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CONFERENCIAS

A CLOSE LOOK AT A NORTH AMERICAN LI-
ZARD: TERRITORIALITY, AGGRESSION,
AND FITNESS IN A TEMPORALLY VA-
RYING ENVIRONMENT. (Una vision cerca-
na a una lagartija norteamericana: territoriali-
dad, agresion y adecuacion en un ambiente va-
riable temporalmente).

Fox, S F. Oklahoma State University,
Stillwater, Iklahoma, U.S.A.

Behavior and territoriality of juvenile side-
blotched lizards, Uta stansburiana, have
been studied largely through field expe-
riments at the same site in Texas from 1971
to 1983. The adults are fully territorial but
the juveniles only gradually develop this
social organization over their first juvenile
summer. My studies involve the environ-
mental factors important in shaping the de-
velopment of territoriality as the juveniles
age. Initially, I observed that lizards that
survived their juvenile summer were beha-
viorally different than those than eventually
perished. This behavioral difference
appeared to be orchestrated by differences
in the territories inhabited by juveniles. Te-
rritories of survivors were quantitatively
different than those of nonsurvivors. Terri-
tories of dominant lizards resembled sur-
vivors’ territories and territories of subor-
dinates resembled nonsurvivors’ territories.
Either dominant lizards acquired superior
territories or superior territories developed
dominants lizards. My next two experiments
attempted to uncover the causality. When
territorial individuals were removed from
experimental areas, the remaining lizard did
not upgrade their territorial quality by co-
mandeering the vacated, superior habitat.
On the other hand, juveniles implanted
with testosterone became more aggressive
than shams and increased the size and
quality of their home ranges.

Temporal variation of selection pressures
appears to explain these results. Using dis-

criminant function analysis and its power
to separate survivors from nonsurvivors as
an index of strength of selection, 1 have ob-
served years of strong as well as weak se-
lection. Additionally I report morpholo-
gical (scale characters) and genetic (electro-
phoretic isozymes) evidence for temporally
fluctuating selection pressure against this
species at the same site. [ suggest that juve-
nile U. stansburiana adjust their territories
and aggression around this variability. In
years of strong selection juveniles are
aggressive and compete agonistically for su-
perior territories that in turn enhance sur-
vival. In years of lax selection there is no
such benefit to elevated aggression nor to
acquisition of any particular type of terri-
tory. This latter condition characterized
the years in which the removal and testos-
terone implantation experiments were
done. Intact lizards did not capitalize on
the opportunity to upgrade their territories
by usurping vacated habitat, but artifi-
cially-enhanced aggressive lizards did
expand and upgrade their territories. Appa-
rently the prevailing level of selection
pressures serves to adjust the degree of te-
rritorial competition for specific habitat
through the proximate means of aggression.

COMIENZO DEL DESARROLLO DE MAMIFE-
ROS: DESDE LA ESPECIFICACION REGIO-
NAL A LA DIFERENCIACION CELULAR.
(The beginning of mammalian development:
from regional specification to cell differen-
tiation).

Izquierdo, L. Facultad de Ciencias, Uni-
versidad de Chile.

La formacién del blastocisto y la diferen-
ciacion de los primeros tipos celulares pare-
ce un problema insoluble, porque en el hue-
vo fecundado de mamiferos no se recono-
cen regiones citoplasmaticas distintas, ca-
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racterizadas por propiedades morfolbgicas
0 citoquimicas, y especialmente porque los
blastébmeros aislados durante las primeras
divisiones asi como las moérulas agregadas
en cualquier estado son capaces de regular
su desarrollo y producir un embridén com-
pleto. La clave del desarroilo normal y de la
regulaciéon embridnica, cuando se perturba
el desarrollo, podria estar en una especifica-
cion regional generada por los contactos en-
tre las células, los cuales preceden la com-
pactacion y blastulacion.

