Martin, L. Bardisa, C. Panto-

ja, R. Romdn, M. Vargas y P Quezad Departamento de

armacologfa,Facultad de Clencxas B101691cas y de Recur -

S0S Naturales Universidad de Concepcién.

Para estudiar los efectos de un dializado de ajo sobre
la actividad cardfaca se administré éste en dosis cre -
cientes a preparaciones separadas de aurfculas aisladas
de rata. La aurfcula izquierda fue estimulada eléctrica-
mente y la tensi6n desarrollada registrada mediante un
transductor FT-03 conectado a un Grass 79B. La frecuen -
cia de la aurfcula derecha que latia esponténeamente fue
registrada en un Harvard 350.

La administracién simulténea de dosis acumulativas del
dializado de ajo (0.1 a 3.5 mg/ml) a ambas auriculas,
produjo efectos in6tropos negativos y bradicardia en for
ma dosis-dependiente,respectivamente.La DIsg para_la tel
si6n fue de 1.54 mg/ml y para la frecuencia de 0.74
mg/ml. En otro grupo de experimentos,la auricula izquier
da a la que se indujo una arritmia ectépica,retorné pro-
gresivamente al ritmo eléctricamente generado,después de
la administracién en el bafio de dosis crecientes del dia
lizado de ajo. La arritmia desencadenada en la aurfcula
derecha por el isoproterenol (10-5M)fue también corregi-
da por esta met6dica.Cuando ambas preparaciones fueron
incubadas previamente por 5 min con una concentracién de
0.920 mg/ml de dializado,la administracion de la dosis
del isoproterenol que inducfa la arritmia fue ineficaz
para producirla.

Del presente estudio se concluye que este dializado de
ajo presenta propiedades depresoras tanto sobre la ten -
sién desarrollada por la aurfcula izquierda de rata como

sobre la frecuencia esponténea de la aurfcula derecha.Es

te compuesto presenta ademis en este preparaci6n una ac-
tividad antiarrftmica tanto preventiva como curativa.

Proyectos: Fondecyt 89-524;D.1.(U.de C.}. 20.33.51.
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AISLAMIENTO DE TRANSFORMANTES INVASORES A PARTIR DE DETECCION DE LA ENFERMEDAD BACTERIANA DEL RINON

UNA GENOTECA DE Renibacteri inarum . (Isolation of invasi MEDIANTE HIBRIDACION in situ. (Bacterial kidney discase detection by

------- from a g library of Renibacteri Imonis ).
Maukén, N, ArutiD. Poblete,A. Instituto de Bioquimica, Facultad de
Ciencias, Universidad Austral de Chile, Valdivia. (Patrocinio: G.Leén).

La enfermedad bacteriana del rifién (Bacterial kidney disease, BKI)),

in situ hybridization). Etchegaray,J.P,, Martinez,M.A., Letn G. Instituto de
Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad Austral de Chile, Valdivia.

caracteriza entre otros aspectos, porque ¢l agente causal, Renib

Imoni , €5 un patig lular. Se conoce una gran varicdad de
mlcroorganumos que pcnc!rmysobrmvendentro de la célula huésped.
Estudios rel han do a bl lasbases
genéticas y molecul que median la invasividad de alg p

bacterianas, habiéndose identificado protefnas codificadas por el g

En lab ! 6 tressondasespedﬁcasqucteptesemn
que duunguen al de Renib
microorganismo bl deh fi d ‘baacnnnldelnibn(BlG))

enespeuesuhnm(deu.Aﬁndeopummrunnstemdehibﬂdauénmsm
para la identificacién de ias de DNA de R.salmoni sc utilizd
Iumdumnuduconfotobwtmenenend:dosdedmuntascepu

Ascgurada la absoluta especificidad de las sondas frente a

bacteriano que determinan su capacidad invasora. Ea el caso del agente
causal de BKD, estos son aGn d idos. En este trabajo sc
ptimiz6 un test de invasividad para R.salmoni en cultivo en monocapa
de células CHSE. hldenhﬁcauéndelabmemenelmtenordehscélulu
se realiz6 por medio de 1a técnica de i fl directa, utilizando
pnrlcllounanﬂsuerodewnqoanuk.:ahnonmmm como primer
po y como segund icuerpo se usé anti IgG de concjo hecho en
cabra conjugado con FITC. Paralelamente, culuvos de cflulas CHSE
mfeuadas fucron fijadas para mi P L, lo que
la ubicaciba i lular de la bacteria. Con o
objcto de ldenuﬁcar algﬁn(os) b (s) que putati
ble(s) de la  capacidad mvasou de
R.salmoninarum, sc uulwé el mismo tipo de enmsayo con !

Rsalmoninarum, sc utilizd una de cllas, ((MAM29) en cnsayos de
hibridacién con didos de tcjido renal pmvementedesalmonu
cafermos de BKD. Estos habfan sido diagnosticad I y
confirmados por la técnica de inmunoflurescencia indirecta (IFAT). Sin
embargo, 1a hibridacién molecular confirmé6 su mayor sensibilidad, ya que
muestras de tejido renal de salmén, utilizadas como control negativo, no
s6lo mediante la tincién de Gram, sino también por IFAT, resultaron
positivas por ¢l método de hibridacién in situ. En razén del pequeiio tamaiio
de las sccuencias Ginicas (la mayor de 154pb), sc utiliz6 dos de cllas como
mds(pMAMBprAMTDwnlsmluwlopélidn alrededor de
20 clones cspecificos més gnndet, a partir de una genoteca de

transformantes (E.coli HB101) de una genoteca de cste mcroorgamsmo
construida en pBR322. En este caso la identificacién de las bacterias
intracelulares por IFAT, se realizé utilizando como primer antiaserpo 1sG

PCR.Pmello,enmpnmeneupa,uhnulmdoeldoanAMZQ del
cual s¢ cuenta con los dos oligonucle6tid Al sc ha
opummdohmcuandemphﬁuaéndelmsenodek.mbnonmamn

ido en el DNA de pMAM?29. Por otra parte, yenformnptehmmr
utilizando altas cantidades de DNA de la bacteria, se ha lograd la
amplificacion del mismo segmento gémico. Los mulmdos obtenidos

de conejo anti E.coli HB101. De hs mezclas put:uvamente s
6 cada formante en experi di de invasividad .
De éstos, se ha seleccionado al menos diez bi que tendri;
secucnaa(s) génica(s) del agente causal de BKD p idas en
. Actual se estd reali de mi " g a

d que este procedimiento podré servir no s6lo como instrumeato
mpleptnhenfemedadbmenmdelnﬁbn,mumhén

clectrénica de transmisi6n, a fin de confirmar su ubicacién mtncelular
(Financiado por Proy Fondecyt 120/89 y por DIC-UACH).

i6n de i dores de Ia patologfa, (Financiado por

punh‘

Proyecto Fondecyt 120/89., por IFS 1779-1y por la DIC-UACH)
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ACTIVIDAD RNA POLIMERASICA EN HEPATOCITOS DE CARPA

221
Induccién de vitclogeaina y receptores hepticos de estrégeno durante la

ACLIMATIZADAS A INVIERNO. (RNA polymerase activity in hepatocy
of winter limatized carp). Ni b L., Vera,M.I, KrauskopfM.

limatizacién de Cyprinus carpio.(Vil and
P during the acclimatization of C}pnnus carpio) 1. Hernandez, M

Instituto de Bioqufmica, Facultad de Clencias, Universidad Austral de Chile

Anteriormente hemos demostrado que existen notables diferencias en la
citoarquitectura de las células hepiticas de carpas aclimatizadas a verano ¢
invierno. Eatre ellas, el nucléolo de hepatocitos de peces adaptados a invierno

p €on sus comp isgregados mientras que en verano se observan
ent lados. Esta sil junto con una disminucién en la cantidad de
RNA ribosomal en la estaci6n invernal, nos ha llevado a postular que la

Concha, R. Pessot*, and R. Amthauer. Instituto de Bioquimica and Instituto
de Economfa Agraria®, Universidad Austral de Chile, Valdivia, Chile.

La carpa (C. carpio) , como todos los ectotermos , ha desarrollado complejas
P p ias a los bios de su habitat. Ciclicamente debe
dap a las fsticas fisicas de cada estaci6n, ie. temperatura y

fotoperiodo, para lo cual sc reprograma tanto molecularmente como
fisiologicamente. Hemos postulado quc h adaptacxén reversible que

transcnpuﬁn de rRNA estarfa regulada como parte de una respuesta caracteriza al proceso de acli p ciones en la
ia a los cambi ionales que experimenta el medio ambiente expresion génica .
de este ectotermo euritermal. En la basqueda de productos de transcnpclon regulados por RNA pol II que,
La primera etapa del presente trabajo ha tenido por objeto la determinacién por estar idos a control i puedan servir de modelo para
de la actividad RNA polimer4sica en ncl islados de hepatocitos de carpas estudmrlanaturaleu lecular de su regulacié i la inducci6
aclimatizadas a invierno. Se prep leos de hepatocitos y se reali de vitelog: por bet: di ‘cncarpasmacho,tantocnmwcmowmo
experimentos de transcripci6n. La actividad se midi6 como incorporacién de en verano. Los resultados ot d an que la p se induce
*H-UTP en material 4cido insoluble. Se determiné  actividlad RNA pr en peces aclimatizados a la i6n célida, yque en cambio, las
polimerssica total y aquella atribuible a RNA pol I (insensible a alfa- carpas de invierno ial no responden a la inducci6n. Es de interés

amanitina). Los ensayos se realizaron a 10 y 20°C, que corresponden a las
temperaturas del agua en invierno y verano, respectivamente.

Los resultados indican que un incremento de 10°C en la temperatura de
ensayo, aumenta Ja velocidad inicial de la actividad RNA polimerisica total
(Q,,=3,1). No fue posible medir velocidad inicial en la actividad de la pol I, ya
que répidamente (30 seg) la enzima alcanzé su maxi locidad, sin
diferencias significativas entre las medidas a 10 y 20°C. Este Itad

que las carpas aclimatadas a temperaturas bajas con un fotoperfodo de 12 h
responden débilmente (en cerca de tres semanas posterior a la induccién).
Para explicarnos estc hall que la diferencia detectada
pudiera tener su origen en la capacldad de la hormona para unirse a sus
ptores o en la idad de éstos, por un control de su expresion, Al
mvesuyr los receptores hepéticos de beta estradiol, en ambas, carpas
a invierno y verano, ldenuﬁcamos alglmas diferencias

indicarfa que la RNA pol I que estd "unida” a DNA ribosomal terminarfa de
elongar cadenas cuya transcripcion habia do antes del aislami de
los nficleos y que estos de el i6n serfan durante la
estaci6n invernal, lo que significarfa que la canudad de enzima "unida” a DNA
serfa muy baja. (FONDECYT 0007/90, 905/91, DI UACH $-90-15).
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RNA EN EL NUCLEO DE ESPERMATOZOIDE DE DISTINTOS
ORGANISMOS. EVIDENCIA DE snRNP NATIVOS.(RNA in
the sperm nucleus of different organisms.
Evidence for native snRNP).Deldado, F. y

de Chile. (Patrocinio: Luis 0. Burzio).

Experimentos in vivo de incorporacién de 3H-
uridina en testiculo de rata demostraron que los
RNA gque se encuentran en el nfcleo de
espermatozoide habrian sido sintetizados
probablemente antes de 1la segunda divisién
meidtica. Andlisis electroforético del RMNA
marcado extraido de espermatozoides, presenté
bandas discretas que migraron como Con
el objeto de demostrar la universalidad de este
hallazgo se extrajo RNA de espermatozoides de
distintos organismos, entre ellos: mamiferos,
aves, peces, moluscos, etc. Andlisis
electroforétlco de dichos RNAs mostré perfiles
similares. En el caso de espermatozoides de
moluscos se demostré por andlisis de "Northern
blot" la presencia de al menos RNAs U5 y U6.
Mediante el uso de anticuerpos anti-Sm de
pacientes con lupus eritematoso, se demostré por
andlisis de "Western blot", la presencia de
algunas proteinas asociadas a los RNAs en los
organismos ya citados.

Se disefi6 ademés una estrategia para demostrar
que los U-RNAs y las proteinas asociadas estén
formando complejos snRNP nativos en el nfcleo de
espermatozoide. Los complejos ribonucleoproteicos
separados por electroforesis nativa en una
primera dimensién confirmaron la presencia de U-
RNAs y las proteinas asociadas por andlisis de
"Northern blot" y "Western blot" en una

dimensién, respectivamente. Se discutird 1la
importancia de la existencia de estos complejos
en el espermatozoide. (DID-UACH, FONDECYT 0063-
90, STIFTUNG VOLKSWAGENWERK I- 65 516 ).

significativas en la K¢ tanto en P como citoplasmiticos al
ser tratados con la hormona. Actualmente sc est4 realizando un anilisis
exhaustivo desde el punto de vista estadfstico para interpretar las variables
identificadas en cuanto a Ky y nGmero de receptores en ambos
compammlentos celulares, en peces tratados con la hormona y sus controles
cor (Financiado por FONDECYT 905/91, DIC-UACh y

P

OEA).
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RNA (3= MICROGLOEUL INA EN NUCLED DE
ESPERMATUZOIDE DE RATON Y SUJ POSIBLE ROL EN
EMBRIOGENESIS TEMPRANA. (32 Microglobulin RNA in
the sperm head and possible function in
early embryogenesis in mouse) . LERAM, y
Zamora, P. Y BURZIO, L.0. Instituto de
Bioquimica, Facultad de Ciencias, Universidad
Austral de Chile.

El momentc en que ocurre la expresién de

. alelos paternos, provee  una herramienta

experimental para estimar la expresién del genoma
embrionaric. Es asi como se determind que en
ratén una variante de f3= microglobulina (B2 m)
de origen paternc se expresa al estado de dos
células.

Nuestro laboratoric ha demostrado la
presencia de RNA de altc pesoc molecular en el
nicleo de espermatozoide y ha postulado la  idea
que el gameto aportaria al cigota "RNA paterno”.

Se aislé RNA de espermatozoide de ratén y, por
andlisis de “"Northern blot” con uma sonda
oligoniclectidica de S0 MER complementaria a
parte del exén 2 del ANA mensajero de B2 m, se
demostrd la presencia de una o dos especies de
RNA cuyos tamaros fluctian entre 800  y 1000
nucledtideos.

ta .localizacién del RNA de Bz m en el niclec del
espermatozocide vy en cigoto al estade de dos
pronicleos en ratén se llevé a cabo mediante
hibridacién in situa en cortes congelados de
testiculo y en cortes de cigoto con Digoxigenina
11-dUTP. (DID-UACH, FONDECYT CO63-30 Y STIFUNG
WOLKSWAGENWERK I-65 S516).
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LOCALIZACION DE U-RNA Y ANTIGENOS SM EN EL NUCLED
. DE ESPERMATOZOIDE Y EN CIGOTO AL ESTADO DE 2
PRONUCLEDS (Localization of U-RNA and Sm antigens
in the sperm mucleus and fertilized zygote with
both prormucleid.
# SOHROEDER, R. BRITO, M. Y SMOLINARI, E. ** I.
BIOGJIMICA, * I, EMERIOLOGIA  UNIVERSIDAD
AUSTRAL. DE CHILE. (PATROCINIO: I.I. CONCHA).

Nuestro laboratorico ha demcstrado la presencia de
RA en el niclec de espermatozoide. Andlisis
electroforéticc de RNA total revelé bandas con
movilidades semejantes a U-RNAS extraidos de
células Hela. Andlisis de "Northern blot" con
sondas oligonuclectidicas marcadas con [x - ®2P]-
dCTP en el extremc 3' vevelé la presencia de
aguellos U-RNAs implicadcs en el procesamiento
de transcritos primarios (U1, Uz, LK, US, U6).

La localizacién inequivoca de estos U-RNAs en el
nicleo de espermatozoide se llevé a cabo por
histoquimica de hibridacién in situ en frotis
de espermatozoides y en cortes congelados de
testiculo por medio de sondas oligonucleotidicas
(anti-sense sense) marcadas con Digoxigenina
11-dTP y en forma paralela con [x -~ “=2P]-dCTP.
Consecuentemente con  esto, se demostré en
espermatozoide mediante andlisis de "Western blot"
los antigenos Sm correspondientes a las proteinas
asociadas a los U-RNA que componen  los  sn—RNP.

La presencia de sNP en  un  naclec
transcripcionalmente inactivo, como es el caso de
espermatozoide, permite sugerir un rol enel

procesamientc  de tramscritos primarics en el
huevo recién fertilizado. La localizacién de U~
MNA y antigenos Sm por las técnicas antes
mencionadas: en cigoto al estado de 2 prondcleos
permitird postular la idea de un complemento
paternc epigendtico. (DID-UACH, FONDECYT QO&330 vy
STIFTUNG WOLKSWAGENWERK 1-65 S516).
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LOCALIZACION DE ALGUNAS SECUENCIAS DE INSERCION EN EL
GENOMA DE Thiobacillus ferrooxidans (Localization of
same insertion sequences in the genoma from T.
ferrooxidans). Cddiz, R. y Gaete, L.
Depto. Bioquimica, Fac. de Medicina , U. de Chile.
Thiobacillus ferrooxidans es una bacteria gram-negativa
aciddfila que utiliza ion ferroso o compuestos de azu—
fre reducido como fuente de energfa. Por estas carac-
terfsticas cumple un ©papel fundamental en 1la
blolixiviacidn de minerales. Se ha detectado en el ge-
nare bacteriano la presencia de una secuencia de inser-
cidén (elementos gendticos moviles que pueden participar
en reordenamientos genomlicos) denominada IST>. Se ha
postulado que la movilizacién de IS podrfa estar aso-
clada con la adaptacidn del microorganismo con fendme-
nos de variacidn fenotipica observados en la bacteria.
El objetivo de este trabajo era la identificacidn de
las secuenclas de DNA adyacentes a ISTo y el efecto de
- cambios en la fuente energética sobre la posicidn de
estos elementos en el genoma. Se postuld que mediante
la reaccidn de PCR era posible amplificar a partir de
DNA genomico los segmentos de DNA localizados entre dos
ISTp. Se analizaron varlas_cepas de T. ferrooxidans
cultivadas en medio con Fet? como fuente de energfa,
observandose en algunas de ellas productos de amplifi-
caciéh que varlan entre 0,2 y 1,0 kb. Medlante la se-
cuenciacién del DNA amplificado de distintas cepas de
. T. ferrooxidans, se oompmbo que las ISTp, detectadas
se insertaban en una regidn del genoma de 0,9 kb. Se
analizdé la secuencia de los sitios blanco y de la re-
gidn de las inserciones. Actualmente se encuentran en
desarrollo algunos experimentos para conocer la locali-
zacidn de este segmento de DNA en el genoma bacteriano.
Experimentos preliminares indicaron que el cultivo de
‘T fer't;gqxidans en presencia de diferentes fuentes
energéticas provocd variaciones en los productos ampli-
ficados por PCR.
Financiado por FONDECYT y Universidad de Chile
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RNA MENSAJERO DE PRO-OPIOMELANOCORTINA (POMC)
ESTA PRESENTE EN EL NUCLEO DE ESPERMATOZOIDE DE
RATA. ( Pro-opiomelanocortin (POMC) messenger RNA
is present in rat sperm nucleus.) Yafiez, A. y
Concha, I.I. Instituto de Bioquimica, Facultad de
Ciencias, Universidad Austral de Chile

Se ha creido tradicionalmente gue la expresién
del RNA mensajero de POMC ocurre sélo en
pituitaria. Estudios recientes han detectado
mRNA POMC, como asi los péptidos originados del
precusor proteico, en una serie de tejidos entre
los cuales el m&s importante es testiculo.

Nuestro laboratorio ha demostrado la presencia de
RNA de alto peso molecular poliadenilado en el
espermatozoide de rata. RNA total de
espermatozoide se hibridé con unad sonda
oligonucleotidica complementaria a la regién ACTH
de POMC marcada radioactivamente. E1 mRNA POMC
en espermatoziodes al igual que en testiculo es
de aproximadamente 800 nucleédtidos, y es mis
corto que el reportado en pituitaria.

Estudios de hibridacién in situ en cortes
congelados de testiculo con sonda
oligonucleotidica marcada en el extremo 3' con
digoxigenina 11 4-UTP, localizaron el mRNA POMC
en el citoplasma de células de Lewdig,
espermatocitos y en el nicleo de espermatozoides.

La presencia de nRNA POMC en el nb6cleo de

espermatozoides sugiere que esta informacién
podria ser aportado al cigoto después de
fertilizacién. Esto implicaria, adem&s, un rol

insospechado de POMC durante desarrollo tempranc.
(DID-UACH, FONDECYT 0063-90 y  STIFTUNG
VOLKSWAGENWERK I-65 516).

227

IDENTIFICACION Y SECUENCIACION DE GENES DE RNA RIBOSOMAL
DE  THIOBACILLUS FERROOXIDANS (Identification and
sequencing of IRNA genes from T. ferrooxidans ).

y Orellana,Q. Dpto. de Bioquimica,Fac. de Medicina, U. de
Chile.

T. ferrooxidans es una bacteria acidéfila que utiliza como
fuentes de energia la oxidacién de i6n ferroso o de
compuestos - de azufre reducido. Debido a cstas
caracteristicas fisiolégicas y Dbioquimicas este
microorganismo participa en 1la biolixiviacién de
minerales. Un estudio detallado de los fenémenos de
expresién génica en esta bacteria puede constribuir a un
mejoramiento del proceso industrial en gue participa. En
trabajos previos identificamos la presencia, en el genoma
de T.ferrooxidans, de al menos dos operones de YRNA
denominados rrnTl y rrnT2. Estos operones presentaban
sitios de reconocimiento para enzimas de restricién
similares en las regiones codificantes, pero habia
diferencias en las regiones espaciadoras y en los
extremos de los operones. Se aislé a partir de una
genoteca del genoma de T.ferrooxidans cepa Torma un
plasmido recombinante (pTR-3) que posela una porcidn de
la region codificante del operén rrnTl. En este trabajo,
mediante la generacién de deleciones seriadas con
exonucleasa III de un segmento del inserto en pTR-3 y
posterior secuenciacién de los DNA obtenidos por el
método de terminacién de las cadenas, se obtuvo la
secuencia del extremo 3' del gen del rRNA 16S, la regién
espaciadora y el extremo 5' del gen del rRNA 23S del
opertn rrnTl. Se observd la presencia de dos genes para
tRNA (tRNAile, tRNAala) en el espaciador.Este segmento de
DNA era similar al descrito para la cepa A4, por
Venegas,A. y col.(Nucleic Acids Res.(1988)16 8179.).
disefiaron oligonuclettidos especificos para amplificar
por PCR la regqgién espaciadora del operédn rrnT2.
Actualmente se encuentran en desarrollo los experimentos
para determinar la secuencia de este segmento del genoma
bacteriano.

(Financiado por FONDECYT y Universidad de Chile)
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AISLAMIENTO, SECUENCIACION Y EXPRESION DEL GEN
QUE CODIFICA PARA RUSTICIANINA DE Thiobacillus
ferrooxidans.(Isolation, sequencing and
expression of the gene encoding for
Rusticyanin ‘trom Thivbacillus ferrooxidans).
Moreno,F., Nunez,L. y Jedlicki,E. Dpto.de
Bioquimica, Fac.de Medicina, U.de Chile.

El T.ferrooxidans es una bacteria quimiolito-
tréfica, que obtiene su energia de 1la
oxidaci6n de ion ferroso a ion férrico.En el
transporte de lcs electrones liberados
participa una proteina periplasmatica, la
Rusticianina. Experimentos previos han
demostrade gque cultivos de T.ferrooxidans
crecidos en presencia de Fe®* como sustrato,
poseen niveles mayores de esta proteina gue
cuando son crecidos en un medio con azufre
elemental(8°).Con el fin de estudiar 1la
regulacién de 1la expresién del gen de 1la
Rusticianina, es necesario previamente aislar
dicho gen. En este trabajo se presentan las
estrategias utilizadas para aislar Yy
secuenciar este gen. A partir de DNA genoémico
de T.ferrooxidans y utilizando la tecnica de
PCR,se amplific6 un fragmento de 265pb
correspondiente al 50% del gen gque codifica
para la Rusticianina, lo que fue comprobado
posteriormente por la secuenciacion
nucleotidica de este fragmento.El segmento de
DNA amplificado se utilizé como sonda para
aislar el gen a partir de una genoteca de DNA
de 7T.ferrooxidans.Experimentos conducentes a
la obtencién de la secuencia completa del gen
y a estudiar su expresién en bacterias creci-
das ya sea en presencia de Fe®*" o en S° estan
en curso. (Proyectos PNUD/ONUDI,FONDECYT 0936)
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CLONAMIENTO DE LAS SUBUNIDADES a« Y § DE LA CASEINA
QUINASA 11 DE Xenopus laevis. (Cloning of the « and § subunits of
casein kinase 11 from Xenopus laevis.) Hiprichs, M.V., Jedlicki, A.M. y
Connelly, C. Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina y
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La Casefna quinasa II es una pr i que fosforila regiduos de

" trecnina y serina. La holoenzima es wnteuinwno«nn contiene dos

subunidades « 0 «’ (0 una de cada una) y dos subunidades p. El estudio
de esta enzima es de alto interés pues estd involucrada en los procesos de
diferenciacién y proliferacién celular. Con el objeto de caracterizar esta
enzima hemos procedido a clonar los genes que codifican para ambas sub-
unidades. A partir de una genoteca de cDNA de ovocitos de Xenopus
laevis y utilizando como sonda un polinucleétido sintético, andlogo a una
regitn del gen, se obtuvieron doe clones que codifican para la subunidad
a. Ambos clones de cDNA son iguales en su regién codificante pero dife-
rentes en el extremo 3’ no codificante. Los genes secuenciados presentan
un alto grado de conservacién respecto de otras especies analizadas. Con
respecto a humano se encuentra un 94% de homalogia a nivel de
aminodcidos y un 52% a nivel nucleotidico. Como nuestro interés es
estudiar su actividad catalitica este gen ha sido subclonado en el vector de
expresién PT7-7. Para clonar la subunidad B se disefiaron dos partidores
utilizando las secuencias de otras especies ya publicadas. A partir de la
misma genoteca de cDNA de Xenopus laevis nenmuﬂnib porlKﬂRum
fragmento de 380 pares de bases. La !

difiere de Ins de otras esp , sin emb la i i idica es
100% homéloga al gen humano. Eneﬁngnanoseuﬁhunicmmoumﬂu
para pesquizar el gen pd do la gt ya mencionada.

Apoyado por FONDECYT y The Council for Tobacco Research.
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ESTUDIOS SOBRE EFECTO DE METALES Y PEPTIDOS
INHIBITORIOS EN LA CASEINA QUINASA II DE Xenopus laevis.
(Studies about the effect of metal ions and inhibitory peptides on casein
kinase II from Xenopus laevis). Tellez, R. y Gatica, M. Departamento de
Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

IA Cunnn quinasa II (CQ II) ha sido purificada a partir de nuclecs
v de oocitos de X laevis. Se caracterizé en mayor detalle
esta enzima con respecto a la utilizacién de Mg*? y Mn*? y de ATP y GTP
como dad de foafato. La i6n 6ptima de Mg*? es 7mM
mientras que para Mn*? es de s6l0 0,76mM. Usando Mg*? el Km,,, para
ATP es de 12 uM mientras que con Mn*? es de 1.5 uM. El para
GTP est de 20 M con Mg*? mientras que es de 4 uM con Mn*?. Con
Mg*? In Vmax obtenida con ATP es superior que con GTP mientras la
situacién es inversa con Mn*?, siendo GTP el sustrato més eficiente.
En base a previos que evidenci hhmmkﬁndﬂaCQIIrr
copolimercs al azar de glutAmico y tirosina, se
sintéticos de las nmmmh: secuencias ddimh; YYEEEEEEEE&
EEYEEEEYEEE, EEEEEEEEEYY y DDYDDDDYDDD preparados por el
Dr. 8. Pongor (ICGEB). Loe resultados obtenidos indican que el péptid
quehenehutuumnuenelmumotunmmﬂesxgnﬂinhwnnaﬁenuwr
inhibidor que el péptido que tiene estos residuos en el carboxilo terminal.
También se observé que el péptido que contiene aspértico en vez de
glutdmico es un inhibidor més eficiente. Estos resultados sugieren que la
cQu ria a estos péptidos como pseudosustratos en los que el
hidroxilo de la tiroeina reemplazaria al hidroxilo de la serina o treonina de
los verdaderos sustratos,

Apoyado por FONDECYT y The Council for Tobacco Research.
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DESARROLLO DE SONDAS OLIGONUCLEOTIDICAS PARA
EL DIAGNOSTICO DE ROTAVIRUS Y VIRUS
RESPIRATORIO SINCICIAL*. (Use of oligo
nucleotidic probes for diagnostic of
Rotavirus and Respiratory Syncytial
Virus).Ferndndez J.Q.y Herpdndez,0., Unidad
de Virologia, INTA, Universidad de Chile.

Mediante la utilizacién de oligonucleétidos
sintéticos, se desarrollé un sistema de
diagnéstico no radioactivo, para la deteccién
de Rotavirus y Virus Respiratorio Sincicial
por hibridacién molecular de punto. Los
oligonucleotidos fueron elegidos de la regién
del gen que codifica el polipeptido Vp7 de
Rotavirus, entre los nucleotidos 33-72 y del

extremo 5’'del gen que codifica para la
ribonucleoprotefna de VRS, entre los
nucleotidos 130 y 159. Los oligonucleotidos
fueron marcados con Biotina-7-dATP,
incorporada a la sonda mediante el sistema
de deoxinucleotidil transferasa terminal.
La especificidad Yy sensibilidad de 1la

hibridacién para la deteccién de Rotavirus
fue evaluada en 303 muestras que inclufan 37
electroferotipos distintos de Rotavirus. La
de VRS fue evaluada con 64 muestra clinicas,
que inclufan los subtipos A y B de mayor
incidencia. Los resultados demuestran que la
hibridacién de punto, usando la sonda de 30
bases para la deteccién de VRS, reconoce
especificamente los subtipos A y B, asi como
aislados virales de pacientes con cuadros

de infeccién respiratoria aguda baja. El
uso de la sonda de 40 bases para la
deteccién de Rotavirus demostré que la
hibridacién - fue mds especifica y sensible
que la electroforesis en geles de

poliacrilamida y Elisa.
Financiado por proyecto FONDECYT 389 y SAREC.
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TRANSCRIPCION IN VITRO DE VIRUS DE LA

NECROSIS PANCREATICA INFECCIOSA (IPNV):

ACTIVIDADES ENZIMATICAS ASOCIADAS A LA
. TRANSCRIPCION.* (in vitro transcription of

IPNV: Enzymatic activities related to
f transcription).Pizarro. J.M. Unidad de
Virologia. INTA., Universidad de Chile.

IPNV, miembro de la familia Birnaviridae,
es el agente causal de cuadros infecciosos
altamente contagiosos y mortales en peces
salmonideos confinados en pisciculturas. Es
un virus icosahédrico sin envoltura, con una
cubierta proteica y que posee un genomio
constituido por RNA de doble hebra
bisegmentado. Se ha descrito la existencia de
cuatro polipéptidos asociados a la particula
viral: VP2, el polipéptido mds abundante del
. virién y otros tres polipéptidos denominados

VP1, VP3 y VP4. El andlisis de la secuencia
aminoacidica indica que VP1 podria
corresponder a la actividad de RNA polimerasa
asociada al virién. En nuestro laboratorio se
ha determinado que este polipéptido es capaz
de unir nucleétidos (GTP y ATP), sugiriendo
ademds que se trataria de una GTP binding
protein. Se realizan experimentos para
definir si se trata de la guanililtransferasa
viral. Al realizar ensayos de transcripcién
in vitro en presencia de [32-P]-GTP y
analizar los productos de la reaccién
mediante PAGE, se encontrd$ marca tanto en los
dos mensajeros como en el genomio viral.
Previamente se ha postulado que el mecanismo
de transcripcién seria semiconservativo, sin
embargo se realizan estudios con nucleasas
para dilucidar si este tipo de marcacién de
productos ocurre por este mecanismo o por
replicacién in vitro del genomio.
*Financiado por Fundacién Andes:
11001, e IFS: Proyecto A/1844-1.
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UBICACION DE 2 MUTACIONES TERMOSENSIBLES EN REPLICACION
DEL BACTERIOFAGO PM2 EN EL SEGMENTO VIRAL PstI-Aval DE

7.5 kb (Localization of the PM2 gene of replication in

a viral DNA fragment PstI-Aval of 7.5 kb). Martfnez, J.
y Canelo, E. Departamento de Biologfa, FacuTtad de Cien
cias, Unfversidad de Chile.

E1 genoma del bacteridfago PM2 estd constituido de una
mol&cula de DNA circular, sobreenrrollada de 10 kb que
se replica por el modelo del cfrculo rotatorio. En nues-
tro laboratorio se han aislado 2 mutantes termosensibles
defectivos en repltcaci6n del DNA viral que corresponden
a un gen de replicacién. Como parte de nuestro objetivo
dé caracterizar el mecanismo de replicacién de PM2 nos
interes6 ubicar estas mutaciones del gen de replicacién
en el mapa ffsico viral.

La digestién doble del DNA de PM2 con las enzimas de
restriccién Pstl y Aval genera un fragmento de DNA de
2.5 kb y otro de 7.5 kb. Mediante técnicas de DNA recom-
binante hemos construido genomas virales hfbridos con un
segmento PstI-Aval proventente del fago mutante y el
otro proveniente del fago silvestre en las dos combina-
ciones posibles. Después de transfeccidn de la bacteria
huésped, A. espejiana BAL31, se encontré que los fagos
progenie presentaban el fenotipo defectivo en replica -
¢ibn cuando el genoma hfbrido contenfa el segmento de
7.5 kb proveniente de los fagos mutantes. Estos resulta
dos localizan el gen de replicaci6n del bacteri6fago
PM2 en el segmento PstI-Aval de 7.5 kb del mapa ffsico
viral.

B3043-9012

Proyecto DTI
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DESARROLLO DE UN METODO DE uIAGNOSTICO PARA
LA DETECCION DEL VIRUS DE LA NECROSIS
PANCREATICA INFECCIOSA*.(Development of a
diagnosis method for infectious necrosis
pancreatic virus detection.) Sandino A.M.
Unidad de Virologia. INTA. Universidad de
Chile.

El virus de 1la necrosis pancreédtica
infecciosa (IPNV) es uno de los agentes
patégenos de peces de mayor incidencia,
causando una gran morbilidad y mortalidad
tanto en truchas como en salmones en cultivo.
Este virus pertenece a una nueva familia de
virus denominada Birnaviridae. Los miembros
de esta familia corresponden a virus sin
envoltura, con estructura icosahedrica y con
un genoma bisegmentado de RNA de doble hebra.
Actualmente en Chile no se dispone de un
método de diagnéstico especifico para
confirmar la presencia de este virus en peces
infectados. La electroforesis en geles de
poliacrilamida ha resultado ser uno de los
métodos més especificos y sensibles de
diagnéstico para rotavirus. Teniendo en
cuenta que el IPNV, pertenece a una familia
de virus con caracteristicas muy semejantes a
la de rotavirus, se ha disefiado como método
de diagnéstico la deteccién del RNA genémico
viral mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida. Este resulta ser un método
rdpido, de bajo costo y muy sencillo de
realizar. Se estudia la especificidad y
sensibilidad del método.

Financiado por Fundacién Andes Proyecto C-
11001 e IFS: Proyecto A/1844-1.
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TROPISNO CELULAR DE AISLADOS DEL VIRUS DE LA
INMUNODEFICIENCIA HUMANA DEL TIPO i1 (VIH-1). (Cellular

tropism of different HIV-1 imolates) Vojkovic,A.,
Asjo,B., Fenyo,E.M., y Espejo,R. Unidad de Virologia,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Centro de
Estudios Cientificos de Santiago y Laboratorio de
Virologis, Instituto Karolinska.

Se han descrito algunos esislados de VIH-1 que son
capaces de crecer tanto en linfocitos periféricos (PBAC)
como en lineas celulares, y otros que solo replican en
PBMC. Algunos autores sugieren que este tropismo
celular, observado en VIH-1, estaria dado por las etapss
tempranas del ciclo replicativo, es decir, 1ls
penetracién y lia transcripcién reversa.

Para determinar cual o cuales etapas del ciclo
replicativo de VIH-1 estan involucrades en el tropismo
celular, se reslizé un estudio comparativo de
crecimiento viral tanto en PBMC como en la linea celulsr
linfocitice Hut-78, con diferentes aislados de VIR-1. El
estudio consistié en determinar, a través de la técnica
de PCR, la eficiencia de entrada del virus a la célula,
el aumento o disminucién del niumero de células
infectadas en el tiempo, y si estos aislados virales son
0 No cap s de sintetizar RNAs mensajeros.

Nuestros resultados muestran que le eficiencia de
entrada de los diferentes aislados virales a las células
de la linea Hut-78 y PBNC son similares. Sin embargo, en
la infeccién con sislados que no crecen en esta linea
el nimero de células infectadas disminuye con el tiempo
haste desaparecer.

Por ultimo, se logré detectar la sintesis de algunos RNA
mensajeros en Hut-78 infectadas con estos aislados,
aunque con diferentes grados de eficiencia entre un
aisledo y otro.

Estos resultados indican que, en los aislados
estudiados, el tropismso celular de VIH-1 no estd
deterainado por ls entrada del virus a la célula, y que
el o los factores involucrados pueden variar de un
aislado viral a otro. (Proy. SAREC y FONDECYT 91-1099:
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REPARACION DEL DNA DE UN PLASMIDO QUE
CONTIENE FOTOADICIONES DE 8-METOXIPSORALENO
EN S.cerevisiae. ( Repair of plasmid DNA containing 8-
methoxypsoralen photoadditions in S.cerevisiae).

Magaifia-Schwencke, N., Institut Curie-Biologie, 26, rue d'Ulm
75231 Paris, France.

Los psoralenos en presencia de radiacion ultravioleta
cercana (365 nm, UVA) fotoreaccionan con el DNA formando
lesiones (monoadiciones, puentes intercatenarios). La reparacion
de estas lesiones origina mutaciones y recombinacion. Los
mecanismos moleculares implicados en estos procesos no estan
bien definidos en los organismos eucariontes. En nuestro
laboratorio empleamos la levadura como sistema eucarionte
modelo por sus ventajas para el trabajo genetico y bioquimico. En
S. cerevisiae, los tres sistemas fundamentales de reparacion del
DNA intervienen en la reparacion de las fotoadiciones
producidas por 8-metoxipsoraleno(8-MOP) sobre el DNA
genomico.

Con objeto de conocer mejor estos procesos, he transformado
cepas de S.cerevisiae (silvestre y mutantes en una de las vias de
reparacion) con un plasmido que contiene fotoadiciones de 8-
MOP) y he medido luego la sobrevivencia del plasmido que
refleja la capacidad de reparacion de cada cepa.

Los resultados obtenidos indican que las monoadiciones y
puentes intercatenarios son reparados por excision-resintesis con
la misma eficacia para DNA endogeno o exogeno. En cambio, el
sistema de reparacion mutagenico asi como el de recombinacion
presentan diferencias de actividad para la reparacion de
fotoadiciones segun ellas se encuentren sobre el DNA genomico
o plasmidico. Estas diferencias pueden estar relacionadas a la
diferente complejidad de la molecula de DNA plasmidico c/r al
genomico.

238

CLONANIENTO DE LA HORNOMA DE CRECINIENTO DE TRUCHA ARCOIRIS POR PLR ¥ SU
EXPRESION EN ESCHERICHIA CDLI. (Cloning of rainbow trout growth hormone by
PCR and its expression In Escherichia coli),

Willer, 1., Ocaranta, M.P., Hevip, §. Ladoratorio de Biologia Molecular,
Bios-Chile 1.6.5.4. (Patrocinio: A, Yudelevich).

La horsone de crecimiento es un polipéptido secretade por la glindula
pituitaria anterior. €n peces, se ha observado que la administracidn de la
horsona hoadlogs o heterdloga acelers of crecisiento, sejora la utilizacisn
del alteento y ausenta 12 resistencia a enfersedades y a casbios on ol medic
asbiente. Estas propiedades  crean grandes expectativas enel uso de I
horsena para acortar ‘el ciclo de produccién y ausentar la sobrevida de los
peces en cultivo,

Con este objetivo, @ partir del cONA de la horaoma de truche arcoiris
(t6H), se anplificé la regién correspondiente a la zone codegénica via PLR,
sediante el uso de 2 oligonucieétidos derivados de la secuenciz de los
wxtresos del cOMA, E1 fragaento asplificado se 1igh al vector de expresién
pKK233-2 y s estudis la expresién por - Nestern Blot en distintas cepas de
Escherichia coli.

Con el fin de cusntificar el nivel de horsoma, su produjeron hibridosas
secretores de anticuerpos soncclonsles anti-toH, 58 de los cuales han sido
caracterizados por su capacidad de reconocer la horsona de trucha aislada de
pituitaria y la horsona recosbinante producida en bacteria. Medisnte un test
ELISA s detectd que 1a horsons producida en €. coli correspondié a un 0.181
de la proteina total. Los niveles edxisos de expresién se obtuvieron en fuse
logariteica tesprana del crecimiento de 1a cepa INI09. Adesds, los
anticuerpos monoclonales obtenidos estin siendo utilizades para ha
purificacién de la-hormona por crosatograf{a de insuncafinidad,

Extudios de cospartasentalizecién mostraron que la horsona se encuentra
formando parte de cuerpos de inclusidn en 1a bacteria,

Estos resultados indican la factibilidad de producir Ja horsom de
truzha en bacterias y utilizaria nasivasente en pisciculturs.

Financiado por proyecto FONDECYT 69/90.
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ANTICUERPOS MONOCLONALES ANT! OMPC DE SALAONELLA TYPH] COMO HERRANIENTA PARA
DETECTAR REGIONES DE LA PROTEINA EXPUESTAS EN LA SUPERFICIE BACTERIANA.
(Monoclonal antibodies anti Salsonella typhi OmpC as 2 tool to detect
exposed regions of the protein at the bacterial surface).

Hiorichsen, J.P. Laboratorio de Bioquieica. Facultad de Ciencias Bioldgicas,
P. Universidad Catélica de Chile. {Patrocinioy A, Venegas).

Una herrasienta analitica dtil para el estudio de determinantes expuestos
de proteinas de sembrana externa de cepas " bacterianas Gras (-) es el uso de
anticuerpos monoclonales. De estos estudios es posible desarrollar ensayos
de identificacién de cepas bacterianas.

Se evalud un panel de 26 amonoclonales anti-porina OmpC de 5, typhi,
producidos en BIOS Chile, €l antigeno utilizado en la produccién de estos
sonoclonales se purificé del clon recombinante Escherichia coli
pSTP2B1/UN302, que solo expresa OmpC de Seleonells typhi.

Se estudié la reactividad de los sonoclonales frente a proteinas de
nenbrana externs de S.typhi, Salsonella typhisurius, Salsonells paratyphi A
y 8 yE coli por ELISA, PAGE-SDS y e] correspondients Nestern blot, y
frente a bacterias enteras por ELISA. Dol andlisis del panel, uma parte
isportante de los sonoclonales dio reaccién con LPS de £. coli, el cual,
noraxtasente contamina 1a porina usada como antigens. Se encontraron tres
sonoclonales {6AS, 6C12 y 983) que reaccionaron con triseros de porina OspC
de 5, typhi, y tasbién con bacterias 5. typhi enteras, Estos sonocionales
no reaccionaron con porinas de £, coli, pero si lo hicieron con proteinasy de
seabrana externs de otras Salsonellss. Para definir si las proteimas de
Selsorells  paratyphi Ay B que reaccionaron con los monoclonales
corresponden a porimas, éstas se ensayaron por ELISA luego de purificadas
por los aétodos usados para obtener trimeros de porinas. Las bandas
obtenidas en geles PAGE-3DS con estas proteinas fueron simileres a las
observadas para triseros de porina de 5. typhi y 5. typhisurius. Adeais, al
calentar las amuestras 2 {00 L se observaron bandas de peso molecular
correspondiente a mondseras. A modo de cosprobacién, se procedié a estudiar
la requlacién de estas protefnas variande la osmolaridad del aedio. Al
crecer S. paratyphi A y B en nedios de baja osmolaridad aparecié uma tercera
banda en Western blot, coso se ha descrito para 5. typhieuriue.

Se concluye que la proteinas de mesbrana externa de 5. paratyphi Ay B
que reaccionan con estos 3 asonoclonales, corresponden  a porinas con
determinantes expuestos comunes a aquellos de OapC de 5. typhi, pero que
difieren de los de E. coli.

Financiado por proyectos FONDECYT 482/91 y AID 313-5342-5-88-9048-00,
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DNA MITOCONDRIAL: NIVELES DE DIFERENCIACION Y RELACIO-
NES FILOGENETICAS ENTRE SUBESPECIES DE POCKET GOPHERS,;
Thomomys talpoides, (Mitochondrial DNA: levels of dif-
ferentiation and phylogenetic relationships among pcc-—
ket gophers subspecies, Thomomys talpoides).

Apfeibaum, L.I., Orrego, C. y Pattonm, J.L.

Museum of Vertebrate Zoology, University of California,
Berkeley, USA. (Patrocinio: A. Spotorno).