Las modificaciones de las superficies de
contacto, detectadas por microscopia elec-
tronica de barrido y por métodos citoqui-
micos e inmunolbgicos, son primeramente
labiles. Pero a medida que avanza el desa-
rrollo las modificaciones se hacen perma-
nentes en los blastdbmeros aislados y no se
pueden inducir por agregacion de embrio-
nes. En esta etapa ya se han formado unio-
nes celulares especificas y las conexiones
transcelulares del citoesqueleto establecen
una organizacién supracelular. Mdas tarde
se observa la internalizacidén de células,
el sellamiento entre las células periféricas
de la morula, el desarrollo del blastocisto
con la diferenciacion de la masa celular al
interior y del trofoblasto alrededor. Experi-
mentos de aislamiento demuestran que es-
te ultimo se ha determinado, o sea, que su
diferenciacion es irreversible. Pronto ope-
ran los mecanismos de transporte del tro-
foblasto y la cavidad blastocélica se expan-
de. Entretanto se degrada la zona pelucida
y el embridén puede anidarse en el endome-
trio. Esta secuencia de estados es invarian-
te, sugiriendo una relacion de causalidad;
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y también lo es el tiempo en que transcu-
rre, el cual no es medido por el nimero de
ciclos celulares si no por un reloj cuyo me-
canismo es desconocido.

La biologia celular propone la actividad
génica diferencial como el mecanismo cen-
tral del desarrollo, en tanto que la biolo-
gia del desarrollo destaca los mecanismos
de especificacion regional, porque estos ge-
nerarian los medios distintos que influiran
sobre genomios iguales. Asi ocurriria por
lo menos en embriones reguladores como
los de mamifero. Aunque en el raton se
detecte actividad transcripcional desde el
estado de 1 célula y nuevas proteinas desde
el estado de 2 células, algunas de las cuales
son codificadas por el genomio paterno, no
se ha reconocido con certeza células con
distinto contenido proteico antes que se di-
ferencien la masa celular interna y el trofo-
blasto. En morulas avanzadas ya hay células
centrales y periféricas que estan, por lo mis-
mo, en distintas relaciones con el medio.
Pero no se sabe como se traducen estas dis-
tinciones en términos de organizacion o
composiciobn molecular y solo es posible
afirmar, por ahora, que la diferenciacion se
inscribe en un hipotético campo morfoge-
nético centro-periferia que ademds de afec-
tar células segiin su lugar en el embriOn pa-
reciera afectar diferencialmente las partes
de cada célula. A este campo morfogené-
tico podria atribuirse también el fenémeno
de regulacidén embribnica y, por lo tanto, la
relacién entre las partes y el todo que se
manifiesta en las estrictas proporciones de
los embriones normales y de aquellos que
han regulado.
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BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR DE LOS TRIPANOSOMAS PARASITOS

- *
It penosSomta cruz/

Biogumics

BIOCHEMISTRY OF TRYPANOSOMA CRUZI
Stopanni O.M., Andrés. Centro de Inves-
tigaciones Bioenergéticas, Facultad de
Medicina, Paraguay 2155, Buenos Aires,
Argentina.