Por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), se estudio la variacion genetica en un fragmento
de 567 pb del gen mitocondrial citocromo b en 3 especies
y 12 subespecies del complejo T. talpoides y una subes-
pecie del grupo T. bottae. La comparacion de a pares de
las secuencias revelo la existencia de un amplio rango
de valores entre las subespecies (1.8-14.8%). Algunos

de ‘estos valores se aproximan al nivel de diferenc¢iacion
observados entre especies. El cladograma mas parsimo-
nioso, basado en 128 sitios filogeneticamente informati-
vos, indico que el complejo talpoides es monofiletico en
relacion al grupo bottae, en coincidencia con otros cri-
terios. Sin embargo, T. talpoides y T.mazama aparecen
como. grupos parafileticos, lo cual esta en desacuerdo
con la definicion sistematica. Las relaciones filogene-
ticas que resultaron usando "peso" en los caracteres que
producen transversiones, fue diferente a la obtenida
cuando los sitios no fueron "pesados". Estos resultados
indican que la desviacion observada en las transiciones
influencian la filogenia, sin embargo las relaciones fi-
logeneticas estan en desacuerdo con las evidencias orga-
nismicas. La informacion de secuencias obtenida a partir
de pieles secas de coleccion plantea la posibilidad de
una relacion filogenetica mas coherente con otros crite-
rios. La tasa de divergencia del gen del citocromo b
(calibrada con las secuencias publicadas para este gen
en Mus y Rattus y datos fosiles del ancestro comun), su-
giere que el genero Thomomys es mas antiguo de lo que
indican los registros fosiles.
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DNA DE Citrus limonum. LOCALIZACION DEL GEN
DE PAL.(C. limonum DNA. Localization of the
PAL gene). Opitz, X.. Seelenfreund D..
Pérez, L. M. (Dep. Biog. Biol. Mol., Fac. Cs.
Quim. Farm., U. de Chile).

Plantulas de ¢C._ limonum responden a la
infeccién por fitopatdégenos, induciendo a 1la
fenilalanina amonio liasa (PAL). Sin embargo,
se desconoce cudl es la wubicacién de su(s)
gen(es) dentro del genoma de esta planta.

Antecedentes experimentales obtenidos en
el laboratorio sugieren la participacién de
elementos extra nucleares en la induccién de
la PAL. Por lo tanto, es importante
determinar la localizacién subcelular del
gen(es) de PAL para comprender el mecanismo
de defensa del tejido.

Se aislaron cloroplastos y mitocondrias
de C. limonum mediante centrifugacién
diferencial, particién de fases y/o gradiente
de Percoll. A partir de estas preparaciones
organelares vy homogeneizados totales de
plantulas, se extrajo DNA usando el método
del CTAB, posterior extraccién con cloroformo
Yy precipitacién con isopropanol.

Los DNA obtenidos fueron caracterizados
mediante el uso de enzimas de restriccién, vy
su pureza se determiné hibridando con sondas
especificas (dot-blot). Posteriormente, cada
DNA fué hibridado con un c¢DNA aislado de
poroto (pPAL 5).

Los resultados de las hibridaciones
sugieren la presencia del gen 6 genes de PAL
en mds de un compartimento subcelular.

Financiado por FONDECYT 91-0886 y 90—0666, b%
DTI 2950 (U. Chile). ©Se agradece la
colaboracién de M. Chiong y de J. Ferndndez.
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ESTRUCTURA GENOMICA DE LA SUBUNIDAD <o DE
CASEINA QUINASA II DE Xepopus laevis.
(Genomic structure of the subunit of
Xenopys lamvim casein kinase ID). Wilhelm,V.
y Allende,J.E. Departamento de Biogulimica,
Facultad de Medicina, Universidad de Chile.

La caselina quinasa II es una protelna
qQquinasa constitulda por 2 & 3 subunidades en
la forma X2 A2 o do{R2. La actividad de
esta enzima se ha visto incresentada en
chlulas en activa proliferacidn. Este
antecedentes y el hecho de que diversas
oncoprotelnas nucleares son fosforiladas por
asta enzima han sugerido que CKII estarla
involucrada en la regulacidn de la
proliferacidn celular.En nuestro laboratorio
se han aislado y secuenciado dos clones de
¢DNA para la subunidad X de CKII de
X.lamvis- En base a esta secuencia, se
diselaron varios oligonucleotidos, los que
fueron usados coamoc parejas de partidores en
la reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR). Los fragmentos fueron amplificados
usando como templadoc DNA de higado de
X.laevis. Los resultados obtenidos han
demostrado que este gen contiene un minimo
de 6 intrones. Con algunas parejas de
partidores se han amplificado dos fragmentos
de diferente tamaMo. La secuencia de dos de
estos fragmentos indica que la variacidn en
tamalto se debe a una diferencia en el largo
de cada uno de los intrones. Ademds uno de
astos fragmentos poses una region
codificante exactamente igual al cDNA
previamente clonado, y el otro presenta
algunas variaciones en esta region. Se
deauestra asl la existencia de dos genes que
codifican para la subunidad X de CKII de
Xslaevis. (FONDECYT 91-1309 y Council for
Tobacco Research).
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ESTRUCTURA Y SECUENCIACIACION DEL GEN
GENOMICO HUMANO PARACASEINA QUINASA II.
(Structure and sequence of human genomic
casein kinase Il gene) Devilat,I Carvallo,P
Depar tamento de Bioquimica,Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

La importancia de la caselina quinasa II
(CKII) radica en estudios realizados en los

Ultimos atos, Yy que sugieren su
participacidbn en la divisidn celular. Esta
protelna quinasa fosforila enzimas

relacionadas con la duplicacidn del DNA, la
transcripcidn y algunos oncogenes. El
conocer la estructura y secuencia de los
genes genomicos para las subunidades &, aly

’ con sus respectivos promotores, es de
gran importancia para estudiar la
regulacidn de este gen. En este trabajo se
presenta la amplificacidn del gen gendmico
para la subunidad & de CKII, por la técnica
de PCR. Para esto se diseftaron partidores
especificos para este gen, a partir de la
secuencia del cDNA publicada en la
literatura. Los fragmentos amplificados
revelaron un tamaMo exacto al esperado para
@l ¢DNA, vy su secuencia resulta identica a
aquella publicada en la literatura. Estos
resultados indicarlan que el gen humano
para la subunidad o de CKII, no posee
intrones. No hemos encontrado codones de
término dentro de la secuencia, y los
codones de inicio y término originales
estan presentes en la misma posicidn del
cDNA. Esto indicarla que no estamos en
presencia de un seudogen. Ademds se han
encontrado polimorfimos en la secuencia de
este gen, en DNA proveniente de diferentes
individuos. (FONDECYT 90-1186).
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ANALISIS DE MUTACIONES O DELECIONES EN EL
GEN DE HORMONA DE CRECIMIENTO EN PACIENTES
CHILENOS. (Analysis of mutations or
deletions in the growth hormone gene in
chilean patients) Aguirre,E.y Benitez,R.
Departamento 'de Bioquimica, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.
(Patrocinio: Pilar Carvallo)

La deficiencia de hormona de crecimiento es
bastante frecuente en Chile. Una de las
causas de deficiencia de hormona de
crecimiento es la de tipo 1A, en cuyos
pacientes e ha encontrado una delecidn del

gen. Entre los pacientes chilenos
analizados, hemos encontrados tanto en
casos aislados . como en dos niftos

provenientes de una familia, la delecidn
del gen para hGH. Estos resultados se
obtuvieron analizando el DNA gendmico de
estos pacientes por la técnica de Southern,
y utilizando como sonda el cDNA humano para
la hormona.  En otros pacientes analizados
s® detectd la presencia del gen, a pesar de
que los anhlisis clinicos revelaron
ausencia de la hormona. Esta deficiencia
podria corresponder a la de tipo 2, cuya
mutacidn no ha sido descrita atn. Los
anklisis de RFLP realizados no descartan la
posibilidad de que la mutacidn estuviera
dentro del gen. Por esta razdn hemos
disehados partidores especificos para
amplificar el gen de hGH en estos pacientes
y luego realizar 1la secuenciacidn de los
fragmentos de DNA obtenidos, con el fin de
pezquizar una posible mutacién.El
diagnbstico genktico molecular en los nifios
afectados por wuna deficiencia de hGH se
hace imprescindible para un tratamiento
adecuado de ellos. (Proyecto FONDECYT
90-1186 dirigido por Pilar Carvallo)
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CARACTERIZACION DEL GEN bstVIR de Bacillus
stearothermophilus V. ( Characterization of

the Bacjllus tear r hi V  bstVIR
gene}. Claudio Vasguez vy 2 .
Laboratoric de Biologia Molecular, Facultad

de Recursos Naturales, Universidad de Talca.
(Patrocinio: Aldo Solari).

El bacilo termofilico facultativo Bacillus
stearothermophilus V especifica el sistema
de modificacion-restriccién BstVI. Las
enzimas componentes reconocen y actdan sobre
la secuencia 5°—-CTCBAG—3" y son por lo tanto
isosquizémeros del sistema Xhol. Los genes
responsables de la sintesis de las enzimas
R*BstVI y M*BstVI han sido clonados en E,

coli, donde se expresan eficientemente.
Experimentos de subclonamiento nos han
permitido disectar el operon vy obtener

clones bacterianos que llevan ambos genes en
forma independiente. Nos bhemos abocado a

caracterizar primeramente el clon que lleva
el gen bstVIR, debido al intereés que
despierta el descifrar los mecanismos

moleculares que hacen posible la viabilidad
de clones cuyo fenotipo es mr*. La
secuencia nucleotidica del gen ba sido
determinada y su producto, es decir, la
endonucleasa BstVI, bha sido purificada a
homogeneidad. Se ha preparado anticuerpos
anti-BstVl en conejo, los que reconocen
especificamente a su antigeno. Hemos
detectado ademas actividad endonucleadsica en
los sobrenadantes de los cultivos de
bacterias que llevan este gen. Este hecho no
es compatible con una lisis celular. Ademas,
cuando el gen es expresado en huéspedes
permisivos al fago lambda, la cepa no es
capaz de restringir al fago, sugiriendo que
la enzima no seria funcional jin vivo.
Financiado pos Fondecyt 863/8%9.
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EFECTD INWIBITORIO DE LA REGION DEL PEPTIDO SERML DEL GEN DE ompC DE S.typhi
SOBRE LA EIPRESION DE Depl ENDOGEWA DE E. coli. (Inhibitory effect of signal
peptide region fron 5. typhi oapl gene on the wxpression of endogenous E. coli

Depl), smin. Aoy ﬂ!,g. l.l,I lﬁ_ﬁm. F.]., Laboratorio de
:mumu, acultad de Ciencias Biolégicas, Pontificia Universidad Catélica de
e

La expresién de ospl de 5. typhi en E. coli detersima inhibicitn o ha
sintesis de las porinas endigenas del hospedero (ospl, ompF), El efcto
inhibitorio sobre oOspF s a nivel post-tramscripcioml, pero 91 secaniseo
reprasor sobre ospl de E, coli no ha sido definido, postuléndose un efecto a
nivel transcripcional (secuestremionto de ompR por prosotor exégeno} o
traduccional, Se propone precisar el rol de la zona prosotora y del péptido
uﬁl del gen de ospC de 5. typhi en 1a inhibicién de la expresidn de ospC de .
coli,

e construyeron diferentes genes deletantes de ompl de 5. typhis pSTP2SX que
contiene 5610 la zoma codificante de ospl, sin la regidn prosotora ni el extreso
3' del péptido sefal y pSTPAPS y pSTP2DIAPS con deleciones selectivas de todo el
péptido sefal o de su regién central respectivasente, con integridad del resto
del gen, L oxpresién de porinas se analizé sediante §DS-M€E y Vestern blot,

En comparacidn a los controles, con efecto inhibitorio sobre owpl de £, coli,
todas las comtrucciones con deleciones parciales o total del péptide sefal de
ospl de S. typhi, si bien expresaban la porina transforsante, no descstraron
efecto reprasor sobre 1a porina hospedera. Adesds, la ishibicién no se

correlaciond con fa conservacién de la zona prosotora del gen de ospl

transformante.

En conclusién, e] fenénenc inbibitorio de ospl de 5. typhi sobre ompl de E.
coli no estd determinado por la 10na prosctora del gen, sino que serfa
dependiente de la integridad de la regién dul péptido sefal del gen
transformante, sugiriendo la existencia de inhibicién a nivel co- o post-
traduccional.

Financiade por FONDECYT 882-91 y AID 513-3342-6-68-9068-00,
A. Rigotti es becario de Fundacién Andes,
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EXPRESION DE LOS GENES DEL SISTEMA DE MODI-
FICACION-RESTRICCION DE Bacillus stearcther—
mophilus V DURANTE LA ESPORULACION. (Genic
expression of modification-restriction sys—
tem from R. stearothermophilus V during
sporulation). Bonzalez, E., Saavedra, C. vy
Padilla, C.A; Laboratorio de Biologia Mole-
cular, Facultad de Recursos Naturales, Uni-
versidad de Talca. (Patrocinio: E. Hubert.)

Durante la esporulacion de bacterias del
género Racillus ocurre una serie de cambios
morfolbgicos, asociados a la expresion dife-
rencial de una gran variedad de genes. Hemos
analizado este proceso de expresion génica
en B. steargthermophilus V, empleandc como
modelo de estudio los genes del sistema de
modificacitin—restriccion de esta bacteria.
Para ello se ha establecido las condiciones
de cultivo, a fin de obtener células tanto
en crecimiento vegetativo, como en diferen-
tes etapas del ciclo esporulativo. Se ha
medido las actividades enzimaticas corres—
pondientes a 1la endonucleasa (ReBstvIi) vy
metilasa (MeBstVI), circunscribiéndose su
deteccion al estado vegetative y la primera
etapa de esporulacioén. Los mecanismos
moleculares responsables de este fentmeno
han sido analizados mediante hibridacion de
&cidos nucleicos (Southern y Northern), como
asimismo mediante transcripci6n in vitro en
un sistema constituido por los genes en
estudio, que han sido previamente clonados y
la RNA polimerasa hombloga aislada de
bacterias en diferentes estados de esporula-—
ci6bn. Los resultados de tal analisis son
presentados en este trabajo.

Financiado por Fondecyt 91-8127.
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CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LA MUTANTE
TERMOSENSIBLE EN LA PROTEINA VP3 DE ROTAVIRUS
DE SIMIO SA-11.( Phenotypic characterization
of the simian rotavirus temperature-sensitive
mutant in the VP3 protein). M.,
Spencer,E, Unidad de Virologfa. INTA.
Universidad de Chile.

La particula de rotavirus estd4 formada por dos
cubiertas polipeptidicas y un core central
donde se ubica el genoma constituido por once
segmentos de RNA doble hebra. La cubierta
externa la constituyen los polipéptidos VP7 y
VP4. La cubierta interna esta formada
exclusivamente por el polipéptido VP66 y el
core por los polipéptidos VPl, VP2 y VP3. Las
particulas sin cubierta externa realizan la
transcripcién tanto im vitro como in vivo. Los
mismos polipéptidos son los responsables de la
replicacién del genomio in vivo. Sin embargo
la funcién de cada polipéptido en ambos
procesos es desconocida asi como su relacién
estructural en la diferentes particulas
virales., Se ha determinado que VP3 es la
guanililtransfera viral utilizando particulas
purificadas,pero su rol durante 1la
morfogénesis viral es desconocido. Como una
forma de determinar la funcién de VP3 se
utiliza una mutante termosensible (TsB), que
posee una mutacién en el segmento que codifica
para VP3. La caracterizacién de transeripcién
in vitro indica dque la mutante no tiene la
actividad guanilitransferasa alterada. Sin
embargo, los resultados obtenidos al estudiar
la morfogénesim demuestran que a la
temperatura restrictiva estd tiene alterada
tanto la transcripcién, replicacién y la
formacién de la progenie, lo gue sugiere que
VP3 cumple otra funcién en la particula fuera
de guanililtransferasa.

* Financiado FONDECYT 1017 y Proyecto SAREC.
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Caracterizacitn Bioqufmica de las Protefnasas de Carica Condamarcensisl
A Biochemical Characterization of Proteinases From Carica Candamar-
censis L

C.E. Salas, L.M. Bravo, M. Gravina & H. Dewes.-

Centro de Biotecnologia U.F.R.G., & Laboratorio Biotecnologia Fundacao
Hemocentro de Sao Paulo / U.S.P. Sao Paulo.

Papaina, es el nambre con que se designa un conjunto de proteinasas

en el latex del fruto Carica Papaya L. La papaina posee
miltiples aplicaciones imdustriales, gracias a su amplio espectro
de accién proteolitica y a la relativa facilidad con que es cbtenida.

Carica Candamarcensis L., es otra planta del mismo género que tarbién
produce latex, sin evbargo, su actividad proteolftica es de 5 a 10
vecesnayor)me la del latex de Carica Papaya L., (Baeza, Correa &
Salas, 1990).

Para determinar las causas que dan cuenta de las diferencias en
actividad proteol ftica entre estos dos tipos de latex, hemos carac-
terizado bioquimicamente los componentes del latex Carica Candamar-
oensisL.-

Los resultados obtenidos mediante experimentos por PAGE-SOS, PAEE
en geles &cidos, isoelectrofocalizacién, Western blot y estudios de
actividad In Situ, después de PAGE revelan que entre un 50% a 70%
de los camponentes del latex C. Candamarcensis L, son diferentes a
los detectados en C. Papaya L.

Secuenciamiento del extremo NH2 terminal de una de las protelnas
aisladas confirma la presencia exclusiva de esta enzima en Carica
is L.-
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CARACTERIZACION DE UN PLASMIDIO QUE CODIFICA LA SINTESIS
DE BETA-LACTAMASA EN Shigella flexneri. (Characteriza -

tion of a plasmid codifying for B-Lactamase in S. flex -

neri). Echeverrfa, V., Mondaca, M.A., Cid, H. Departamen
to de Microbiologfa, y Departamento de Biologfa Molecu -
lar, Fac. Cs. Biol. y Rec. Nat. Universidad de Concepcién

Shigella flexneri es una bacteria de la familia entero -
bacteriaceae que frecuentemente presenta multiresisten -
cia de origen plasmidial. La resistencia a ampicilina
estd dada por la sfntesis de B-Lactamasa una enzima que
hidroliza el anillo B-Lactdmico de este antibidtico. El
objetivo de este trabajo fue la caracterizacién de un
plasmidio de una cepa de S. flexneri UCCI29 que codifica
la sintesis de B-Lactamasa.

Se estudid el nivel de resistencia de S. flexneri a Ampi

cilina (Amp) determinando la Concentracién MInima Inhibg\‘

toria (CMI) por la té&cnica de dilucién seriada en tubo.
Se aisld el plasmidio por la té&cnica de extraccién alca-
lina de Kado y Liu modificada por Rockelle y se visuali-
28 por electroforesis en gel de agarosa al 0.7%. Se es-
tudis la transferencia de la resistencia a Amp, por con-
jugacidn interrumpida en medio lfquido, utilizando como
cepa receptora a E. coli K-12 (ANR) . Se determiné el ma
pa de restriccidn del plasmidio transferido, responsable
de la resistencia a Amp. La CMI para Amp fue de 4096 ug/
ml. Las transconjugantes aisladas presentan una CMI en-
tre 2048 y 4096 ug/ml y presentaron la misma banda de
ADN extracromosomal que la cepa dadora. El peso Molecu-
lar aproximado del plasmidio fué de 100 Kb. Se informan
los sitios de restriccién para EcoRl, EcoR5, BamHI, Sau
3A, HindIII. Las transconjugantes fueron obtenidas a
tiempos cortos, 3 min y 5 min, lo cual permite concluir
que la resistencia a Amp estd mediada por un plasmidio
de 100Kb altamente transferible, hecho muy positivo para
obtencién de cepas sobre o hiperproductoras.

D.I. Univ. de Concepcidn Proyecto 20.31.34
Convenio GTZ DAAD-FONDECYT.

" DNA kinetoplastidico.
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Bisqueda e identificacién de cepas .locales de Baciilus thuringiensis
{Search and identification of local strains of Bacillus thuringiensis) L.
inbert, P. Espinose, C. Theodwlos, J. Séez, 6. Vizcarrs, C. Padilla,
C. Parra, L. Mesa-Basso. Programa de Biologia Vegetal, Faculted de
Recursos Baturales, Universidad de Talca.

La productividad de las especies de cultivo es afectada por el atague de
insectos que provocan pérdidas severas es el rendimiento. Uno de los
enfogues para resolver este problema ex la utilizaciés de micro-organismcs
coa propiedades entomopatogénas. Il de mayor éxito ba sido la bacteria
Bacillus thuringlensis, cuys actividad insecticida radica en wma proteiss
de 140 kDa sintetizada dvrante la esporulacién como protoxise. Ista
molécula se solubiliza al plf alcalino del intestino medio de los imsectos
susceptibies, camsindoles una parélisis inmediata del intestino y el cese
de la ingesta.

Se ban aisiedo cepas locales de B.t., caracterizadas en cwanto a su
perfil electroforético, morfologia del cristsl parasporal por microscopia
electrinica, reaccién inmunolégica y enmayos de toxicidad comtra lacvas de
Beliothis sea.

Se purificaron los DNAS iz situ y se examind la distribucién de los
plammidios de alto y bajo M. Se seleccionaron 3 cepas locales de acwerdo
a este criterio. La localisacién de los gewes se realisé medisate
hibridacién sowthera empleando wna sonda sulfomada de 726 pb provenieate
de wna regidn conservada de la sub-especie berlizer. En wa caso, el gen de
la toxise cerfa de origes cromosomal. Las cepas en estudio fsarma
digerides con Hind 111 mostrando wa perfil de digestitn diferente emtre af
y distiato al comseguido con la cepa comercial war. kursteki. los
fragmentos Hind III faeron tramsferidos a popel de nitrocelulose e
hibridados con la sisma sonda.

Se trabaja en la tipificaciée seroldgica da cotas mmavas cepas, ex el
clopamiento solecalar de cada wno de estos geass y su expresién en I.
coli.

Financiado: Yondecyt 91/0128 y PIUD/GNESCO RLA 83/003/009 y DIUT/310.
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CARIOTIPO Y LOCALIZACION DE GENES EN POBLACIO-
NZS DE TRYPANOSOMA CRUZI MEDIANTE ELECTROFORE-
SIS DE CAMPO PULSADO. (Kariotype and chromoso-
mal gene location on T. cruzi ponulations by
pulse field gel electrophoresis). Solari, A.,
Henrikson, J. y Petterson, U. Departamento de
Bioqufmica, Facultad de Medicina, Universidad
de Chile. Biomedical Center, Univ. of Upsala.

El par&sito Trypanosoma cruzi agente causal
de la enfermediaxEE_EEEEEs—B?EEénta una gran
heterogeneidad de acuerdo a estudios previos de
caracterizacibn de la especie mediante: andli-
sis isoenzim&tico, reactividad con lectinas o
anticuerpos monoclonales y mediante RFLP del
Como una manera de dilu-
cidar la heterogeneidad dentro de la especie,
hemos iniciado el estudio del cariotipo, asi co
mo la localizacibén de algunos genes del pardsi-
to mediante electroforésis de campo pulsado.