Se examina la bioquimica del Trypanosoma
cruzi en varios aspectos relacionados con el
metabolismo y la accidon inhibidora de a)
drogas utilizadas en la actualidad para el
tratamiento de la enfermedad de Chagas, a
saber los nitroheterociclicos nifurtimox y
benznidazol, y b) varias sustancias natura-
les (lapachonas, miconidina y tingenona),
que contribuyen a explicar la accion de los
tripanocidas mencionados. El nifurtimox y
la g-lapachona indujeron la formacion de
anién superoxido y peroxido de hidrogeno
en epimastigotes vivos, o con fracciones del
parésito suplementadas con NAD(P)H; el
mismo efecto se obtuvo con nifurtimox,
benznidazol y miconidina, en presencia de
fracciones mitocondriales o microsomales
de mamifero, suplementadas con NAD(P)H
En cambio la a-lapachona y la tingenona
fueron inactivas en todos los casos. Cuando
la accion de las drogas se ensay6 sobre la
biosintesis de DNA, RNA y proteinas en
epimastigotes in vitro, todas produjeron
inhibicién, comprobada por su accion sobre
la incorporacion de [*H] timidina (para
DNA), [?Hluridina (para el RNA) y L[* H]
leucina (para proteinas). Sin embargo, hu-
bo variaciones segin la concentracion de
la droga y el precursor utilizado. Asi, a con-
centracion fija de inhibidor, el nifurtimox
(10 uM), el benznidazol (38 uM), l1a mico-
dina (3,2 uM) y la «-lapachona (1,6 uM)
inhibieron preferentemente la biosintesis
de proteinas mientras que la B-lapachona
(1,6 uM) inhibio6 preferentemente la biosin-
tesis de DNA. Por otra parte, el nifurtimox
100 uM inhibi6é en aproximadamente igual
grado, la incorporacion de [°Hltimidina,
[®Hluridina, L-1®Hlleucina y la g-lapachona
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7,6 uM inhibid por igual la incorporacion
de [*H] timidina y L-{®Hlleucina. Cuando
se compar6 el efecto del nifurtimox y el
benznidazol sobre la entrada a la célula y
su incorporaciéon a macromoléculas, el pri-
mero inhibi6é la incorporaciobn mucho mas
que la entrada, pero con benznidazol, no
hubo diferencias lo que indica que el benz-
nidazol afectd primariamente el transporte
de precursores. La comparacion del efecto
de las drogas sobre la incorporacion de
[*HItimidina permiti6 establecer las si-
guientes correlaciones: g-lapachona > «-la-
pachona; nifurtimox > benznidazol; mico-
nidina > tingerona. Un efecto notable de
nifurtimox, la g-lapachona y la miconidina
fue que después de 3 horas de incubacion,
los valores de incorporacion de la uridina
tritiada eran menores que los correspon-
dientes a las dos horas, lo que significa que
esas drogas produjeron la degradacion de
las macromoléculas previamente sintetiza-
das. De acuerdo con estos efectos, la adi-
cion de nifurtimox, benznidazol y B-lapa-
chona a epimastigotes preincubados con
precursores tritiados, aument6 la degrada-
cidn del DNA, RNA y proteinas. El calculo
de la vida media de las macromoléculas ra-
diactivas demostré que el nifurtimox y la
B-lapachona fueron selectivamente activos
sobre el DNA, mientras que el benznidazol
aument6 en igual grado la degradacion del
DNA, RNA y proteinas. Mds aun, después
de la incubacion de los epimastigotes con
nifurtimox y B-lapachona, el numero de
roturas en el DNA (“‘single-strand breaks’)
aumentd significativamente. La compara-
cidon de los efectos de las drogas ensayadas
sobre a) produccidn de radicales libres de
oxigeno; b) inactivacion de la biosintesis
de macromoléculas; ¢) degradacion de ma-
cromoléculas y d) accidén tripanocida in
vitro, permite concluir que los productos
de reduccion parcial del oxigeno contri-
buyeron en forma significativa a los efec-
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tos tripanostaticos del nifurtimox, la g-lapa-
chona y la miconidina. Sin embargo, los
resultados con benznidazol y tingenona in-
dican que la generacién de radicales libres
no es una condicion esencial para agentes
quimioterdpicos activos sobre el T. cruzi,
y que otros mecanismos bioquimicos
posiblemente la inhibicidon de la DNA o
RNA-polimerasas, o del transporte de pre-
cursores de macromoléculas pueden tener
un papel importante para la accién de esas
drogas.

UNA NUEVA FLAVOENZIMA EN TRYPANO-

SOMA CRUZIL. A novel Trypanosoma cruzi
flavin enzyme.
Agosin, Moisés. Department of Zoology
Riverbend Research Laboratories Univer-
sity of Georgia Athens, Georgia 30602,
USA.

A cytosolic flavoprotein enzyme for the
protozoan, Trypanosoma cruzi, has been
purified essentially to homogeneity by
DEAE-cellulose and 2’, 5-ADP-ceparose
column chromatography. The native en-
zyme has a molecular weight of 100,000
+ 6,000, is composed of two identical
subunits of molecular weight 52,000 *
1,000, and contains FAD in the ratio of
1 mol FAD per mol of enzyme subunit.
The enzyme is NADPH-dependent and has
diaphorase activity under aerobic condi-
tions toward cytochrome c, ferricyanide,
2, 6-dichloroindophenol, and menadione.
The reduction of cytochrome ¢ with di-
meric occurs by a two-site ping pong me-
chanism in which NADPH reduces the
flavin, which is then reoxidased in two one
electron steps by reaction with 2 molecules
of cytochrome c. The two site nature of
the mechanism appears to be related to the
dimeric nature of the enzyme, and the
binding sites of cytochrome ¢ and NADPH
are probably on opposite sites of the FAD.

The enzyme has been shown to catalyze
conversion of N, N-dimethylaniline into
N, N-dimethylaniline-N-oxide in the presen-
ce of NADPH and air. The identity of the
product has been established by HPLC
and paper chromatography elution patterns
and by electron impact spectrometry.
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Thus, the enzyme may be classified as a
FAD-monooxygenase. It differs from its
mammalian counter part in its intracellular
localization, molecular weight, dimeric na-
ture, and the ability to act as a diaphorate
under aerobic conditions. The enzyme re-
presents an important fraction of the total
cell protein suggesting that it may be in-
volved in oxidative detoxication processes
which may contribute to the known re-
sistance of T. cruzi to antiprotozoal drugs.
Supported in part by NIH grant AI-16933-
04.

LA HETEROGENEIDAD DE LOS MINICIRCU-

LOS EN TRIPANOSOMA CRUZI ES DEBIDA
A ACUMULACION DE MUTACIONES PUN-
TUALES. (Sequence heterogenety of Trypano-
soma cruzi kinetoplast DNA minicircles is due
to accumulation of point mutations).
Macina, R.'; Sanchez, D.O.'; Burrone,
Q. y Frasch, A.C C. Instituto de Investi-
gaciones Bioquimicas “Fundacién Cam-
pomar”’. Antonio Machado 151, 1405,
Buenos Aires, Argentina y !Cétedra de
Bioquimica, Facultad de Medicina.

El DNA mitocondrial (kDNA) de los tripa-
nosomatidos estd formado en su mayoria
por circulos encadenados (minicirculos,
mc). En trabajos previos hemos demostra-
do que el kDNA del T. cruzi posee uno o
mas especies homogéneas de moléculas
(Biochim. Biophys. Acta 782: 26-33, 1984)
que son especificas del aislamiento conside-
rado (Mol. Biochem Parasitol. 11: 169-178,
1984) y que, por lo tanto, constituyen mar-
cadores genéticos de utilidad para su identi-
ficacion (FEBS Lett. 168: 139-142, 1984).
Al comparar moléculas similares presentes
en varios clones de 7. cruzi se comprobd
la presencia de polimorfismos para deter-
minadas enzimas (Mol. Biochem Parasitol
16: 61-74, 1985).