Se analizaron 12 poblaciones de T. cruzi de
Chile y 6 de Colombia. A su vez se utilizaron
como control 2 poblaciones de T. rangeli, S.
serevisae y S. pomte. Del an§lisis de carioti-
pos mediante tincidn con Bromuro de Etidio se
desprende que cada poblacifn posee un nfimero
caracterfstico de cromosomas entre 15-20 y ta-
mailo entre 450-2.200 k bases. El uso de 2 son-
das de DNA pertenecientes a los genes SAPA y
Cruzipafna y andlisis de Southern, permitif cla
sificar a las poblaciones de T. cruzi en varios
subgrupos.

Mientras las poblaciones chilenas se vpudieron
diferenciar en tres grandes grupos, las colom-
bianas resultaron todas diferentes entre si.
Las poblaciones de T. rangeli no dieron sefa-
les positivas de hibridacidn reflejando la gran
utilidad de estas sondas para distinguir entre
tripanosomatideos cercanos como son T. cruzi y

T. rangeli.
Proyecto financiado por CONICYT~SAREC.
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MECANISMO CINETICO DE LA CARBOXIQUINASA
FOSFOENOLPIRUVICA DE LEVADURA. (The kinetic
mechanism of yeast phosphoenolpyruvate
carboxykinase) Jabalquinto A.M. Departamento de
Quimica, Facultad de Ciencia, Universidad de
Santiago de Chile. (Patrocinio: G.Zufiiga)

La carboxiquinasa fosfoenolpiruvica de levadura
cataliza la reaccién :

oxaloacetato (OAA) + ATP ——- ADP + o,
La velocidad de la reaccidén se determind
espectrofotométricamente mediante un ensayo

acoplado. El andlisis de los resultados se

efectué usando el programa EZ-FIT.

Los experimentos de inhibicidn por bicarbonato
mostraron inhibicidén competitiva, al variar tanto

OAA como ATP. El PEP fue un inhibidor competitivo

con respecto al ATP y no competitivo respecto al

OAA. Por otra parte, el ADP mostrd una inhibicidn
competitiva al variar OAA y no competitiva al variar
ATP.

Un andlogo de punto muerto del ATP (etenoATP)

exhibid inhibicidn competitiva vs ATP y no

competitiva vs OAA. En tanto que, el Bsulfopiruvato
(andlogo de punto muerto del OAA) mostrd una inhibicién
competitiva con respecto al OAA.y no competitiva al
variar el ATP. .

Estos resultados sugieren que el mecanismo cinético

de esta enzima es Bi-Ter al azar con la formacidn

de dos complejos abortivos (E~OAA~PEP y E-ATP-ADP).

+ PEP

Financiado por Dicyt-USACH y Fondecyt.
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IDENTIFICACION DE LOS RESIDUDS LISINA INVOLUCRADOS EN
LA INHIBICION DE FRUCTOSA-1,6-BISFOSFATASA POR AMP.
{Identification of the lysine residues involved in the
AMP-inhibition of fructose 1,4-bisphosphatase). Ludwig,
H. y Slebe, J.C., Instituto de Bioquimica, Universidad
Austral de Chile, Valdivia, Chile.

La fructosa-1,6-bisfosfatasa de rifon de cerdo es
una proteina tetramérica que presenta un residuo de
lisina por subunidad cuya carbamilacion conduce a 1la
pérdida del efecto cooperativo de la inhibicién por AMP
y un segundo residuo de lisina involucrado en la unién
del nuclestido (Slebe et al., J. Prot. Chem. 2, 437,
1983).

Con el objetivo de identificar estos residuos
lisina se traté la enzima con cianato radiactivo, en
dos diferentes condiciones de reaccion, obteniéndose un
derivado que presentaba carbamilacien selectiva de los
residuos de lisina involucrados en la cooperatividad
(FBPasa-1), y un segundo derivado en el cual se habian
modificado ambos tipos de residuo (FBPasa-2). FBPasa-1
incorporé 1,5 moles de carbamoilo-*“C por mol de
subunidad, mientras que para FBPasa-2 este parametro
fué de 4,5. Ambos derivados fueron carboximetilados vy
sometidos a hidroélisis triptica. Los péptidos fueron
separados por cromatografia de fase reversa en HPLC. Se
obtuvieron las composiciones aminoacidicas asi como las
secuerncias aminoterminales de los péptidos radiactivos
mayoritarios, lo que permitico asignarleos a fragmentos
de la secuencia aminoacidica de FBPasa. El andlisis de
los resultados indica que Lys-S50 y Lys-112 son los
residuos involucrados en el efecto cooperativo de 1la
inhibicién por AMP y en la afinidad por el nuclecétido,
respectivamente.

(Financiado por: DID-UACH, S-89-37, FONDECYT, 188/89).
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ESTUDIOS DE ESTABILIDAD DEL DERIVADO FRUCTOSA-1,6-
BISFOSFATASA—FENILGLIOXAL . (Stability studies of the
fructose-1,6-bisphosphatase-phenylglyoxal derivative).
Carcamo, J.B6., Instituto de Bioquimica, Universidad
Austral de Chile, Valdivia. (Patrocinio: J.C. Slebe).

Estudios de modificacién quimica de residuos de
arginina en fructosa-1,6-bisfosfatasa renal de cerdo,
de nuestro laboratorio, han mostrado que es posible
obtener un derivado con una menor sensibilidad al
inhibidor alostérico AMP, sin afectar mayormente otras
propiedades de la enzima (Cdrcamo, et al., Arch. Biol.
Med. Exp., 23, R 371, 1990). Para la identificacién de
los residuos modificados es necesario tener un derivado
estable. La estabilidad depende de la enzima, de la
formacion de mono o diaducto y del tampen utilizado
(Vanderbunder et al., Biochemistry. 20, 2354-2360,
1981).

Estudios comparativos del derivado fructosa-1,6-
bisfosfatasa-fenilglioxal obtenidos al utilizar borato
o fosfato de sodio como tampon de modificacien,

muestran gque existen diferencias en la estabilidad a
distintos pH, en la cinética de incorporacisn de
*4C-fenilglioxal a la enzima y en el namero de
moléculas de fenilglioxal unidas por residuo de
arginina. En amortiguador borato se obtiene un aducto
mono fenilglioxal-arginina que es estable a pH 4cido
(bajo 4) solamente, mientras que en tampon fosfato se
forma un aducto difenilglioxal-arginina, relativamente
estable a pH neutro e igualmente estable en condiciones

dcidas; a diferencia del mono derivado el diaducto
absorbe a 250 nm.
Los resultados sugieren que dos residuos arginina

estarian comprometidos con la inhibicion alostérica de
la enzima por AMP. Las condiciones de modificacisén
descritas permitiran la identificacién de estos
residuos en la estructura primaria de la proteina.
(Financiado por: DID UACH, S~89-37; FONDECYT, 188/89.)
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APIRASA EN PLACENTA HUMANA. (Apyrase in human

placenta). Quintar, R., Valenzuela, M.A., Co-
llados, L. Depto. Bioquimica y Biologla Mole-
SiTar. Fac. Cs. Quimicas y Farmacéuticas. Uni
versidad de Chile. =

La placenta humana requiere de la mantencin
de un flujo sanguineo adecuado de sangre mater
na. Este flujo estarfa facilitado por la pre -
sencia de una actividad ADP&sica, inhibidora
de la agregacifn plaquetaria, permitiendo 1la
apropiada fluidez sangufnea.

El objetivo de nuestro trabajo fue ver si
esta actividad podrfa corresponder a la apira
sa cuya caracterfstica es hidrolizar ATP y ADP
en presencia de Ca?t, Para realizar esto, pri-
mero, Se localiz8 subcelularmente las activida
des ATPS8sica-ADP3sica en la porcifn microsomal
¥ luego se caracteriz® dicha fraccibn.

La caracterizacién cin&tica mostr6 que tiene
una gran inespecificidad frente a nucleosidos
di- y trifosfatos. Los cationes ca’t, Mg2* y
Mn2+ activaban la reaccién. Se demuestra tam~
bi&n que las actividades ATP&sica y ADP&sica
corresponden a una verdadera apirasa mediante
el efecto de diversos inhibidores.

Adenmfis de estas propiedades cinéticas, pro-
pias de la apirasa, se comprobd que estas ac
tividades pertenecen a una misma proteina por
su coelucibn de una columna de Sepharose 6B y
por corresponder a una misma banda de protel-
na elufdas de un isoelectroenfoque.

Finalmente, se puede concluir la existencia
de apirasa en placenta humana porque anticuer
pos contra la enzima vegetal interactfian con
esta fraccibn microsomal.

FINANCIADO POR PROYECTO FONDECYT 90-1006.
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MODIFICACION DE LA CARBOXIQUINASA FOSFOENOLPIRUVICA DE PURIFICACION DE UNA ENZIMA B-GLUCOSIDASA ALTAMENTE ASO
HIGADO DE RATA CON DERIVADOS DEL PIRENQO. (Labeling of CIADA A UNA PROTEASA DE Cucurbita ficifolia. (Purifica
rat liver phosphoenolpyruvate carboxykinase with pyrene tion of a protease-associated B-glucosidase from C. fT
thiol reagents). ROJaS, M.C., Encinas, M.V. y Cardemil,E, cifolia). Curotto, E., Torres, G. y Aguirre, C. Ins
Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias, U. de Chi  tifuto de Quimica, Universidad Cat6lica de valparafso.
le y U. de Santiago de Chile. (Patrocinante: L.Chayet). (Patrocinio: Mufioz G.).

De la pulpa de la Cucurbita ficifolia (Alcayota)
se purific6é una enzima proteolitica; después de diferen
tes etapas de purificacién aGn se evidencié la presen-
cia de actividad B-glucosidasa. La caracterizacién de
las dos actividades enzimdticas mostraron que posefan
el mismo peso molecular (60 Kd), igual estabilidad an-
te el pH (4-11) y temperatura (25-40° C).

El objetivo de este trabajo fue demostrar la pre-

Las carboxiquinasas fosfoenolpirivicas (PEPCKs), ca-
talizan la descarboxilacién de oxaloacetato a fosfoenol-
piruvato y pueden ser dependientes de ATP o GIP segin su
origen. La enzima de higado de rata utiliza GTP y pues-
to que tiene residuos de cisteina muy reactivos eno cer-
ca del sitio del nucledtido, se investigaron las propie-
dades de esta regidn mediante modificacidn con pireno-

maleimida y pxrenoyodoacetam1da Ambos reactivos en can . > v A -
tidades estequiométricas con la enzima, la inactivan com  S€ncia de una enzima multifuncional o una copurifica-

pletamente y paralelamente se modifica un residuo de ci6n de la enzima B-glucosidasa y la enzima proteoliti
aminodcido que se identificé como la Cys 288. EL GDP-Mn  Ca.
protege completamente de la inactivacidn.

El decaimiento fluorescente del pirenomaleimida en la
enzima, es biexponencial. Esta heterogeneidad da cuenta
de distintos microentornos sensados por la sonda, los que

La actividad B-glucosidasa se determin6 frente al
sustrato pNPG y la actividad proteolitica con azocold-
geno como sustrato.

La determinaci6n de la constante de inestabilidad

podrian deberse a la contribucién de dos conformaciones
de la enzima.

En presencia de un exceso de pirenoyodoacetamida, se
incorporan dos moles de pireno por mol de enzima junto

con la apar1c16n de una banda de emisidn ancha, centrada

a 470 nm, propia de un dimero del p1reno en el estado
excitado (excimero). La secuenciacidn de los pept1dos
que contienen los sulfhidrilos modificados, permitid
identificar una segunda cisteina reactiva.

Financiado por FONDECYT 90-004, 91-0046 y DTI Universi-
dad de Chile Q 3068-9013.
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DETERMINACION DE pKas DE GRUPOS IONIZABLES EN ENZIMAS
MEDIANTE LA ECUACION DE SEGUNDO GRADO. (Determination
of pKas of Ionizable Groups in Enzymes by Second
Grade Equation).

0'Reilly S., Salinas D. y Riveros M.C. Instituto de
Quimica, Universidad Cat6lica de Valparafso (Patroc1
nio: Gonzdlez-Lira G.).

El pKa de grupos ionizables en proteinas juega un
rol esencial en su estabilidad y en su funcién. En en
zimas, la determinaci6n experimental del pKa de grupos
cataliticos y su relaci6n con la dependencia del pH de
los pardmetros cinéticos es un campo activo de investi
gacién.

En este trabajo se propone el uso de un programa
de regresion no lineal a la ecuacién de segundo grado
para el célculo de los pKas de la enzima libre y de in
termedios enzima-sustrato, como también de los paréme-
tros cinéticos 1ndepend1entes del pH: V méx y Vmdx/Km,
en sistemas enzimdticos que pueden ser tratados como
dcidos dibdsicos.

Trabajando con B-Glucosidasa de almendras, el tratamiento de
los parametros cinéticos dependientes del pH, dbtenidos por regre-
si6n no lineal a la hipérbola, da por regresitn_no lineal a la pard
bola pKgy = 4,7; pKez = 6,0 y Wndx/kn = 7,35 E-3 min~!, los valores
bibliogréficos de PKp otenidos en condiciones semeJantes
son 4,8 y 6,2.

Apllcando este método a datos bibliogréficos de
K2 ap/Kg ap (pH 7,21-8,71) de la quimotripsina se obtie

ne pKey = 6,77; pKep = 7,90 y ky/Ks = 3920 1/(Mseg); los va-
lores informados (método de Af%erty) son 6,85; 7,95 y
3940 1/(M seg), respectivamente.

De acuerdo a los resultados el método propuesto
es aplicable a sistemas dipr6tidos, permite trabajar
en un rango estrecho de pH y es adecuado para sistemas
enzimdticos con pKas de grupos catalfticos cercanos.

Financiado por D.G.I., U.C.V.

a 55°C (0,098 min-1) y la acci6n de inhibidores especifi
cos (PMSF) indica que son dos proteinas diferentes que
en las condiciones de purificacién utilizada no se se-
pararon.

Sin embargo, es pos1ble la separacién de la enzi-
ma B-glucosidasa utilizando cromatograffa de exclusi6n
en fracto gel TSK-HW-65 con fuerza ibnica 0,5M. Etapas
posteriores de cromatograffa de intercambio i6nico con
firmaron la separaci6n de estas enzimas.

Cuando la cromatograffa de exclusi6n se realiz6 a
una fuerza i6nica menor, las dos actividades no se se-
pararon y permanecen unidas incluso después de realizar
cromatograffa de intercambio i6nico y de alta resolu -
ci6n (HPLC). Esto lleva a pensar que estas dos enzimas
estdn asociadas en el fruto para cumplir su rol catali-
tico y pueden ser separadas a una fuerza i6nica de 0,5M.

Proyecto DGI, Universidad Cat6lica de Valparafso.
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PROTEINASAS MULTIMERICAS EXOCELULARES DE Frankia BR,
UN ACTINOMICETO FIJADOR DE NITROGENO ATMOSFERICO
(Exocellular multimeric proteinases of Frankia BP an
actinomycete fixing atmospheric nitrogen).

Schwencke J."''?, Muller A."*, Bemoist P."?, y Dien £.6.%

} Lab. d'Enxymologie, CNRS, 91198 Gif-sur-Yvette, Framcia

1) Lab, de Biotechnologie des Syabioses Forestidres Tropicales, ORSTOM/CTFT
CIRAD, ¢5his, Ave de la Belle Gabrielle, 94736 Nogent-sur-Narne, Francia,

Frankia pertenece a un grupo de bacterias Gram + ca-
paces de endosimbiosis con plantas actinorizicas y de
fijar el N-atmosférico tanto in vitro como in-planta.
Los arboles actinorizicos, de rapido crecimiento, tie-
nen interés econdmico como colonizadores de suelos
arenosos, erosionados o en general pobres en
nitrégeno asimilable.

Las caracteristicas bioquimicas de Frankia son poco
conocidas. Aislada recientemente (1978) crece con
dificultad. Describimos aqui nuestras condiciones de
crecimiento optimizadas y las principales caracteris-
ticas de su sistema proteolitico extracelular.

Nos interesan las proteinasas extracelulares de
Frankia por el rol que puedan tener sea en su vida
endosimbi6tica, sea en el proceso de infeccién.

El andlisis por SDS-PAGE de concentrados (DEAE/6PG)
extracelulares muestra 63 polipéptidos. El "pattern"
de proteinas secretadas cambia durante el crecimiento
y depende de las condiciones de cultivo. Al menos 15-
20 proteasas son secretadas. Entre ellas 6 aminopep-
tidasas y 8 proteinasas de alta masa molecular (1300-
270 kDa). Las mismas estdn presentes en extractos
intracelulares. Las caracteristicas bioquimicas, de
microscopia electrénica e immunolégicas indican que
la proteinasa multimérica de 1300 kDa (28 S) presenta
semejanzas con la Megapaina (26 S) de eucariontes en
tanto que aquella de 650 kDa (18 S) tienen similitudes
con los prosomas O proteasomas (16 S) de células
encariotas.
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XILANASAS Y ACETIL. ESTERASAS DEL HONGO Penicillium
purpurogenum. (Xylanases and acetyl esterases of the
funqus Penicillium purpurogenum) . Scarpa, J.,
Belancic, A., Egafia, L., Steiner, J y Eyzaguirre, J.
Laboratorio de Bioguimica, Facultad de Ciencias
Biolégicas, U. Catélica de Chile, y Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de
Chile.

Las hemicelulosas son un conjunto de
heteroglicanos de 1la pared celular vegetal. Su
componente principal es el xilano, constitufido por una
cadena de residuos de D-xilosa parcialmente acetilada
y con ramificaciones de L-arabinosa y &cido metil D-
glucurénico. En la hidrélisis del xilano, proceso de
interés tanto en la naturaleza como en la industria
biotecnolégica, participan varias enzimas, (entre
ellas xilanasas y acetil esterasas) cuyo ntmero y
mecanismo no es bien conocido. E1 objeto de este
trabajo es el estudio de estas enzimas producidas por
P. purpurogenum.

Se crecié el hongo en un medio con paja de trigo
como fuente de carbono (30 % de hemicelulosa) y medio
de Mandels como fuente de nitrégeno y sales. A los 4
difas de cultivo se obtuvieron sobrenadantes con 9,8
U/ml y 36,9 U/mg proteina de actividad xilandsica y
0,9 U/ml y 3,0 U/mg proteina de acetil esterasa. La
cromatografia en gel P-100 de un concentrado del
sobrenadante separa dos iscenzimas con actividad
xilandsica. Una de ellas, xilanasa B, ha sido
purificada a homogeneidad' (cromatografia en DEAE-
celulosa y MC50 y elucibn de un gel no
desnaturante). La fraccién A ha sido purificada
parcialmente observdndose por isoelectroenfogue al
menos 2 actividades con distintos pI.

La xi es un monémero de 75.500 Da.
Muestra mAxima actividad para hidrolizar xilano de
céscara de avena a pH 5,0, y temperatura "éptima" de
500. La xilanasa B es estable entre pH 4,0 y 7,0 y
hasta 50°. Su punto isoeléctrico obtemdo por
isoelectroenfoque es de 5,9.

Financiamiento: Proyectos FONDECYT

89-580 y
90-0822 y UNIDO 91/065.
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UNA FORMA GLICOSILADA DE ARGINASA RENAL HUMANA. (A gly
cosylated form of human kidney arginase). Torres,C.,

Silva,P., Ofiate,E. y Carvajal, N. Depto. Biologia Mole-
cular, Facultad Ciencias Biolégicas y Recursos Naturales
Universidad de Concepcién.

En este trabajo, se presentan evidencias que sugie-
ren la presencia de especies glicosiladas de arginasa en
el rifi6n humano. Apoyan esta conclusi6n los siguientes
resultados: (a) la enzima es retenida muy fuertemente en
una columna de Concanavalina A-Sepharosa, de la cual pue
de ser elufda en forma especifica con glucosa o metil
glucopiranosido; (b) la electroforesis en geles nativos
de poliacrilamida al 10% revela la presencia de una ban-
da de protefna con actividad argindsica y que da un deri
vado fluorescente al ser sometida a una oxidaci6n con pe
ryodato y una posterior reaccién con dansil hidrazina;
(c) cuando la banda de proteina activa obtenida en el
gel nativo es elufda del gel y luego sometida a una elec

troforesis en presencia de SDS, se observa una banda que

corresponde a las subunidades de la enzima y que da reac
cién positiva con dansil hidrazina.

Los resultados obtenidos plantean una interrogante
acerca del significado biol6gico de la modificacién de
la arginasa renal humana, lo que serd analizado por nues
tro grupo en el futuro. Por el momento, ellos sugieren
una explicacién para algunas observac1ones anteriores de
nuestro grupo. En efecto, con frecuencia se observa que
preparaciones supuestamente purificadas de la enzima
muestran una multiplicidad de bandas en geles de polia-
crilamida en presencia de SDS, las que podrian explicar-
se por un grado variable de glicosilacién.

Financiado por Proyecto FONDECYT 90-0261
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CARACTERISTICAS COMUNES Y DISTINTAS ENTRE API-
RASAS DE ORIGEN ANIMAL Y VEGETAL. (Common and
distinct characteristic between animal and
plant apyrases). Jorquera, O., Kettlun, A.M.,
Pieber, M. Depto. Bquu!mIca Yy Biol. B_ofecuIar,
Fac. Cs. Quimicas y Farm. Universidad de Chile.

Se ha descrito cinéticamente la presencia de
ATP-difosfohidrolasa o apirasa tanto en teji -
dos animales como vegetales. Estas caracteris-
ticas corresponden a la accifn hidrolitica so-
bre los substratos nucleosidos di- y trifosfa
tos con dependencia de catifn bivalente. La
funcibn fisiolbgica de esta enzima, con activi
dad ATP&sica-ADP&sica, se relacionarfa con eT
metabolismo extracelular de nucleotidos.

El presente trabajo muestra que adem8s de es
tas caracteristicas cinéticas comunes en enzi -
mas de distinto origen hay similitudes en los
posibles aminofcidos del sitio activo y en 1la
existencia de epitopes comunes.

Los amino8cidos del sitio activo se estudia-
ron mediante modificadores quimicos relativa -
mente selectivos de grupos: tir, trp, -COO0 vy
-SH. En cuanto la interaccibn con anticuerpos
contra la enzima vegetal, se encontr$ que sblo
la fraccifn microsomal solubilizada de apirasa
animal es inhibida por estos anticuerpos. En
tejido animal la reaccifn de inmunowesternblot
s68lo es positiva en fracciones de membranas
pargialmente purificadas; en cambio, en teji-
do vegetal se detecta a partir del extracto.

Aparte de caracteristicas comfnes hay tam-
bién diferencias importantes entre las enzimas
de origen animal y vegetal en cuanto a la
unifn a membranas, masa molecular y pI.

FINANCIADO POR PROYECTO FONDECYT 90-1006.
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Estudio de enzimas ligninoliticas del hongo
Ceriporiopsis subvermispora. C. Ruttimann, L. Salas y
R. Vicufia. Laboratorio de Bioquimica. Facultad de
Ciencias Biolégicas. P. Universidad Catélica de Chile.

Los hongos de pudricién blanca son los mds eficientes
degradadores de lignina que se han descrito hasta la
fecha. Por este motivo, también se han usado en
exper imentos de biopulpaje, demostrando ser eficientes
y selectivos en este proceso.

En este trabajo hemos estudiado la produccién de
enzimas extracelulares por 5 cepas de C.
subvermispora.

Se observé que este hongo produce una peroxidasa
dependiente de Mn (MnP), lacasa y una actividad
productora de Ha202. Estudios de especificidad de
sustrato indican que esta Gltima actividad podria
deberse a la presencia de m&s de una enzima. En
ninquna de estas cepas se encontré lignina-peroxidasa,
que ha sido propuesta como la principal responsable de
la degradacién de lignina en otros hongos.

Se hizo un estudio de las condiciones éptimas para la
expresién de estas enzimas, encontréndose gue Mn*2 es
necesario para la produccién de las tres actividades,
logréndose un méximo a concentraciones de 11 ppm,
mientras que alcohol veratrilico (VerOH) no induce la
produccién de enzimas en estos hongos. El1 oxigeno
tampoco influye en la produccién enzimética, pero si
tiene un efecto positivo en la degradacién de 24C-
DHPs. Con respecto al efecto de la concentracién de
nitrégeno en el medio, se ve una relacién inversa
entre la cantidad de MnP producida en cada caso y la
mineralizacién de DHPs, lo que indica que podrian
participar en este proceso otras enzimas ain no
detectadas.

Trabajo financiado por proyectos Fondecyt NC 824-90 y
0758-91.
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DESARROLLO DE ANTICUERPOS MONOCLONALES
ANTIADUCTO INDOL-FLAVINA (Development of
monoclonal antibodies anti-adduct indole-flavine). Diaz, M.,
y Silva, E. Departamento de Quimica Biolégica, Facuttad de
Quimica, P.Universidad Catdlica de Chile.

La ingestién de triptéfano (Tip) y riboflavina (Rb) es esencial
en 1a alimentacién humana. Sin embargo, sé ha reportado
que la presencia simultidnea de ellos en nutrientes
parenterales y medios de cultivo expuestos a la luz visible
genera hepato y citotoxicidad respectivamente. EIl
descubrimiento de la formacién de una unién fotoinducida
entre Trp y Rb ha permitido explicar estos efectost.

En este trabajo se contempld la obtencién de anticuerpos
monoclonales (AMC) anti-aducto indol-flavina con el
propésito de tener una herramienta de deteccién y
purificacién de este compuesto ya sea en suero o en
cualquier sistema biolégico o quimico. Para ello se generé
fotoquimicamente la unién de Rb a residuos de Trp
quimicamente enlazados a residuos de € -lisina de albdmina
de suero bovino (BSA) y a hemoclamna de loco (KLH)

t.os sueros obtenido é de inmuni

sucesivas de ratones Balb/c con la protefna modificada
BSA-Trp-Rb se titularon mediante el test de ELISA. Se
obtuvo una respuesta humoral significativamente mayor
para BSA-Trp-Rb que para la proteina transportadora BSA.
También se encontrs una respuesta positiva para la proteina
no relacionada con BSA, KLH-Trp-Rb que contiene el
mismo hapteno. .
Luego de efectuar una fusién somatica para obtener
hibridomas secretores de AMC contra el aducto, se
obtuvieron una serie de clones que sélo reaccionan contra
BSA-Trp-Rb y no contra BSA, lo que hace promisorios
nuestros resultados.

+ siivaet al., Int. J.Vit. Nuir. Res. 58, 394 (1988).

Se agradece a CONICYT (Beca doctorado’ y Proyecto
FONDECYT).
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DEGRADACION DE COMPUESTOS MODELO DE LIG‘IINA POR UN
DE PALO

COONSORCIO BACTERIANO PROVENIENTE
PODRIDO". (Degradation of 1lignin model compounds by
bacterial consortium from "Palo Podrido"). Céspedes., R.

y ¥Vicufia, R. Laboratorio de Bioquimica, Facultad de
Cliencias Biolégicas, P. Universidad Catélica de Chile
Palo Podrido es un fenémeno de delignificacién selectiva
que ocurre en muestras de madera en descomposicién en
los bosques del sur de Chile. Nuestro grupo se propuso
estudiar la presencia de sistemas bacterianos con
capacidades ligninoliticas en muestras de Palo Podrido.
Usando compuestos modelo de lignina y muestras de Palo
Podrido en distintos estados de descomposicién, se logré
aislar un consorcio bacteriano compuesto en su totalidad
por bacterias filamentosas, ocho en total,
pertenecientes a las familias Actinoplanaceae,
Dermatophilaceae y Streptomicetaceae.

Bste consorcio, denominado PP6, a diferencia de 1las
cepas que lo constituyen, crece Yy consume
cuantitativamente varios dimeros de tipo B-0-4. Cuando
cualquiera de estos compuestos estd presente como Gnica
fuente de carbono y energia, no es posible detectar
intermediarios de ruptura. No obstante, en presencia de
antibiéticos especificos, los cultivos del consorcio

acumulan = intermediarios gue no son posteriormente
metabolizados; asi por ejemplo, al emplear
veratrilglicerol-B-guiaciléter como sustrato nés
estreptomicina, se detectan acetoveratrona, A&cido

verdtrico y gualacol. Resultados similares aunque con
menor eficiencia son obtenidos al emplear eritromicina,
debido a gue el consorcio es capaz de crecer a expensas
de dicho antibiético.

Nuestro grupo ha encontrado en Pseudomonas que
acetoveratrona proviene de la degradacién de (-
hidroxipropioveratrona, el cual a su vez se forma de la
ruptura directa del enlace éter. Aunque éste udltimo
compuesto no ha sido detectado en cultivos del
consorcio, algunas de las cepas alsladas, asi como el
consorcio, répidamente convierten B-hidroxipropio-
veratrona en acetoveratrona, sugiriendo que estas

bacterias filamentosas también catalizan la ruptura
directa del enlace intermonomérico. Este trabajo ha sido
financiado por Grant UNIDO-ICGEB Ng90/013 (CRP/CHI88-03)
y Fundacién Consorcio Nacional Vida.
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DEGRADACION DE UN COMPUESTO MODELO DE LIGNINA TIPO DIARILETAKO POR UNA
BACTERIA FILANENTOSA (Degradation of a diarylethane lignin model
coapound by a filamentous bacterius).

Riarichsen, #. Laboratorio de Bioquimica, Fac. de Ciencias Bioldgicas,
P. Universidad Catélica de Chile.

Desde hace algunos aiios, en nuestro laboratorio se ha estado
estudiando 1a participacién de las bacterias en la degradacidn de la
lignina. Hemos aislado y caracterizado numerosas cepas provenientes de
diversas suestras ambientales, usando como nica fuente de carbono y
energia compuestos aodelo del polimero.

En este trabajo se presenta el aislamiento y caracterizacion de
la primera cepa capaz de crecer en el dimero no fendlico 2-
fenilacetofenona, o desoxibenzoina (PB), un diariletano derivado de
benzoina. La cepa, pertenaciente al orden Actinomycetales, familia
actinoplanaceae, esporula ficilmente formando diplobacilos, y en sedios
adecuados forma hileras de varias células.

£l andlisis por TLC, HPLC y GC-MS de sobrenadantes de cultivo ha
wostrado que la degradacién comienza con dos hidroxilaciones sucesivas
del anillo mds lejano al grupo carbonilo, probablemente en las
posiciones 3 y 4. Asi también, se observa la formacién transiente de
fenol y de p-OH-bencil alcohol. Otro compuesto fendlico, ain no
identificado, se acumula y se degrada wis lentamente (Rt TLC, 0,49).
Este compuesto no se forma al incubar las células con un inhibidor de
dioxigenasas, como pirogallol {1 mM), al tiespo que se acumula fenol.
Por el contrario, un inhibidor de monooxigenasas, como metirapona (100
uM), tawbién produce acumulacién de fenol pero no inhibe la formacidn
del compuesto de Rt 0,49,

Basados en estos  antecedentes, se propone una via de
netabolizacién en que la degradacion del dimero procede a través de la
ruptura de un anillo, como para los bifenilos, en lugar de entre los dos
carbonos  alifiticos, como acontece para otros cospuestos tipc
diariletano. Por otra parts, se estd estudiando si la biosintesis del
fenol es a través de una reaccién tipo Basyer-villiger, como ocurre en
ciertas bacterias que degradan acetofenona.

Financiado por Proyectos FONDECYT ¥ 0218-88 y 0758-91.
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EPECTO DE LA ANOXIA Y REOXIGENACION CELULAR:
MODIFICACION PARAMETROS RELACIONADOS AL ESTRES
OXIDATIVO EN HEPATOCITOS AISLADOS. (Cellular effect of
anoxic and reoxygenation: Bodification of oxidative
stress-related parameters in isolated hepatocytes).
Campos, R., Morgado, N., Sanhueza, J. y Valenzuela, A.
Unidad de Bioquimica Farmacoldgica y Lipidos. INTA, U.
de Chile.

El dafio funcional por isguemia y reperfusién involucra
la participacién de formas activas del oxfigeno y
degradacién de fosfolipidos de membranas. Nosotros ya
demostramos que wuna isquemia/reperfusién tisular
produce una respuesta tipica de estres oxidativo (Free.
Rad. Res. Comms. 10, 259, 1990). Ahora, en una
suspensién de hepatocitos, en la que se evalua en forma
controlada la expresién del estres oxidativo de un
sistemna con estructura celular intacta, sin la
influencia sistémica de un organismo entero, se
pretende estudiar la respuesta a un estres por
anoxia/oxigenacién y establecer el comportamiento de
pardmetros sensibles a este estres tales como: el
glutatidn reducido (GSH), sistema de =xantina-oxidasa
(X0) / deshidrogenasa, (XDH) y productos de la
lipoperoxidacién como el malondialdehido (MDA). Los
resultados preliminares msuestran que durante una
oxigenacién hay sintesis de GSH, generacién de MDA, y
actividades X0 y XDH constantes, con XDH principalmente
en el intracelular. Un régimen de anoxia muestra uma
situacién semejante. Sin embargo, la oxigenmacién de la
preparacién andéxica, ain cuando no influye sobre X0 y
XDH, produce una disainucién del y un aumento del
MDA. Se prop que la pr ia o ia de oxigeno
modifica los niveles de y.MDA, sin que al parecer
durante el periodo de anoxia se produzcan casbios en
las actividades X0 y XDH. Financiado por FORDECYT
(1194-90) y Programa de Estudios Avanzados. 0. de
Chile.
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STATUS OXIDATIVO EN LA INGESTA DE ACIDOS GRASOS N-3: TRANSPORTE GASTROINTESTINAL DE FLUORURO Y MONOFLUOROFOS-
EFECTO DE LA EDAD Y DE UN ANTIOXIDANTE. (oxidative FATO: UN ENFOQUE CINETICO (Gastrointestinal transport of
status after intake of N-3 fatty acid: aging and the fluoride and monofluorophqsphate: a kinetic approach)
effect of an antioxidant). Ghrate M., Otero,R. y Rosenkranz C. y Villa A. Unidad de Bioquimica Farmaco-

Garrido,A. Unidad de Bioquimica Farmacolégica y Lipidos.
INTA, U. de Chile. (Patrocinio: M.A. Perreta)
La ingesta de aceites marinos ha sido reportada como
beneficiosa para la salud humena. Su contenido de PUFA
N-3, le otorgan propiedades antiateromatosas e
hipocolesterolémicas. Sin ewbargo su incorporacién en
membranas biolbégicas provoca desorganizacién, aumento
del riesgo de lipoperoxidacién, pérdida de fluidez y
alteracién de actividades de enzimas unidas a ellas.
Estos efectos no han sido estudiados en organismos
envejecidos, como tampoco la proteccién que podria
ejercer un antioxidante fisiolégico como la vitamina E.
Ratas Wistar jovenes (60 dias) y envejecidas (18
meses), recibieron aceite de sardina espafiola por 14
dias, estabilizado con DL-a-tocoferol (1g/kg de aceite)
y sin estabilizar. Se estudiaron: nivel de glutatién
reducido (hepatico, sanguineo y cerebral), capaci dad
antioxidante del plasma, niveles de vitamina E
(plasmiticos y eritrocitos) y actividad de enzimas
unidas a membranas microsomales (glucosa-6-fosfatasa Yy
S'nucleotidasa). Los niveles de GSH disminuyen en estado
tisiolbégico envejecido respecto a los juveniles en to-
dos los tejidos estudiados. La capacidad antioxidante
del plasma se incrementa en las ratas jévenes que
ingieren aceite, lo que no se observa en ratas
envejecidas. Los niveles de vitamina E, caen a valores
indetectables por ingesta del aceite y se recuperan si
el aceite esth estabilizado con a-tocoferol. Las
actividades enzimiticas en las ratas jévenes, disminuyen
por efecto de los PUFA N-3. En los animales viejos, que
tienen actividades mhs bajas que los Jévenes, hay un
efecto estimulador de la vitamina E. Los PUFA N-3 son
capaces de alterar importantes parfmetros bioquimicos,
en especial en estado envejecido y 1a vitamina E es
capaz de ejercer un efecto protector frente a este
riesgo. (Financiado por: Proyecto FONDECYT 952-89)
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METABOLIZACION PEROXIDATIVA DE ACIDO INDOL-3-
ACETICO CATALIZADA POR PEROXIDASAS (Peroxidative
metabolization of indole-3-acetic acid catalized by
peroxidases).

ESCOBAR, I. A,y CILENTO, G.
Departamento de Bioquimica,Instituto de Quimica,Universidad
de San Pablo , Brasil

La metabolizacién peroxidativa del 4cido indol-3-acético
(hormona de crecimiento de vegetales),un importante proceso
biol6gico,ha sido investigado por espectroscopia paramagnética
electrénica (EPR),con la finalidad de obtener informacién
sobre el mecanismo de generacibn de especies
electrénicamente excitadas.

El radical skatol detectado durante la oxidaci6n
catalizada por peroxidasa de raiz fuerte (HRP),no estd
envolvido en el proceso principal de consumo de oxigeno o en
la generacibn de oxigeno singulete.El espectro de
quimiluminiscencia muestra varias bandas , que también son
observadas cuando el éster etilico del 4cido indol-3-acético es
metabolizado por HRP o por leucocitos polimorfonucleares
(PMNL),células ricas en mieloperoxidasa (MPO).

El espectro de EPR en la metabolizacién del éster
etflico( en los sistemas con HRP 0 PMNL) , muestra un radical
centrado en carbono terciario.Este radical participaria en el
proceso de quimiexcitacién/emisién , proceso éste responsable
por la meyorfa del consumo de oxigeno y de algunas de las
especies emisivas, que seridn originadas por la ruptura del
enlace 2-3 del anillo ind6lico.

Otras células que contienen MPO , tambien metabolizan
éste substrato , pudiendo ser utilizado como una prueba
quimiluminiscente intracélular para detectar la presencia de
MPO.

Soporte financiero de FAPESP
VOLSKWAGEN FUNDATION y GTZ (Alemania).

(Brasil),

légica y Lipidos. INTA,
(Patrocinio: E. Spencer).

La determinacién del sitioc principal de absorcién a lo
largo del tracto gastrointestinal y las condiciones que
favorecen la absorcién de fluoruro (F) y monofluorofos-
fato (MFP) revisten importancia dado gque estos compues-
tos son utilizados en el tratamiento de la osteoporosis
como agentes osteogénicos. En base a resultados previos
obteni dos en nuestro laboratorio se consideré necesario
estudiar la cinética de transporte de F y MFP en estéma-
gos y duodenos de rata in-vitro. Estos tejidos fueron
disectados, ligados e instilados con soluciones de F y
MFP de concentracidén variable, en un medio Tyrode modifi
cado y sumergidos en una solucién externa de Tyrode a
37°C durante ‘intervalos variables (2-120 min.). En cada
experimento la cantidad de F iénico y total fueron deter
minados en las soluciones luminal, serosal y en el teiji-
do, por medio de técnicas de electrodo especifico de
iones. De esta manera se obtuvieron las curvas cinéti-
cas de transporte de F y MFP a través de los segmentos
gastrointestinales estrofiados. Los resultados obteni-
dos permiten concluir a) que bajo las presentes condicio
nes experimentales la absorcién duodenal de F y MFP es
mucho mas rdpida que la absorcién gdstrica. b) que el
transporte intestinal de fluoruro ocurre por un mecanis-
mo de difusién pasiva con una cinética de seudo-primer
orden y que la especie involucrada en el transporte es
fluoruro iénico, c) que el transporte duodenal de MFP
ocurre segin un mecanismo de reaccién sucesivas de
seudo-pr“imer orden seglir(ltel esquema

(R) MFP'F  (mucosal) SLF (serosal) en el cual k,>pky
Cuando se estudia el transporte duodenal de MFP en pre-
sencia de 50 mM de Calcio, los resultados preliminares
sugieren que el mecanismo de transporte es similar al
del esquema (A).

Financiado por Proyecto FONDECYT 1201-90

Universidad de Chile.
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MODIFICACION DE LIPOPROTEINAS DE BAJA DENSIDAD (LDL)
ENRIQUECIDAS EN ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS W3 Y SU
POSIBLE ROL ATEROGENICO. {(Modification of LDL rich in
W3 polyunsaturated fatty acids and its possible

atherogenic role.). Montero,E. sch,V., Solis de
Ovando,F., Skorin, C. y cols. Dep. Biologia Celular y

Molecular, Universidad Catélica de Chile, Casilla 114-
D, Santiago, Chile. {Patrocinio : F.Leighton)

Hay evidencias de que la modificacién oxidativa de las
LDL las convierte en una forma aterogénica, puesto que
permite que sea captada por el receptor de aseo de los
macréfagos, transformandose éstos en células espumosas
caracteristicas de 1la lesién arterioesclerética
inicial. En lesiones ateromatosas de humanos y
animales se ha demostrado la presencia de LDL oxidada.
La oxidacién de las LDL se iniciaria con 1la
peroxidacién de los Acidos grasos poliinsaturados que
la conforman, de modo que la composicién de Acidos
grasos de la LDL seria determinante en la
suceptibilidad de éstas a oxidarse. Actualmente se
emplean aceites de pescado enriquecidos en #cidos
grasos W3 en el tratamiento o prevencién de la
enfermedad coronaria ateromatosa, aceites que podrian
tener un efecto adverso a nivel de dafio oxidativo dado
su alto grado de insaturacién. En este trabajo
evaluamos las LDL de sujetos sanos que fueron
suplementados con aceite de pescado (6g W3/dia por 15
dias). No encontramos signos de dafio oxidativo en las
LDL plasmaticas y si alta incorporacién de W3. Como
las LDL podrian oxidarse en el espacio subendotelial,
estamos estudiando 1la suceptibilidad de estas a
oxidarge in vitro, para ello mediremos degradacién por
macréfagos y productos de oxidacién. (Proy.PNUD
CHI/88/017, y Fondecyt 732/91)
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EFECTO DEL AYUWD SOBEE EL METABOLISM) MICBOSOMAL DE
ACTDOS GRASOS. (Effect of fasting on fatty acids
microsomal metabolism). Qrellana M., Fuentes O.,
wmymx.,npto de Bioguimica, Fac. de
Medicina, U. de Chile

El citocromo P-450 microsomal participa en el wmeta-
bolismo de sustratos endégenos como prostaglandinas,
écidos grasos (AG), hormonas esteroidales, etc. Se han
purificado isoenzimas P-450 especificas en hidroxilar
AG en posicién w y w~1. Se han formilado tres hips-
tesis acerca la finalidad de estas hidroxilaciones:
serfa una forma de excresién, tendrian un papel
regulatorio o su objetivo seria el catabolismo lipidi-
co. Se ha descrito que los AG w-hidroxilados por el
cit. P-450 microsomal son posteriormente oxidados al
dc. dicarboxilico correspondiente, sustrato de la B-
oxidacién peroxisomal.

Con el propdsito de investigar el papel catabdlico de
la w y w-1 hidroxilacién de AG, estudiamos el efecto
del ayuno sobre los siguientes pardmetros: metabolismo
microsomal de #&c. léurico, P-oxidacién peroxisomal de
AG, vy fluidez de la membrana microsomal. Utilizamos
ratas en ayunode 24, 48 y 72 hrs y realizamos un
estudio comparativo en higado y rifién. En ambos
érganos los resultados fueron similares; el
metabolismo microsomal de dc. léurico auments a las
24 hrs. de ayuno, disminuyendo a las 72. El metabolito
que se produjo en mayor proporcidn en todos -los grupos
estudiados fue el dc. w-hidroxi léurico. Resultados
preliminares indican que el syuno aumenta la @-oxida-
cién peroxisomal de AG y alt:era la fluidez de 1la
membrana microsomal.

Estos resultados apoyarian la hipétesis del fin ca-
tab6lico de la w y w-1 hidroxilacidn microsomal de AG,
especialmente en el higado. Ademds el ayuno aumentaria
el contenido o actividaed de las isoenzimas P-450
especificas en hidroxilar AG en la posicién w y w-1.
Financiado por proyecto DTT 3176/9013.
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FURCTONES PROTECTURAS DE GLUTATION Y TRIPANOTTON EN

!’nmltad de lled:,cma. lhlvetsnhd De Chile.

El Trypanosoma cruzi, es el sgente causal de la tripa-
nosomiasis americana. No existe una droga eficaz para
prevenir o tratar esta enfermedad. Las drogas en uso,
actian sobre el pardsito generando radicales libres
y/o productos de reduccién parcial del oxigeno.

El rol del glutatidn (GSH) y del tripanotidn (TSHj,
GSH + espermidina) es atrapar radicales 1libres a
través de reacciones enzimédticas y no enzimdticss,
produciéndose un intercambio de tiol-disulfuros y
metabolismo de los peréxidos.

En este trabajo se presenta la participacién del GSH y
del TSH, frente a la accién de 1las drogas
antichagisicas Nifurtimox (Nx) y Benznidasol (Bz)
asgregadas a cultivos de formas epimastigotas de 1las
cepas Tulaluén (T) y Dm28c. También se estudié el
efecto sobre los cultivos de la ciclohexilamina (CHA),
inhibidcr de la sintesis de espermidina, sola y junto
a Nx o Bz.

Al tratar los pardsitos con Nx, el GSH disminuye en un
3BX vy elTSHzenmenhoepaTy un 20% y 40%,
respectivamente en la cepa Dm28c. En relacién al Bz se
produce un efecto ligeramente superior a lo observado
con el Nx. Al adicionar CHA junto a Nx o Bz, hay
mayor disminucién en el contenido de GSH y TSH,.