Para conocer el mecanismo molecular
responsable de estas variaciones se clona-
ron en el fago M13 y se secuenciaron por
el método de Sanger, mc. homéblogos ob-
tenidos a partir de 3 clones diferentes de
T. cruzi. La comparacidon de las 3 secuen-
cias demostré6 que los polimorfismos para
endonucleasas de restriccion observados
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previamente se deben a mutaciones puntua-
les, en su mayoria transiciones. Las muta-
ciones puntuales en cada una de las 3 se-
cuencias estudiadas son diferentes, con lo
que se demuestra que moléculas iguales
pueden evolucionar en forma independien-
te. No se detectaron inserciones ni deleccio-
nes de regiones de DNA en las secuencias
analizadas. Otros aspectos interesantes de
la secuencia obtenida lo constituyen 1) la
presencia de bloques de secuencias repe-
tidas y 2) la polarizaciéon de citosinas o
guaninas en una de las cadenas de DNA,
que en algunas regiones llega al 97%. Se
agradece la ayuda financiera de CONICET,
SECYT y la Organizacibn Mundial de la
Salud.

BIOQUIMICA DE LA QUIMIOTERAPIA DE LA

ENFERMEDAD DE CHAGAS. (Biochemistry
of Chagas’s disease chemotherapy).
Movrello, Antonio,; Aldunate, Jorge; Lete-
lier, Maria Eugenia y Repetto, Yolanda.
Departamento de Bioquimica. Facultad
de Medicina. Universidad de Chile, Casi-
lla 70086. Santiago - 7. Chile.

La enfermedad de Chagas es causada por el
protozoo Trypanosoma cruzi. Este mal es
endémico en Centro y Sudamérica; en Chile
afecta aproximadamente a 400 mil perso-
nas.

Las drogas actualmente en uso, como el
nifurtimox, el benznidazol y el cristal viole-
ta no son satisfactorias por numerosas razo-
nes.

El estudio de las diferencias bioquimicas
entre pardsito y huésped ha contribuido a
explicar el modo de accion de drogas en
uso y experimentales. Estos estudios cons-
tituyen la base para identificar ‘‘blancos
quimioterapéuticos’ y el desarrollo de nue-
vas drogas antichagdsicas. Algunas de estas
diferencias bioquimicas son:

Produccion de metabolitos reducidos del
oxigeno. En el metabolismo normal del
oxigeno se produce el anion superoxido. A
partir de este anion se genera H,O, reac-
cidn catalizada por la enzima superoxido
dismutasa. El anidn superdxido, el peroxi-
do de hidrégeno y otros radicales son alta-
mente toxicos para los seres vivos. Muchas
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drogas antichagisicas como nifurtimox y
cristal violeta actuarian aumentando la con-
centracion de estos agentes quimicos. Las
enzimas catalasa, superdoxido dismutasa y
peroxidasa los transforman y, por lo tanto,
protegen a la célula de estos compuestos
quimicos. El T. cruzi, a diferencia del hués-
ped mamifero, es deficiente en estos siste-
mas enzimaticos y asi estas drogas serian
selectivamente toxicas para él. Benznidazol
no actuaria via radicales de oxigeno.

Sintesis de RNA en T. cruzi. El allopurinol
es un antichagasico experimental que pro-
tege a ratones de la infeccion de 7. cruzi.
El efecto del allopurinol se deberia a que
es muy parecido quimicamente a la adeni-
na. Debido a la baja especificidad de la
Succino-AMP sintetasa del pardsito por este
sustrato, allopurinol seria incorporado al
RNA.

Inhibicion de la cadena respiratoria de T.
cruzi, Experimentos que se realizan en
nuestro laboratorio indican que algunos an-
tioxidantes derivados del hidroxianisole im-
piden el crecimiento de 7. cruzi Estos
compuestos actuarfan inhibiendo la respi-
racion por bloqueo de la cadena de trans-
porte de electrones en la inica mitocondria
que posee el pardsito. Financiado por
UNDP/WB/WHO/TDR, por CONICYT-
CHILE y por la Universidad de Chile (grant
B-1854).
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ACIDO SIALICO ENDOGENO Y VARIANTES
DE HISTONAS EN 7. CRUZI (Endogenous
sialic acid and histone variants in 7. cruzi).
Toro, C.; Lopez, R. y Galanti, N. Depto.
de Biologia Celular y Genética, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile, San-
tiago, Chile.