Se puede concluir que el GSH y el TSH, representan un
mecanismo de defensa importante del parésn‘.o frente al
estrés oxidativo. El mejor conocimiento del
metabolismo de estos compuestos podrfia 1llevar al
disefio de drogas antichagfsicas especificas.
Finsnciado por : PONDECYT (Proyecto 91-1312),
DTI-U. CHILE y SABRC

czuxl. (Ctnrnctsnntlm of the pkmlnryhﬂ'.lm oxida-

Universidad Metropolitana de Ciencins de la Educacidn.
Departamento de Bioguimica, Facultad de Medicina,
Universidad De Chile.

Los procesos bicenergéticos en los protozoos pardsitos
del género trypanosomatiadae presentan diferencias
importantes respectos de los eucariontes superiores.
En el presente trabajo, se estudié el proceso de
fosforilecidn oxidativa en Trypanosoma cruzi , uti-
lizando mitocondriss in situ , obtenidas al permea-
bilizar las formas epimastigotas con digitonina.

En tales condiciones, glutamato + malato, gque en
eucariontes superiores son sustrstos del complejo I,
logran una relacién ADP/0 = 2. La misma relacitn se
obtiene al adicionar succinato, lo cual significa que
estos protozoos existen 2 sitios de fosforilacién; uno
de ellos correspordde a la citocromo oxidasa, como lo
evidencia el uso de ascorbato como sustrato.

En trabajos previos hemos demostrado que el anti-
oxidante fen6lico BHA (2[3]-terbutil-4~hidroxianisol)
inhibe el consumo de oxigeno, tantc en epimastigotes
intactos como en células permesbilizadas, en el seg-
mento coenzims Q-citocrowo b de la cadena respira
toria mitocondrial. Esta inhibicién es revertida , si
luego del BHA, se adiciona ascorbato, lo que no ocurre
al reagregar succinato; similares respuestas tienen
estos sustratos luego de inhibir con antimicina A.

Por los resultados anteriores, hemos concluido que
los sitios de fosforilacién del Trypanosoma cruzi,
corresponden a los sitios III y IV de 1las mitocon-
drias de mamiferos.

Finsnciado por : PONDECYT (Proyecto 91-1312),
DTT-Ui. CHILE v SARRC

275

LOCALIZACTON DE LA NITOCONDRIA BN Trypanosoma cruzi
INTACTOS. (Locelization of the mitochondria in intact
Trypenosoma cruxi). Aldmate, J., Qieda, JM. (*) ¥y
Soepgar, P. (%) Unidad de Virologia, Departamento de
Microbiologis, Facultad de Medicina, Universidad de
Chile. Departamento de Bioguimica, Facultad de
Medicina, Universidad De Chile.

El protozoo Trypanosoma cruzi posee una tinica mitocon-
dria, 1la cual se distribuye con prolongaciones y
ramificaciones a toda la célula.

Para visualizar la mitocondria y establecer los
cambios en su morfologia y su funcionalidad, se in-
cubaron formas epimastigotas y tripomastigotas intac-
tas y permeabilizadas con digitonina, con el fluoro-
cromo RODAMINA 123.

Este fluorocromo  se une preferencialmente a la wi-
tocondria en células viasbles, probablemente por ser un
colorante catiénico y msntener el organelo un alto
potencial transmembrana.

Los resultados obtenidos, miestran que ambas formss
del proétozoo incorporan la Rodamina y permite vi-
sualizar la mitocondria del pardsito en forma cowple-
ta, lo mismo se logra con células permeabilizadas con
digitonina, incubadas en un mwedio con succinato y ADP,
evidencidndose un "redondeamiento” de las células.

En trabsjos previos hemos demostrado que el santi-
oxidante fenélico BHA (2[3]-terbutil-4-hidroxianisol)
inhibe el consumo de oxigeno, tanto en epimastigotes
intactos cowo en células permeabilizadas, en el
segmento coenzima Q-citocromo b de la cadena respira-
toria mitocondrial. Al sgregar BHA a las diferentes
formas celulares, se inhibe la incorporacion de Ro-
damina, lo cual nos sugiere que la incorporacién del
fluorocromo requiere de la fosforilacién oxidativa
del Trypanosoma cruzi.

Financiado por : FONDECYT
-DTT-U. GIILE y SAREC

(Proyecto 91-1312),
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INDICES DE ESTRES OXIDATIVO (EOX) EN HIGADO Y

ERITROCITOS DE RATAS TRATADAS CON LINDANO (L).
(Rat liver and red blood cell indexes of oxida
tive stress after lindane treatment). Bainy,A.
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EFECTO DE AGENTES DIABETOGENICOS EN EL METABOL ISMO HEPA
TICO DE DROGAS EN RATAS (Effect of diabetogenic agents
on drug metabolism in rats).

Mancilla, J,. Vega, P., Gaule, C. y Del Villar, E,

€.D.,Azzalis,L.,Rodrigues,F.,Simizu,K.,Barros,
S.B.M.* Videla,L.A.** y Junqueira,V.B8.C. inst]
tuto de Quimica y *Facultad de Ciencias Farma-
céuticas, Universidad de Sao Paulo, y Facultad
de Medicina, Universidad de Chile.

Dosis Gnicas de L inducen un EOX hepitico
en ratas, caracterizado por un aumento en la ge
neracién microsomal de radical superéxido (02°T
dependiente del citocromo P-450 asociado a su
metabolizacién, y de los niveles de lipoperoxi-
dacién (LP). Este EOX resulté ser un fenémeno
bifésico, involucrando marcadas modificaciones
en el metabolismo hepdtico del glutatién. Ade-
mds, el L provoca alteraciones enzimiticas y
funcionales asocidas a membranas eritrocitarias
que podrfan involucrar una accién prooxidativa
del insecticida, importante modelo experimental
para el estudio de la produccidn y reactividad
de radicales libres de xenobidticos.

E)l presente trabajo muestra los resultados
de un estudio comparativo sobre fndices de EOX
hepltico y eritrocitario en ratas sometidas a
la ingesta de 1000 ppm de L en la dieta, por 60
y 90 dfas. Se observé un efecto prooxidante del
L a nivel hepdtico desde los 60 dfas de trata-
miento, caracterizado por un incremento de la
LP junto con una disminucidn de la relacién
S0OD/02-, Tndice indicativo de EOX celular, Es-
tos pardmetros no fueron alterados a nivel eri-
trocitario, 10 cual sugiere que las acciones
del L en este modelo estarfan relacionadas a in
teracciones a nivel membrana por la naturaleza
lipofilica del xenobiético, y que su biotrans-
formacidn es necesaria para el desarrollo de
EOX,como ocurre el el hfgado. (FAPESP, CNPq,
FONDECYT (1109/91) y DT!-U.Chile (B3241-9013)).
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Sintesis de Acil-Coenzimos A de drogas hipolipidémicas por hepato-
citos aislados. (Synthesis of acyl-Coenzyme A of hypolipidaemic
drugs by isolated hepatocytes).

Yargas.L. Fac. Cien. Biol., Depto. Biol. Cel. & Molec. P.U.Catélica
de Chile.

Las drogas hipolipidémicas pertenecientes a la familia del clofibrato,
asf como compuestos estructuralmente no asociados como herbici-
das, plastificantes, y otros contaminantes ambientales, causan impor-
tantes alteraciones hepdticas en animales de experimentacién, entre
las que destacan proliferacién de organelos y tumorigénesis.
Trabajos previos de nuestro grupo indican que estos compuestos son
activados a acil-CoAs por una acil-CoA sintetasa inespecifica. La
ausencia de corrclacion existente entre la estructura qufmica de estos
compuestos y su actividad biolégica nos han llevado a sugerir que la
especie. farmacologicamente activa comun son los derivados acil-
CoAs. Dado que 1a formaci6n de estos compuestos in vive no ha sido
caracterizada en detalle, en este trabajo se determiné la concen-
tracién de uno de estos acil-CoA anémalos (ciprofibroil-CoA) en
higado de ratas tratadas con ciprofibrato. Ademds, se estudié
comparativamente el curso temporal de formacién de acil-CoAs de
tres drogas hipolipidémicas por hepatocito aislados, su dependencia
de la concentracién de droga, y el efecto que ticnen compuestos
potencialmente capaces de alterar su formaci6n, como 4cido palm{-
tico y carnitina. Los resultados muestran que los tres compuestos
forman acil-CoAs en hepatocitos aislados y que la adicién de
carnitina aumenta su concentracién intracelular, mientras que el
dcido palmftico inhibe parcialmente su formacién. Se muestra
ademds que el higado y las plaquetas humanas también son capaces
de formar acil-CoAs de drogas (Financiamiento; Fondecyt 802/90).

Departamento de Bioqufmica, Facultad de Medicina, Uni-
versidad de Chile. (Patrocinio: Orellana, M.)

Aloxano (A) y Streptozotocina (STZ) son conocidos agen
tes diabetogénicos experimentales que determinan un es
tado patolégico de hiperglicemia con sfntomas de poliu-
ria , polidipsia y polifagia en el animal de experimen
tacién. Sin embargo, existen discrepancias en relaci6n
a la potencia de la acci6n téxica de estos compuestos.

Por las complicaciones fisiopatol6gicas y metab6licas
que se desarrollan en el estado de diabetes, es de inte
rés conocer el metabolismo de los farmacos en dicho es-
tado.

En este trabajo se presentan los resultados obtenidos
por efecto de la diabetes inducida por Ay STZ y la ad
ministracién de insulina en el metabolismo oxidativo
in vitro de estructuras moleculares modelos, en ratas
Wistar.

Conjuntamente con los pardmetros fisiolégicos en el
estado de diabetes se muestran las alteraciones meta-
b6licas en el metabolismo de aminopirina (AP) y testos
terona (T) y las propiedades de unién de un ligando mo
delo a microsomas hepiticos de ratas controles, diabéti
cas y diabéticas tratadas con insulina.

Con ambos agentes diabetogénicos se obtuvo 100%
activacién de la enzima monoxigenasa dependiente del
citocromo P-450 sin variaci6n en la Km de la reaccién
(2.0 m M) para AP, en cambio hay diferencias importan
tes para el sustrato testosterona.

Sin embargo sélo los microsomas de ratas con diabe-
tes por STZ presentaron un sistema anormal de uni6én de
terminado por el espectro diferencial por sustrato,

Se relacionan y discuten las variaciones en el conte
nido de cit P-450 y la afinidad del sistema microsomal
con la actividad catalftica del sistema de monoxigenasas.
PROYECTO N° 2666 ~ 9044 DTI, y
PROYECTO N° 1269-91 FONDECYT.
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Efecto del ciprofibrato, un carcinégeno no-genotéxico, en la fos-
forilacién del Receptor del factor de crecimiento epidermal (R-EGF)
en hepatocitos aislados. Rol de protefna quinasa C ( Effect of cipro-
fibrate, a non-genotoxic carcinogen, in the phosphorylation of the
EGF-R in isolated hepatocytes. Role of protein kinase C).

i Fac.Cien.Biol, Depto.
Biol. Cel. & Molec., P. U.Catélica de Chile.

El ciprofibrato y otros hipolipidemiantes asf como diversos com-
puestos no relacionados estructuralmente, como agroqufmicos y
plastificantes, inducen respuestas similares en el hfgado de animales
tratados, las que incluyen proliferacién de organelos y tumores.
Estos compuestos no son mutagénicos, y han sido clasificados como
carcinégenos no genotéxicos. Trabajos previos nos han permitido
sugerir que los ésteres de estos compuestos con el Coenzimo A,
derivados que se forman tanto in vivo como in vitro, podrian ser las
substancias activas de estos compuesto. In vitro ellos potencian la
actividad de la protefna quinasa C (pqC), enzima clave en la regula-
cién de un nimero importante de fenémenos celulares, los que inclu-
yen diferenciacién y tumorigénesis. En este trabajo se estudi6 el e-
fecto del ciprofibrato en la fosforilacién del R-EGF en hepatocitos
aislados. Este receptor, con actividad autofosforilante en tirosina, ha
sido también involucrado en fenémenos de diferenciacién y tumori-
génesis. La fosforilacién del R-EGF por pqC cambia la afinidad del
receptor por EGF. En este trabajo se muestra que el grado de fosfo-
rilacién del R-EGF en hepatocitos aislados, pre-incubados con Pz,
aumenta en presencia de ciprofibrato y que la fosforilacién del R-
EGF purificado por pqC s¢ incrementa en presencia de cipro-fibroil-
CoA, mientras que el ciprofibrato no tiene efecto. Por otra parte, se
encontr6 que, in vitro, ninguno de los compuestos cambiaba la auto
fosforilacién del R-EGF inducida por EGF. Estos resultados sugie-
ren que ¢l ciprofibroil-CoA, producido metabolicamente, es ¢l res-
ponsable del aumento en la fosforilacién del R-EGF inducida por
ciprofibrato en hepatocitos aislados. (Financ. Fondecyt 802/90).
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MODULACION HORMONAL DE LA PROTEINA KINASA C (PKC)
MAMARIA DE RATA. (Hormonal modulation of protein kina-
se C (PKC) in rat mammary tissue. Foncea R., Moncada E.
(Patrocinio: §. Lavandero). Depto Bioquimica y Biologia
Molecular, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacduti-
cas, Universidad de Chile.

La activacidn de proteinas kinasas por la accifn
coordinada de hormonas y factores de crecimiento es
esencial en el desarrollo del tejido mamario.

En este trabajo se evaluaron los cambios de la PKC
mamaria en el ciclo lactogénico, en cuanto a su activi-
dad, distribucidn subcelular y su regulacidn por hor-
monas esteroidales y prolactina.

Se wutilizaron ratas en distintas etapas del ciclo
lactogénico y hembras virgenes ovariectomizadas (250g)
que recibieron reposicidn hormonal secuencial de es-
tradiol y progesterona en dosis de 2 ug y 6 mg/rata/

dia, respectivamente,entre los dias 1y 20 (pseudo-
prefiez) y domperidona, que aumenta la prolactina
plasmitica, 1 mg/rata/dia (pseudolactancia). Se de-

termind la actividad de la PKC en el extracto semipuri-
ficado de las fracciones soluble y particulada de
la glandula mamaria.

Nuestros resultados indican que la PKC mamaria
alcanza un méximo en la mediana predfiez y un minimo
en la mediana lactancia, con una distribucidn subcelu-
lar predominante caracteristica : citosSlica en la pre-
filez y particulada en la lactancia. La pseudoprefiez
y pseudolactancia reprodujeron 1lo observado en el ci-
clo lactogénico natural.

Se concluye que la actividad y distribucibn de 1la
PKC mamaria es dependiente de estrdgenos, progeste-
rona y prolactina.

* FONDECYT 91-0879 y 91-0880, DTI B-3113-9013 y Post-
grado U. Chile 91-001.SL es becado de Fundacifn Andes.
(Participan tambi&n en este trabajo M. Sapag-Hapar y
S. Lavandero).
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MUCOPROTEINAS EN BILIS DE PACIENTES CON COLELITIAw
SIS : INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO CON INDOMETACINA.
(Mucoprotein in gallstone patients : Influence of
the treatment with indomethacine). Del Pozo, Re o
Jlingst, De y Paumgartner, G. Depto. Medicina Interwm
na II, Clinica Grosshadern, Universidad de Munich,
Munich (ReFehe)e

se ha descrito una relacién entre un incremento en
la produccidn de mucoproteinas en la vesfcula biliar
y la formacidn de c8lculos vesiculares. La indometa~
cina (INDO), como inhibidor de la sintesis de pros-
taglandinas, podrfa disminuir la produccibn de muco-
proteinas. Por ello estudiamos el efecto de la INDO
sobre el contenido de mucoprotefnas, viscosidad, fn-
dice de saturacién (C5I) y el tiempo de nucleacidn
en bilis vesicular de A} pacientes colecistectomiza-
dos previamente tratados 7 dias con INDO (75 mg/dfa)
B) pacientes colecistectomizados sin previo trata-
miento (control), y C) pacientes sin cllculos ("Nor-
malv).

Resultados :

Viscosidad csI Mucoproteinas
({mPa) (mg/ml)
A)INDC (6) 242% 0.8 1e5 ¥ 0.3 1643 = 3.3
B) Control (10) 3,9 % 0.6 2e1l % 0.6 1842 ¥ 4,3
C)rNormal' (4) 345% 2.1 0e9 % 043 9.4 * 4,7

Conclusiones :

La INDO disminuye principalmente la viscosidad y el
C¢SI, observindose una tendencia hacia una disminu-
cidn en la concentracibn de mucoprotef{nas en la bi-~
lisae

Estos resultados pueden contribuir a la probable
utilizacidn de la INDO como una terapia adicional
luego de practicada una litotripsia y/o tras una ad-
ministracién oral de sales biliares en pacientes con
colelitiasis.

(proyecto financiado por el DAAD)
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PROTEINAS KINASAS A Y C EN EL DESARROLLO DE LA HIPERTRO-
FIA CARDIACA EXPERIMENTAL.*(Protein kinases A and C
during the development of experimental heart hypertro-
phy). Cartagena,G., Jalil, JE., Corbaldn, R., Sapag-
Hagar, M. Depto. Bioquimica y Biologia Molecular, Fac.
Cs. Quimicas y Farmac8uticas,U. de Chile y Depto. Enferm.
Cardiovasc, Fac. Medicina, P.U.Cat8lica de Chile.

La hipertrofia cardiaca (HC) puede considerarse como
crecimiento celular anormal en que intervienen diversas
hormonas y factores de crecimiento cuyos sistemas de
transduccibn, a través de proteinas kinasas (PK) y la
consecuente fosforilacidn de proteinas funcionales y es-
tructurales, constituyen importantes mecanismos de regu-
lacifn en el corazém.

En este trabajo se eval@lan las actividades de las PK
dependientes de AMP ciclico (PKA) y de Ca2+ y fosfolipi-
dos (PRC) en el desarrollo de la HC. Se utiliz8 como mo-—
delo de HC la fistula aorto-cava en ratas, obteniéndose
a partir del dia 7 aumentos significativos de la masa
cardiaca (p¢0,05). Las actividades de PKA y PKC se de-
terminaron por la incorporacidn de 32ZP a un sustrato pro
teico, en los dias 2, 7, 21 y 56. La PRA (U/g) mostrd
diferencias significativas (p{ 0,005) desde el dfa 2 has
ta finalizar el estudio. Los incrementos en su activi-
dad, para los dias analizados, fueron aproximadamente de
3, 9, 8 y 4 veces,respectivamente, en relacifn a sus con
troles (pseudoperadas). Por otra parte, la actividad to
tal de PKC (U/g) sBlo presentd diferencias desde el dia
7 (p£0,01), observindose en todos los casos aumentos de
2 veces, respecto de sus controles.

Estos resultados indican la importante participacidn
de los procesos de fosforilacidn por proteinas kinasas
en el corazdn durante el desarrollo de la hipertrofia
cardiaca.

*Fondecyt 90-0712y 90-0722 ., (Participaron tambin en
este trabajo S Lavandero y R Foncea).
SL es becado de Fundacién Andes.
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PRESENCIA DE PFK Y ACTIVIDAD GLICOLITICA DURANTE EL
DESARROLLO TEMPRAND DE Xenopus laevis. (PFK activty
and glycolytic flux during early development in

Xenopus laevis) Kessi, E., Guixé, V., Herrera, R. y
Ureta 1. Departamento de Biclogia, Facultad de
Ciencias, U. de Chile. Departamento de Cs. Biol.
Animales, Facultad de Cs. Vet. y Pecuarias, U. de
Chile.

En los oocitos de anfibio, el metabolismo de 1la
glucosa se encuentra restringido principalmente a la
sintesis de glicégeno y al ciclo de las pentosas. La
glicolisis, la gluconeogénesis y la glicogenolisis, no
son funcionales en los oocitos desde el estadio I
hasta el estadio VI. Tradicionalmente la carencia de
actividad glicolitica se ha atribuido a la ausencia de
actividad de fosfofructoquinasa, una enzima
considerada clave en la regulacién de esta via. Debido
a nuestro interés en determinar en que momento del

desarrollo aparece la actividad glicolitica, heTgs
estudiado la nry uccien de COp a  partir de 1-7°C
glucpsa y de 6 C glucosa en oocitos de Xenopus

lagvis, en diferentes estadios, como también en etapas
tempranas del desarrollo embrionario. Ademds hemos
determinado inmunologicamente la presencia de la
enzima y medido su actividad in vjtro.

Para medir la produccién de ~ COaz {gs cocitos de
djferentes estadios se incubaron con I C glucosa, o
6" 'C glucosa 2 mM, durante 30 minutos., La presencia de
PFK en los extractos se detects transfiriendo las
proteinas a nitrocelulosa y permitiendoles luego
reaccionar con un anticuerpo purificado anti-PFK de
masculo de X. laevis. La actividad enzim&tica se midis
espectrofotométricamente siquiendo la oxidacién de
NADH usando un ensayo agpplado. 14

La produccién de ~ COp a partir de 6 € glucosa
sugiere una activacién de la glicolisis a nivel de la
etapa de gd&strula, aun cuando la presencia de la
enzima puede detectarse inmunolégicamente desde el
estadio I en adelante. ( Proyecto FONDECYT 91-0829 )
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REGULACION DE LA B-OXIDACION PEROXISOMAL. ESTUDIO DEL
EFECTO DE MALONIL-CoA Y 2-TETRADECILGLICIDIL-CoA
{TDGA-CoA) SOBRE CARNITINA TANOI LTRANSFERASA (COT)
PURIFICADA DE HIGADO DE RATA. (Regulation of
Peroxisomal B-oxidation. Study of Malonyl-CoA and
TDGA-CoA effect on rat liver COT.) Rojas,$S.,
Necochea,C., Leighton,F. y col. Dep. de Biologia
Celular y Molecular, Universidad Catélica de Chile.

Los mecanismos de regulacién de la B-oxidacidn de
A4cidos grasos en peroxisomas no han sido definidos. En
mitocondrias la B-oxidacién es regulada a través de la
carnitina palmitoiltransferasa-I (CPT), por malonil-
CoA que la inhibe reversiblemente, constituyendo asi
un regulador fisioldégico. Se ha visto que el TDGA
(inhibidor supuestamente especifico para CPT-1),
produce en hepatocitos aislados una marcada
disminucién de la B-oxidacién mitocondrial, y un
aumento significativo de la B-oxidacidn peroxisomal de
&cidos grasos de cadena mediana y larga. El estudio de
la sensibilidad a TDGA-CoA de las diferentes
transferasas en hepatocitos incubados en presencia de
la droga, muestra una aparente inhibicién de la COT en
un 51X . Estos y otros argumentos nos han llevado a
postular para COT un papel regulador de la B-oxidacién
peroxisomal. Para evaluar los antecedentes que apoyan
la existencia de un rol regulador de la COT en la B-
oxidacién peroxisomal, se purificé la enzima a partir
de higado de ratas tratadas con ciprofibrato, y se
estudié sobre ella el efecto de malonil-CoA y TDGA-
CoA. Se comprobdé que efectivamente la COT se inhibe en
forma rdpida e irreversible con el TDGA-CoA, a razén
molar inhibidor/enzima cercana a 1. Estos resultados,
Jjunto al efecto observado de TDGA en hepatocitos
aislados y las caracteristicas de la inhibicién por
malonil-CoA, nos llevan a reafirmar el posible papel
regulador de la enzima, mediante el control de la
exportacién al citosol de derivados acil-CoA de cadena
mediana producidos por la B-oxidacién peroxisomal.
(Financiado por Juvenile Diabetes Foundation Int. y
FONDECYT 717/90).
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IMPORTANCIA DE LA HIDROLISIS DE 6TP EN EL MECANISMO DE
INHIBICION DE (A POLIMERIZACION DE TUBLRLINA Y
DESPOLIMERIZACION DE MICROTUBULOS POR CALCIO. (Rele of
the 6TP hydrolysis into the mechanisa of tubulin
polymerization inhibition and microtubule
lymerization by calcium).

Sato, C. y Monasterio, 0. Departasento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de Chile.

La tubulina, un heterodimero globular de 110 KDa,
es capaz de autoensamblar in  vitro forsando
microtdbulos en presencia de 6TP, mientras que 6DP
inhibe este proceso. La tubulina contiene dos sitios
para los nucleotidos de guanina: el sitio
intercambiable (E) y el no intercambiable (N). Calcio
interactdéa in vitro con la tubulina irhibiendo su
polimerizaciéon y despolimerizando los microtubulos
previasente formados.

Para investigar si la hidrélisis del 6TP unida al
sitio E de la tubulina participa en el mecanismo de
accion de calcig, estudiamos la hidrélisis del fosfato
gama usando [7-" P]-6TP. Calcio estimuls significa_
tivamente 1la actividad 6TPasica de tubulina en
solucién. Las constantes de semisaturacién para la
estimulacién de la actividad 6TPasica por Ca(ll), para
la saturacion de los sitios de unién de Ca(Il) de alta
afinidad y para la inibicién de 1a polimerizacién de
tubulina, definidas como la concentracién de calcio
necesaria para lograr el 50 X del efecto méximo,
resultaron tener valores similares. Sodio, magnesio y
terbio no estimularon la actividad 6TPasica de tubuli_
na. Calcio, en concentraciones inhibitorias, no tuve
efecto sobre la poliserizacién de tubulina incubada
con andloges no hidrolizables de 6TP. Los resultados
obtenidos permiten plantear 1a hipétesis que en el

mecaniseo de inhibicisn de la polimerizacién de tubuli_

Y despolimerizacidn de microtibulaes por calcio estaria
involucrada 1a hidrélisis del 6TP unido a tubulina.

ﬁinan:iado por proyectos FONDECYT 1133-89 y 0043—
70. Becario Fundacién Andes.
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CARACTERIZACION DE LA UNION DE CALCIO A LOS
FRAGMENTOS C-TERMINAL DE TUBULINA,(Characterization of
calcium binding to tubulin C-terminal fragments).
Barros, L.; Lobos, S. y Lagos, R. Laboratoric de
Bioquimica. Facultad de Ciencias. Universidad de
Chile.

La tubulina, pertenece a la familia de proteinas
que unen calcio y nuclestidos de guanina. Esta
proteina es un heterodimero de masa molecular 110 kDa,
formada por @2 subunidades llamadas « y 8, ambas de
masa molecular 55 kDa. Posee 2 sitios de union para
6TP  por dimero, uno intercambiable. En nuestro
laboratorio se ha determinado que la inhibicién de 1la
polimerizacian y la despolimerizacién de microtcbulos
inducida por la unién de calcio, es acompaiada por la
hidrélisis del fosfato gamma del GTP intercambiable.

Se digirié tubulina de cerebro de pollo con
subtilisina y se determind que la unién de calcio a
los péptidos C-terminal era cooperativa con un
coeficiente de Hill de 1,6, en el equilibrio, se
encontraron 1,65 1_2,58 sitios de aita afinidad, con
una Kd = 1,83 x 10 ~ M. Se realizé la prediccién de
estructura secundaria de esta zona, para diferentes
isoespecies de secuencia conocida, utilizando 1los
métodos de Chou y Fasman y el de los perfiles de
hidrofobicidad. Se postula que los fragmentos C-
terminal de a-tubulina, estarian formados por una a-
hélice y una zona con estructura al azar y los de @-
tubulina por 2 a-hélices, unidas por una zona con
estructura al azar.

Con el propésito de determinar si la unién de
calcio a la regién C-terminal requiere de wuna
estructura de 2 a-hélires unidas por una secuencia al
azar, similar a la conformacién HLH de proteinas que
unen calcio, se obtuvo en E. coli un péptido de
fusién, que corresponde a los &4ltimes 52 aminodcidos
del C-terminal de la g-tubulina de cerebro de pollo, y
se purificé para caracterizar la unién de calcio.

Financiado por proyecto FONDECYT 1133/89.

287

ESTABILIZACION DE LA PROTEASA DE C. FICIFOLIA,
(Stabilization of €. ficifolia protease).
Gonz§lez-Lira 6. y Gonzdlez C. Laboratorio de
BioquImica, Tnstituto de Quimica, Universidad
Catb6lica de Valparafso.

El objetivo es termoestabilizar la protea
sa de la pulpa de la alcayota, por medio de —
la adicion de solventes de tipo alcohol. Se
determinaron las constantes de inactivacién
en tamp6n y en solventes al 10% (v/v). Por es
pectroscopfa de absorcién se midi6é si una mo-
dificaci6n estructural de la proteasa contri-
buy6 a su termoestabilizaci6n. Se midi6é la ac
tividad protedsica con Azocoll en tamp6én fos-
fato, pH 8,0. Se determinaron velocidades a
distintas temperaturas.

En soluci6n acuosa a 20 y 40%C permanece
estable y la actividad no sufre variaci6n. A
los 60°C se desnaturaliza y pierde hasta el
60% de su actividad inicial a las 3 horas.

Con glicerol a los 20 y 40°C la actividad
se mantiene constante, a los 60°C la activi-
dad aument6 en un 33% y luego se mantuvo cons
tante hasta por lo menos 3 horas. -

Con sorbitol la actividad fue decayendo
paulatinamente en el tiempo. Lo mismo ocurrié
con 1,3- propanodiol. Para el manitol se ob-
servé también un efecto estabilizante hasta
las 3 horas, sin embargo, la actividad de la
enzima decay6 al principio en un 30%, para
luego mantenerse constante.

Al comparar el espectro de absorcién en
tampén y en presencia de glicerol, se observa
diferencias en el rango UV, lo que puede in-
terpretarse como un cambio estructural -promo-
vido por el solvente.
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ASPECTOS EVOLUTIVOS Y RELACIONES ESTRUCTURA/FUNCION
DE TOXINAS DE ESCORPION DETERMINADOS A PARTIR DE SUS
ESTRUCTURAS TRIDIMENSIONALES

L _C._Foniceilla Camps
L ire de Cri ic et Cri
Commisariat 3 1'Energic Atomique

Centre d'Etudes Nucléaires de Grenoble 85x
38041 Grenoble Cedex FRANCIA

des Proiéines, DSV/LIP

Las toxinas de veneno de de bajo peso (
alrededor de 7000 Da ) que sc unen de manera espcc(l' ica a los canales de

sodio del sistema La de estas
motéculas tiene su origen en la i ion de la ili de los
canales, 1o que provoca a nivel del i una

adrenergica.  Un cstudio mas detallado 2  mostrado que, en funcicn dc!
origen geogrifico del escorp:on las toxinas pucde dividirse cn dos

grupos, alfa y beta, segin si provocan una prolongacion de la fase de
inactivacion de la cormrientc dc sodio o afectan la activacion de esta
corriente, - respectivamente. También de ha demostrado que estos dos tipos
de moleculas no  sc fjlll en ¢l wismo sitio sobre el canal a pesar de

una de ia primaria bastante clevada. Ademas,
las toxinas de escorpifn pucden presentar una  gran especificidad con
respecto a ciertos animales. Por ejemplo. en ¢l veneno de Aadroctenus
australis Hector de Norafrica  se han descritc moléculas que sélo
reaccionan contra los inscclos, otras con especificidad conmtra los
crustéceos, mlmlferos etc.  Nuesiro trabajado s¢ ha centrado sobre el
estudio cnsllloguﬁco de dos toxinas, fa variante 3 de Centruroides
sculpturatus Ewing dc Arizona y la toxina I de A. au.malu Heclgr (L.2)
Ambas han sido i a alta { 1.8 A) y son
representativas de los grupos beta y alfa respectivamente.  La zona activa
en estas dos moléculas ha sido localizada de manera tentativa gracias a los
resultados de esludlos de modificacion de amino acidos y de dcterminacion

de i La i mas i es quc existe cn
estas moléculas una zmn o micleo muy conscrvado y que cl tipo de

esta por 1a de que  se
proyectan dc csu zona. También hemos modehzado la eslmclura de una
toxina estos lo observado

en ¢l caso de la loxm: ll y la variante 3

1.- Fontecilla-Camps, J.C. , Almassy. RJ., Suddath, F.L. Wai, D.D.. y Bugg.
C.E. " Three-dimensional structure of a protein from scorpion venom: A
new structural class of ncurotoxins™ (1980) Proc. Nal. Acad. Sci. USA _77.
6496-6500

2.- Fontecilla-Camps, 1.C., Habersctzer-Rochat, C. y Rochat, H.
"Orthorhombic crystals and three-dimensional structure of the poient
toxin II from the scorpion Androctonus australis Hecior” (1988), Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 85, 7443.7447
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GEL-PERFECT : GELES UNIDIMENSIOMALES. UM NUEVO NETODO DENSITOME-
TRICO PARA COMPUTADORES PERSONALES.
(Gel-Perfect for unidimensional gels, a new densitometric method
to be used in personal computers ).

*Retama]l, C.. Departamento de Medicina Experimental e
*Institnto de Medicina Experimental, Pacultad de Medicina, Univer-
sidad de Chile; Santiago 7 - Chile.

(Patrocinio : E. Egafa.).

En el andlisis de geles de poliacrilamida existen variados
wétodos de deteccién y cuantificacién de proteinas que utilizan
colorantes especificos como azul de coomassie, amido-black,impreg-
naciones argénticas entre otras; con posterior lectura en un es-
pectrofotémetro a una longitud de onda apropiada.

Un grupo de proteinas de masa wmolecular conocida se separa-
ron por electroforesis en geles de poliacrilamida al 7% en condi-
ciones desnaturantes (SDS), y se analizaron los canales en un den-
sitémetro tradicional a 595nm.

Paralelamente se utilizé un nuevo concepto de analisis de
bandas de proteinas en geles, que se basa en un proceso interacti-
vo de imigenes por computacidn. Los geles se digitizaron median-
te un scanner "Geniscan GS 4500", que permite la obtencién de i-
migenes de 100 a 400 puntos por pulgada, equivalente a 63,5 o 254
mlcrones por pixel. Posteriormente durante el andlisis, esta den-
sidad se reduce de 190,5 a 762 um en 10 niveles de absorcién. Uti-
lizando un programa comercial estas imigenes son registradas, ge-
neradas con color artificial y grabadas para su posterior procesa-
niento. El programa requiere de un computador XT o AT con tarjeta
EGA o VGA color y scanner.

Se determinaron los valores de movilidad relativa, masa
molecular relativa y se cuantificaron cada una de las bandas de
protefinas.

Este nuevo método permite analizar todos los canales de un
gel sin romperlo y con mayor precisién, si se compara con las téc-
nicas tradicionales. Se pueden comparar dos o mas densitogramas
(sustraccién electrénica).

Bsta técnica ademas de ser altamente resolutiva y ficil
de realizar, permite almacenar imigenes e informacién para futuras
compazaciones entre las proteinas.

El programa se distribuira entre los investigadores a un
costo nominal.
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UTILIZACION DE UN NUEVO ENFOQUE EN LA CURA DE
LA SHIGELLOSIS (Use of a new inhibitor to
overcome the Shigellosis). Campos, M., Bocaz,
G., Ydsquez, 0., Gonz&lez, H., Cdceres, J. ¥
Yafiez, C. Departamento de Quimica, Facultad de
Ciencias, Universidad de Concepcién.

Las B-lactamasas (penicilin amido B-lactam
hidrolasas, E.C.3.5.2.6) son el mecanismo de re
sistencia a antibidticos B-lactdmicos mds rele-
vantes en clinica. Nosotros hemos estudiado es-
tructuralmente 1a enzima proveniente de Shige-
1la flexneri UCSF-129, cepa patdégena producto-
ra de graves cuadros diarreicos -principalmen-
te- a la poblacién infantil. E1 objetivo fun-
damental de este trabajo, es encontrar su inhi-
bidor Gptimo para recuperar la accidn terapéu-
tica de las penicilinas y cefalosporinas, que
son de eleccifn en un sin nimero de enfermeda-
des infecciosas y son de bajo costo relativo.

In vitro, se ensayé el nuevo inhibidor BRL 42715,
(Ce-(Nl-metil-1,2,3 triazolilmetilen)penem, por
medio de dos parimetros Is0 (concentrac16nde]
inhibidor necesaria para disminuir en un 50%1a
actividad enziméticag y CMI (minima concentra-
cién de antibidtico capaz de detener el desa-
rrollo bacteriano, en presencia del inhibidor).
Los resultados mostraron que la inhibicién fue
irreversible, siendo el Igg de 0,0049ug/ml. Es
te valor es 20 veces méds gaao que el mejor inhi-
bidor (6-B-yodopenicil&nico) informado por no-
sotros anteriormente. Reduce el CMI de ampici-
lina de 20484g/ml a 2ug/ml. Es decir se obtie
ne una reduccién en la dosis efectiva del anti
biGtico en 1024 veces, con una concentracidn
de BRL 42715 de 0,196ug/ml y el sinergismo per
dura durante 9 hrs

Financiado por Proyecto D.I. 20.13.84 y Beecham
Pharmaceutical.

291

GENOTOXICIDAD DE EXTRACTOS ORGANICOS OBTENIDOS DEL MATERIAL
PARTICULADO DEL AIRE DE SANTIAGO EN LOS MESES DE MAYOR
CONTAMINACION DE 1990 Y 1991, (Genotoxicity of organic extracts
obtalned in 1990 and 1991 from Santiago sirborne particles during the
months of higher air pollution). Yignolo, P., Adonis, M., Silva, M. and Gil,
L. Departomento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universided de Chile.

Diversos estudios reslizedos en diferentes paises, en ciudades con alta
contaminacién atmosférica, indican que existen en el aire clentos de
compuestos tdxicos para la salud humana, los cusles presentan alta
activided mutagénica. En estudios prevics hemos identificado en el material
particulado del aire de Sentiego, 18 presencia de agentes mutagénicos
indirectos los cuales son activados por enzimas del sistema de
monooxigenasas y de agentes mutagénicos directos que no requieren de
activactbn metabdlica. En este estudio utilizando el Test de Ames, se
compara ls activided mutagénica de extractos orgénicos del material
particulado ds] aire de Sentiago, obtenidos en los meses de Marzo a Julio de
1990 y 1991, utilizendo ls ceps TA98 de Salmonella typhimurium. En
1991 hubo un notorfo incremento en los indices pluviométrices, se
implementaron medidas de restriccion vehicular, se retiraron méguinas de
la locomocidn colectiva y se sumento el control a les emisiones
industrisles. No obstante, 1a razon de mutegenicided (RM) (razin entre e
namero de revertantes inducidos por los extractos y el valor promedio de
los correspondientes revertantes espontaneas) de las muestras obtenidaes en
1991 fue considerablemente mayor que las analizades en 10s mismos meses
de 1990 en presencia de enzimas activantes. Un incremento ain mayor en
la RM se observé cuondo los ensayos fueron reslizados en ausencia de
enzimas activantes. Estos resultados indican que 1a mayor toxicidad de las
muestras de 1991 se explica por un incremento tanto en los agentes
genotdxicos directos como indirectos, lo que sugiere un sumento en el
riesgo pera la salud de la poblacion & pesar de las medidas que han sido
implementadas.

Financiedo por Proyecto FONDECYT 1314/91.
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INDUCCION DIFERENCIAL DE MONOOXIGENASAS POR HIDROCARBUROS
AROMATICOS POLICICLICOS (HAP) Y SUS DERIYADOS COMPONENTES DEL
SMOG DE SANTIAGO. (Differential induction of monooxygenases by
polycyclic aromatic hydrocarbons and their derivates, from Santiago
Smog). Quifiones, L, Depto. de Bioquimica, Fac. de Medicina, Universided
de Chile. (Patrocinio: |, Salazar). .

Los HAP compuestos precarcinogénicos presentes en el material

particulado del smog pueden reaccionar fotoquimicamente con éxido de

nitrégeno, dendo lugar a la formacién de HAP nitrados, los cusles son

mutagenos y carcindgencs directos, y a 1a vez potentes inductores de la

isoenzima IA de citocromo P-450.

£n este trabajo se reali26 un estudio comparativo entre el efecto de un HAP

y sus nitroderfvados puros, y el efecto de extractos orgnicos del material

particulado del aire de Santiago, sobre las actividades etoxiresorufina-0-

desetilasa y acstanilide-hidroxilose dependiente de las iscenzimas IA1 y

I1A2 de microsomas de higado de ratas.

Se encontr( que:

1. La activided NADPH citocromo P-450 reductasa aumenta sélo en los
animales tratados con HAP nitrados.

2.1a actividad etoxtresorufing-0-desetilasa es notablemente sumentade
por el tratamiento con HAP no nitrados, sumente mucho mayor al
observado en animales tratados con nitroderivados. En cembio la
activided acetanillde-hidroxilasa sumenta mucho més por tratamiento
con nitroder ivados.

3. E) tratemiento con extrecios orgénicos de particulas det aire de Santiago,
aumenta en igual proporcion las actividedes O-desetilasa e hidroxilasa.
Estos resultados sugieren, que los HAP y sus nitroderivados presentes en
particulss del aire de Santiago, sfectan las isoenzimas IA de citocromo
P450. E incremento de la forma IA1 se deberia a la accién de HAP;
mientras que los nitroderivados serisn responsables del incremento de la

forme IA2.

El incremento de ambss isoenzimas, sumenta el nimero de estructuras
quimicas que pueden ser carcinogénicas, aumentando asi el riesgo para la
satud de la poblacion.

Financiado por Proyecto FONDECYT 1314/91.
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EFECTO DE CONTAMINANTES DEL AIRE DE SANTIAGO, SOBRE
ACTIVIDADES OXIDATIVAS Y SINTESIS DE DNA DE NUCLEOS
DE HIGADO DE RATA. (Effect of air contaminants from
Santiago, on oxidative activities and DNA synthesis
of rat liver nuclei)

Irarrazabal, C. y Salazar |I.

Departamento de Bioqufmica, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile.

Las partfculas del aire de Santiago, contienen hidro
carburos aromiticos policiclicos precarcinogénicos
(HAP), y sus nitroderivados carcinogénicos, los cuales
en mamifero, son metabolizados por monooxigenasas que
requieren NADPH para su actividad, y se localizan en
retfculo endoplasmstico y membrana nuclear. Gran parte
de los metabolitos producidos se elimina de la célula,
pero el resto, se une a &cidos necleicos y a protefna,
iniciando el dafio celular.

El tratamiento de animales con extracto org&nico de
particulas del aire de Santiago, produjo un notable
aumento en las actividades benzopireno-hidroxilasa y
etoxiresorufina-0-desetilasa de niGcleos de higado; el
cual fue mayor ai observado para estas actividades en
microsomas del mismo tejido.

Se encontr6é una gran inhibicién de la sintesis de
DNA, cuando se preincubaron nlGcleos control con ex-
tracto orgénico antes del ensayo de sintesis. Esta
inhibicién fué mayor cuando la preincubacion se hizo
en presencia de NADPH.

Sin embargo, en experimentos donde se agregb extracto
orgdnico directamente al ensayo de sintesis, no se ob
serv6 diferencia significativa por efecto de NADPH.

Se discuten los resultados en base a la actividad de
la NADPH-cit-P450 reductasa de nGcleo, para HAP y sus
nitroderijvados, presentes en partfculas del aire.

FINANCIADO POR FONDECYT. PROYECTO 1314,
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DETERMINACION POR HPLC DE -HIDROCARBUROS  POLICICLICOS
AROMATICOS EN EL MATERIAL PARTICULADO DEL AIRE DE SANTIAGO Y SU
RELACION CON EL POSIBLE RIESGO PARA LA SALUD HUMANA, (HPLC
analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons in Santiago airborne
particles and their relationship with the human health risk). Garcfa, C. v
Vésquez, H. Departaments de Bioguimica, Facultad de Madicing, Universided
de Chile.

Evidencies epidemioldgicas sugieren que el aire de cludedes con alto grado
de contaminacion puede ser uno de los factores responsables de canceres al
tracto respiratorio. Ente los cientos de agentes quimicos presentes en el
aire contaminadc urbeno, los hidrocarburos policiclicos arométicos
(HPAs) son los qus prasentan mayor riésgo para la selud humena. La
principal fuente de emision de estos compuestes son los vehiculos
motor12ados, especialments los que usan motores Diesel. Mediante HPLC se
ha determinado 1a presencia de 14 HPAs en extractos orgénicos del materia!
particulado del aire de Sentfago. Entre estos se incluyen: indenopireno,
dibenzoantraceno,  benzo(a)pireno,  benzo(k )fluorenteno,  benzo(b)
fluoranteno y benzoantraceno 1os cuales son considerades por la OMS como
agentes cancerigencs. £n los meses de Abril a Junio de 1991, el porcentaje
de estos cancerigencs, respecto a 1a mesa total de HPAs verid entre 29 y
70%. Tembién se detectaron HPAs que no siendo considerados concer igenos
pueden reaccionar con otros contaminantes del aire para dar compusstos
polares de alta activided carcinogénica y mutagénica. Los niveles de HPAs en
Sentiago son muy altos comparados con los de estudios realizados en
cludades de Europay Estades Unidos y fueron considerablemente elevades en
ol mes deJunfode 1991, a pesar de todes 1a medidas que se han tomado para
reducir Ta contaminacion del aire. Estos resultades sugieren que los HPAs
qQue se respiran en Santiago constituyen un alto riesgo para la salud de la
poblacién, por cuanto estd establecido que el dafio en el material genético es
mayor con el incremento en 1a concentracion de agentes cancerigenas y con
8l aumento del tiempo de exposicion.

Financtado por Proyectc FONDECYT 1314/91.
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EFECTO DE UN INHIBIDOR DE COLINESTERASA EN EL
DESARROLLO DE LA EROSION DE MOLLEJA EN AVES*,

(Effect of cholinesterase inhibitor in the
development of gizzard erosion in broiler
chicks}. , Neira, M., Gallardo, R.,

Guerrero, E. y Rutman, M.
Hinrichsen). Unidad de Bioquimica.
Nutricién y Biotecnologia.

(Patrocinio: P.
INUAL

La alimentacién de 1los pollos con ciertos
tipos de harina de pescado nacionales lleva a
la aparicién de 1lesiones ulcerosas en sus
mollejas, desconociéndose los agentes gue la
producen.

En el presente trabajo se estudié la
participacién de 1la acetilcolina en el
desarrollo de la erosién de molleja,
utilizando un inhibidor irreversible de 1la

acetilcolinesterasa (Fentién). Se determiné
el grado de erosién (score de molleja)
producido al alimentar pollos de 609 por

1,2,4 y 7 dias con una dieta experimental,
que contenia harina de pescado atéxica, y
cantidades crecientes de 0 a 100 ppm de este
pesticida organofosforado.

Los resultados mostraron aunmentos
significativos, acumulativos y directamente
proporcionales a la concentracién de Fentién
presente en la dieta en los score de erosién
de molleja en el perfodo estudiado (p<0,05).
Paralelamente se observaron disminuciones en
la actividad plasmitica de colinesterasa
(p<0,05).

Se concluye de estos resultados que 1la
sobreestimulacién parasimpatica produce
erosién de 1la molleja en pollos y se
demuestra adem&s la necesidad de evaluar los
niveles de pesticidas organofosforados en las
harinas de pescado destinadas para la
alimentacién de aves y peces.
Participan en este trabajo 8.
J.P. Hinrichsen.

*Lavandero et al, Poultry Sci. 70:1633, 1991

Lavandero y
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BIOTRANSFORMACION DE LA  LIGNOCELULOSA POR  HONGOS:
ESTUDIOS QUIMICOS, ENZIMATICOS Y ULTRAESTRUCTURALES.
Liginocellulose biotransformation by fungi: chemical,
enzysatic and ultrastructural studies. Barvaza, J.M;
Guillén, E.; Almendros, G,; Martinez, M.J.; Martinez,
A.T. y Gonzilez, AE. (Centro de Investigaciones
Bioldgicas, Velazquez 144, Madrid, Espafia. Los estudios
sobre los wecanismos de biodegradaciéon de la

lignocelulosa han experimentado un importante avance en.

los idltimos afos. Nuestros primeros estudios se
orientaron a la caracterizacion de un proceso natural de
deslignificacion llamado "huempe” producido en la
pluvisilva valdiviana y que es consumido por el ganado.
Posteriormente se han utilizado otros austratos de
interés en la industria papelera y en la alimentacion
animal. Se ha realizado la caracterizacion fisico-
quimica de la lignocelulosa transformada, En una
seleccion de la wmuestras mds representativas se realizé
el estudio de la digestibilidad, enriqueciniento
proteico y la cinética del proceso. Por otro lado, se
caracterizd la lignina mediante: distribucidn de tamafio
molecular y carga eléctrica, estudios espectroscépicos
derivatograficos; IR y 13C-NMR, oxidacidn alcalina con
Cud y andlisis de los productos por CG-EM, Se
determinaron las actividades enzimiticas (celulasas,
xilanasas, fenoloxidasas y ligninasas) de los hongos
estudiados, Por iltimo se realizardn estudios de
microscopia optica y electrdnica con  EDAX. La
caracterizacion quimica del "huespe” ha revelado que la
disminucidn de la lignina es paralela a la degradacion
de los xilaros en wmadera de Eucryphia cordifolia
colonizada por Ganoderma australe. Las zonas con grandes
actimulos de micelio presentan un patrén de degradacion
sismultanea que coincide con el comportamiento in vitro
de los hongos de podredumbre blanca estudiados. La
degradacidn de la relacién S/6 que se correlaciona con
la deslignificacidn. En general se comprueba que maderas
de baja relacion 8/6 son dificileente biodegradables,
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COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD TOXICA Y GENOTOXICA DE
MEZCLAS COMPLEJAS DE CONTAMINANTES PRESENTES EN AGUAS
CONTINENTALES DE LA VIII REGION.(Chemical composition
and toxic and genotoxic activity of pollutant complex
mixtures present in continental water bodies in the VIII
Region). Venegas,W.*, Alarcén,M., Duk,S.,Weigert,G.,Gar~
cfa,M. Depto. de Biologfa Molecular, Fac. Cs. BiolSgicas
y de Rec. Nat. Universidad de Concepcidn.

Entre los riesgos que para la salud de los seres vivo:
conllevan los contaminantes ambientales,productos de la
actividad humana,hay que destacar los denominados agentes
genotdxicos, tanto por la naturaleza de las lesiones in-
ducidas como por el largo periodo de latencia que las ca
racteriza.Es por tanto una tarea urgente disefiar y poner
a punto ensayos de deteccidn de esta actividad que permi
ta eliminar y/o aminorar la exposicién humana frente a~
agentes potencialmente genotSxicos.

En la parte terminar del rfoBio-Bio,VIII Regién,se ha
detectado concentraciones de algunos agentes quimicos
que sobrepasan los valores miximos establecidos por la
norma chilena.El efecto genotéxico de los complejos qui-
micos totales presentes en el ambiente acudtico sefialado
esté siendo estudiado por nuestro grupo mediante ensayos
de Gené&tica Toxicolbgica de respuesta répida in vitro e
in vivo. Los test de aberraciones cromosémicas y micro-
ncleos fueron realizados usando como modelos vertebra-
dos y vegetales.Se presentan los resultados de los andli
sis quimicos y se discuten los efectos genotéxicos indu-
cidos.

Los resultados positivos encontrados en los efluentes
de varias industrias de la VIII Regidn,nos ha llevado a
repetir las experiencias usando cada dos meses por un pe
riodo de dos afios, los mismos modelos y otros ensayos de
respuesta ripida a objeto de detectar la presencia de va
riaciones estacionales.La informacidn que de estos estu-
dios se puede generar,se estima,serd de interés para las
polfticas de control de la calidad de los ambientes acui
ticos de Chile. -

*Financilado por FONDECYT 91/0366.
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GENES DE Salmonella typhi REGULADOS POR LA
DISPONIBILIDAD DE OXIGENO. (Oxygen-regulated Genes of
Salmonella typhi). Qbreque. V. H., , Blanco, L. P, y
Mora, G, C, Unidad de Microbiologfa, Facuitad de Ciencias
Bioldgicas, Pontificia Universidad Catdlica de Chile.

La ficbre tifoidea es una enfermedad sistémica causada por
Salmonella typhi. Durante su ciclo infectivo la bacteria enfrenta
diversas condiciones ambientales, a las que debe adaptarse para
sobrevivir. Una condicién que encuentra Salmonella typhi durante
la infecci6n es 1a escasa disponibilidad de oxfgeno tanto en el
epitelio intestinal como en los tejidos del hospedero, lo que
constituye para la bacteria un ambiente anaerébico.

Para estudiar la regulacién de la expresién génica de Salmonella
typhi en respuesta a la anaerobiosis, se construyeron fusiones de
operones uuhzando el derivado del fago-trans Rosén Mu: MudJ
(lac, Kan®). Se obtuvieron 12450 clones Kan®, los que fueron
replicados en agar Luria con X-Gal (5- brom4-clom—3-indolil-|3—
D-galactopiranosido) ¢ incubados en condiciones aerébicas y

icas (Gas-Pak). Se seleccionaron las colonias con fenotipo
Lac* en anaerobiosis (colonias azules), pero con fenotipo Lac™ en
aerobiosis (colonias blancas). que corresponden a fusiones en genes
inducidos en ausencia de oxigeno. Ademds, s¢ scleccionaron
aquellas fusiones que fueron reprimidas en anacrobiosis.

De 326 mutantes con estas caracter{sticas, 26 fusiones
demostraron ser, por ensayo de la actividad B galactosldasa.
inducidas en anacrobiosis, mientras que otras 23 fueron

Estas mutantes fucron caracterizadas tanto fisiol6gica como
bioquimicamente.

Financiado por proyecto FONDECYT 619/89, grant AID-Porinas y
proyecto 91/079 Universidad de Chile.
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ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL GEN ompC DE Salmonella
typhi MEDIANTE FUSION DE OPERON ompC-lacZ
CROMOSOMAL. (S. typhi ompC gene expression studied by
chromosomal ompC-lacZ operon fusion) Asenjo, C.A. y Toro, C.S.
Unidad de Microbiologfa, Facultad de Ciencias Bioldgicas, P.
Universidad Cat6lica de Chile. (Patrocinio: G.C, Mora)

S. typhi ¢s ¢l agente causal de la fiebre tifoidea. En el interior del
hospedero, csta bacteria s¢ ve sometida a diferentes condiciones de
osmolaridad, oxigenacién y temperatura. Con el objeto de estudiar
la regulacién de la porina OmpC se implements un sistema el cual
hace uso de un derivado del fago-transposén Mu, 1lamado MudJ
(lac, Kan®), el que nos permiti6 obtener fusién de operones con el
gen ompC.

A partir de una coleccién de mutantes por insercién de MudJ en S.
typhi ragosa MMWOOI1, se seleccionaron mutantes en la porina
OmpC por resistencia al fago P221 y por ausencia de la protefna en
la membrana externa; los clones Lac* seleccionados en placas agar
Luria con X-Gal fueron crecidos en distintas condiciones de
osmolaridad para determinar su actividad p-galactosidasa. De un
total de 40 clones analizados se seleccionaron aquellos que
presentaron regulacién por osmolaridad. Estudios con estas
mutantes han mostrado que la expresién del gen ompC de S. typhi
es inducido por aumento de osmolaridad en ¢l rango que va desde
0.03 hasta 0.3 osmolar. Sin embargo, a mayores osmolaridades, se
obscrva una represién de la expresién de este gen. Estos estudios
muestran ademés que la porina es inducida por anaerobiosis. Este
comportamiento fue observado también en el patrén de membrana
externa de S. typhi silvestre crecida en condiciones equivaientes,
analizado en geles de poliacrilamida-SDS.

Estos resultados demuestran que OmpC es la porina expresada
preferentemente en condiciones fisiol6gicas de osmolaridad y
anacrobiosis presentes en ¢l hombre, su huésped natural.

Financiado por proyecto FONDECYT 619/89.
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EMPLEO DE SONDAS MARCADAS MEDIANTE LA TECNICA DE PCR PARA
ESTUDIAR LOS GENES DE RECEPTORES QUIMIOTRCTICOS EN
BACTERIAS QUIMIOLITOTROFICAS. (Use of PCR-labeled probes

to study the chemotactic receptor genes  in
chemolithothrophic bacteria). _Rojas, J. y Jerez, C.A.
Departamento de Bioquimica, hcultad de Medicina,

Universidad de Chile.

Anteriormente demostramos que las bacterias métiles
Thiobacillus ferrooxidans y Leptospirillum ferrooxidans
presentan actividad quimiotéctica, posiblemente mediada
por receptores metilables, como ocurre en E. coli. El
receptor Tar de E. coli m?dla la respuesta frente a
Aspartato (atrayente) y a Ni"* (repelente). En cambio, las

titenas hierro - oxidantes responden siendo atraidas por

i y repelidas por Asp. Para estudiar los genes de los
receptores de T. ferrooxidans, L. ferrooxidans y T.
thiooxidans, se prepararon sondas utilizando la técnica de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), para marcar
y amplificar diferentes regiones del gen tar de E. coli
con dUTP-digoxigenina. Para marcar la regién que codifica
el dominio periplésmico de Tar, se emplearon coamo
partidores, oligonucleétidos cuyas secuencias estaban
carprendidas entre las bases -1 a -20 y 896 a 912 del gen.
Se marcé la regién mds conservada del dominio citoplasmico
del receptor, enpl eando como  partidores los
oligonucledtidos carvprendidos entre las bases 915 a 935 y
1612 a 1632. Como DNA templado se empled el pAkl10l, que
contiene tar y otros genes quimiotécticos de E. coli
Estas sondas se hibridaron con los DNA totales de las
bacterias en estudio, digeridos con diferentes enzimas de
restriccién y transferidos a filtros de nylon. Encontramos
hamologia con ambas regiones del gen tar de E.coli, en el
DNA de T. ferrooxidans, L.ferrooxidans, y T.thiooxidans
lo que deamestra una alta conservacién en el sistema
quimiotictico bacteriano.

Financiado por: Proyecto Fondecyt 91-1010 y Universidad de
Chile B. 2889 - 9034

E., Fernéndez, H.
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PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE FLAGELO DE CAMPY-
LOBACTER JEJUNI. (Purification ond characteriza-
tion of Flagello of Campylobacter jejuni). Andrews,

H Instituto de Inmunologfa, Insti-
tuto de Microbiologfa Clinica. Universidad Austral
de Chile. {Potrocinante: 0. Garrido).

Compylobacter jejuni es un frecuente ogente de
diarrea en humanos, capéz de colonizar la mucoso
del intestino y causar enfermedad. El flagelo de
CJ ha sido identificado como potenciol adhesina por
la cual la bacterio se adhiere o las célulos epite-
licles.

Se trabajé con una cepa virulenta de CJ aisloda
de un lactonte con diorrea, la cuol fue cultivede
en medic bifésico a 422C en ombiente de CO, obte-
niéndose, por centrifugacién, las bacterics.” Estos
fueron sometidas a sonicacién por unos minutos. El
flagelo fue seporado con ciclos de centrifugacién
diferencial a 5000xg 30 min y 100000 xg 60 min. La
protefna flagelor se purificé por cromatograffa de
intercombio iénico y filtracién en gel. Anoclizando
los resultados por microscopia electrénica y SDS-
PAGE se observé una estructuro flogelar de PM 43 K
y un contaminonte menor de 42 K.

Este estudio esté dirigido a purificar y carac-
terizor la protefna flagelor, con el objeto de
establecer la real participacién de la estructuro
flagelar en la adhesién bacteriana.

(Financiado por Proyecto FONDECYT 59-89).
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C%Eg(r.'rERIZACION DE _BACTERIAS MARINAS AGA%(;LITICAS
[{ acterization of agarolytlc maréne

Instituto de

ca, Facu e S).encxas, niversidad Austral

a:.o ?ﬁ?

de Chile
Varias edpecies de bacterias agaroliticas  se

encuentran descritas en la literatura, Estas han, sido

clasificadas Er:mc:.palmente dentro de loe géneros
Streptomyces, Vibrio y Pseudomonas.

En nuestro laboratorio hemos axslado tres cepas de
bacterias agaroliticas ( N-1 XC- ), en_ muestras
de agua de mar y algas marmas de a VIIt y X regiones.
Estas_difieren entre si en algunas _caracteristicas
morfolégicas y especialmente en la forma _ como
degradan el agar cuando se crecen en placas de cultivo.

En este trabajo se presentan resultados de estudios
morfolégicos y bioquimicos  tendientes a identificar
cada una _de las cepas aisladas. También se determinaron
las_condiciones Optimas de crecimiento de las cepas
aisladas y la produccidén de agarasas extracelulares.

Las bacterias aisladas tienen en comin
siguientes caracteristicas: necesitan de
concentracién salina semejapte al agua de mar para su
desarrollo, requieren de iones Na
intervalo de temperatura entre &4 28
met. ismo de car gtos de tJ. ox:.&a son
aerobjias estrictas, ox:. lasa pos:.{:lvas
Morfoldgicamente corresponden a bac Gram no
es) orulados no capsulados y méviles por flagelacién
{o caracteristicas pemmiten clasificarlas

entatlvamente en_el género gmdgmna%u e acuerdo a
los_criterios de identificacion propuestos en el Manual
de Bergey.

crecen en un
oseen un

g roduccién de agarasas extracelulares se determiné
a_distintos tiempos de crecimiento las Dbacterias,
midiendo el aumento del poder reductor en una solucién
tamponada de incuba en sencia de una
alicuota del sobrenadante h.bre de celulas {Dygert, S.
el al.(1965) Anal. Biochem., 13, 367-37

Las agarasas producidas por estas bacterias en todos
los casos estudiados son inducidas por la presencia de
agar en el medio de cultivo, encontrandose la mayor
concentracién de enzima durante la fase estacionaria
e desarrollo bacteriano. Solamente la produccién de
agarasa en la cepa C-1 fue reprimida por glucosa.

(Financiado por: DID, UACH S-90-2 y FORDECYT 90/0051 )
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MUTANTES DE Thiobacillus ferrooxidans CON ALTERACIO-
NES DEL LIPOPOLISACARIDO, INFLUENCIA EN EL MECANISMO
DE ADHERENCIA A MINERALES, (Thiobacillus ferrooxidans
mutants affecting the lipopolysaccharide. Influence
in the attach t hanism to minerals). Delgado,M.,
Melis,P., Osses,J. y Rodrfguez,M.- Pontificia Uni-
vergidad Catdlica de Chile, Facultad de Ciencias Bio-
16gicas, Unidad de Microbiologia, Casilla 114-D, San-
tiago.

Thiobacillus ferrooxidans es el principal orga-
nismo involucrado en el proceso de Biolixiviacidn
de minerales sulfurados.

En el mecanismo directo, la adherencia juega un
papel decisivo. Trabajos previos, de nuestro labo-
ratorio, han demostrado que el Lipopolisacérido (LPS),
participa en la adherencia en forma importante. Es
necesario establecer, sin embargo, la especificidad
del fenbmeno mediada por esta molécula. Para elle
se han estudiado mutantes inducidas con Nitroso Gua-
nidina y mutantes espontineas, que no poseen la ca-
pacidad de oxidar ién ferrogo, para as{ determinar
sl en ellas, ademds, se produce alteracién del LPS,
y consecuentemente en el mecanismo de adherencia.

Las caracteristicas fenotfpicas de estas mutan-
tes, la frecuencia de aislamiento, su estabilidad y
efecto sobre el LPS y adherencia, as{ como otras ca-
racteristicas bioldgicas, se presentan en esta comu-
nicacidn.

Financiado por Proyectos PNUD CHI/88/003 y FONDECYT
575/89.
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EVIDENCIAS DE AISLAMIENTO SEXUAL ENTRE LINEAS DE
Drosophila melanogaster. (Evidences of sexual
1isolation betwen lines of Drosophila melanogaster).
Rufz, G., Meneses, U. y Ganzur, P. Instituto de
tcologla y Evolucidn, Facultad de Ciencias, Univer-
sidad Austral de Chile.

Los experimentos de selecci6n divergente en
Drosophila han constituido una importante via para
investigar especiacit6n simpdtrida a nivel experimen-

tal.

Rufz (1990), ha obtenido mediante seleccitn
divergente en Drosophila melanogaster, Valdivia,
dos lineas significativamente diferentes; una para
oviposici6n altamente agregada y otra para baja
agregaci6bn de huevos. Estas lineas, permitieron
posteriormente, establecer que el rasgo “oviposicién
agregada" posefa una base hereditaria poligénica,
con participacion de genes con efecto dominante.

Con estos antecedentes, se postuld que 220
generaciones de selecci6n para el rasgo. poligénico
antes mencionado, podria estar conduciendo a un
incipiente aislamiento reproductivo.

Para poner a prueba esta hipbtesis, se estimaron
Jos Indices de aislamiento sexual, mediante tres
disefios experimentales; elecci6én por parte del
macho, elecci6n por parte de la hembra y eleccibn
maltiple.

Los resultados permiten comprobar la existencia
de un incipiente aislamiento reproductivo pre y
postcigbtico; dada la mayor proporci6n de cruzamien-
tos homogaméticos, y el mayor nimero de descendien-
tes obtenido de los homocruzamientos.

(Trabajo parcialmente financiado por el proyecto
FONDECYT 85-0060).
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MUTAGENESIS POR TRANSPOSICION EN Brucella
abortus 2308 ( Mutagenesis by 1transpositign
in §rucg11a2a¥grtug). Garcia,f. , Sangari,F .
y Aguero,J”. Departamento de Microbiologia,
Facultad de Ciencias Bioldgicas y Recursos
aturales, Universidad de Concepcién, Chile;
Departamento de Biologia Molecular, Facultad
de Medicina, Universidad de Cantabria,
Espafa. (Patrocinio: R. Zemelman).

El avance de 1la tecnologia del ADN
recombinante ha permitido el desarrollo de
una nueva estrategia para la insercién de
genes fordaneos en el genoma de bacterias
Gram-negativas no relacionadas estrechamente
con E. Coli. El1 sistema consta de dos

componentes: (1) wuna cepa de E.. colij
"especial” 1llamada cepa movilizante y (2)

vectores plasmidicos derivados de E£. c¢oli
incapaces de replicarse en cepas ajenas al
grupo entérico. El sistema es ampliamente
aplicable para la mutagénesis mediante 1la
insercién de transposones en forma aleatoria.
Nos propusimos la creacién de un conjunto de
mutantes de B. abortus 2308, con el objeto de
generar mutantes en la expresién de los genes
omp .

Tenemos la evidencia fisica de la insercioén
de TnS en el cromosoma de B. abortus vy _éa
frecuencia de transposicién fue de 1@ .
Construimos wuna banca de 58@ mutantes. Las
propiedades afectadas, investigadas hasta el
momento, son: hidrélisis de la urea,
susceptibilidad a 1a penicilina,sensibilidad
al eritritol y la fago resistencia.

Financiamiento: Comisién Interministerial de
Ciencia y Tecnologia, Espafa.
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INFLUENCIA DEL ACIDO ASCORBICO Y CISTEINA EN LA
GENOTOXICIDAD DE N-NITROSODIMETILAMINA. (Influence of
the ascorblc acid and clisteln on the genotoxicity of
N-nitrosodimetlilamine). Bastfas, J.M. y Aranda, M.
Centro de Estudios en Clencla y Tecnologfa de los
Allmentos y Depto. Quimica y Bioquimica, Facultad de
Clencia, Universidad de Santlago de Chile.
(Patrocinio: R.Godoy-Herrera).

En trabajos previos hemos establecido la presencia
de nltrosaminas en ceclnas de consumo habitual en
nuestra poblacién, de las cuales un 51,65 de las
muestras presentaron N-nltrosodimetilamina (NDMA), en
concentraciones de 3,5 - 210 ppb. Extractos de cecinas
con 1 PPb de NDMA provocaron dafio al ADN de
fibroblastos de pulmén humano (UDS test). EIl objetivo
de este estudlio fue determinar la posible Inhibicién
del potencial mutagénico de NDMA por la adiciébn de dos
antloxidantes alimentarlos como son el &cido ascérbico
y clstelna, mediante el uso de bloensayos bacterianos.

Se uttl1z6 Saimonelia typhimurlium TA100/pSK1002 que
Ileva el gen fusionado umuC'-'lacZ para estudiar la
regulacidn del gen umu que controla la expresién de la
actividad B-galactosidasa. EIl operon umu es Inducido
por agentes que dafan el ADN y regulado genéticamente
por los genes recA y lexA.

Se establece un paralelo enitre el umu test y ol
test de Ames en relaciédn a ia Inhibicién dei potencial
mutagénico de diversas concentraciones de NOMA y los
dos antloxidantes aillmentarios, adem8s se discute la
sensibilidad de ambos métodos.

Financiado por Proyecto DICYT 02-90-11AL USACH.
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