Trypanosoma cruzi s un protozoo hemo-
flagelado perteneciente al Orden Kineto-
plastida, que produce la enfermedad de
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Chagas. Este parasito constituye probable-
mente uno de los sistemas mds complejos
de diferenciacion en un eucarionte unicelu-
lar. Presenta 3 fenotipos durante su ciclo
de vida, dependiendo del medio en que se
encuentra: esferomastigotes o amastigotes,
epimastigotes y tripomastigotes. Los esfero-
mastigotes constituyen la forma replicativa
intracelular, sin flagelo evidente al micros-
copio de luz. Los epimastigotes son formas
con flagelo evidente, que se encuentra y
multiplica en el tracto digestivo del vector,
Triatoma infestans (vinchuca). Los tripo-
mastigotes corresponden a la forma flagela-
da no proliferante, que se encuentra tanto
en orina y heces de la vinchuca como en la
sangre periférica de los hospedadores infec-
tados.

Aparte del andlisis de sus funciones bio-
quimicas, se ha enfocado el estudio de 7.
cruzi, fundamentalmente a tres niveles:

1. Superficie celular, que se relaciona con:

a) la induccidon de una respuesta inmune
en el hospedador.

b)la evasion a esa respuesta inmune.

c)la recepcidon y transduccidén de sefia-
les para crecimiento en masa (tama-
fio), aumento en numero (prolifera-
cion) y diferenciacion celular.

d)la interaccion entre las diferentes for-
mas del parasito con células del vector
y/o del hospedador.

2. DNA del kinetoplasto, que se relacion

con:

a) algunas funciones propias de este orga-
nelo,

b} la posibilidad de caracterizar cepas de
T. cruzi mediante el analisis de frag-
mentos liberados por diferentes enzi-
mas restrictivas (esquizodema).

3. Nacleo y cromatina, que se relaciona con:
a) organizacion de la cromatina en gene-
ral y en particular en diferentes fases

del ciclo celular,

b) proteinas nucleares (estructurales y/o
enzimas) que participan en la regula-
cidbn de la proliferacién y la diferencia-
ci6n del pardsito,
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c¢) organizacién de ciertos genes en el ge-
noma,

d) genes que participan en procesos de
crecimiento celular, proliferacidon y di-
ferenciacion celular.

En este trabajo se analiza la posibilidad
de utilizar el acido sidlico y las variantes
de histonas de T. cruzi cepa Tulahuén, co-
mo marcadores de la actividad génica a
nivel de superficie celular y cromatina, res-
pectivamente, en los diferentes estados de
diferenciacion del parasito.

En una primera aproximacion, se deter-
mind 4acido sidlico en la forma epimastigo-
te, empleando union de parasitos homoge-
nizados o vivos a WGA-H?®. Simultinea-
mente, se midio la cantidad de acido siali-
co en T. cruzi por técnicas quimicas, des-
pués de hidrolisis enzimatica o acida con-
trolada y purificacion del dcido sidlico en
columnas de Dowex.

Por otra parte, se extrajo histonas a par-
tir de cromatina de T. cruzi en presencia
de inhibidores de proteasas. Las histonas
se caracterizaron por espectrofluorometria
y por su composicion de aminoacidos. Pos-
teriormente, se analizaron en geles de polia-
crilamida en una y en dos dimensiones.

Se demostré presencia de 4cido sidlico
enddgeno en la forma epimastigote, con
aproximadamente un 17% expuesto en la
superficie celular. Este resultado discrepa
de datos presentados por otros autores,
que postulan un origen exoégeno del 4cido
sidlico de T. cruzi, y define la cantidad
expuesta en su superficie.

En cuanto a las histonas, se demostrd la
presencia de 6 especies, una de ellas con
alta movilidad electroforética. Ademads, por
electroforesis en dos dimensiones, se encon-
tro6 variantes en la mayoria de estas espe-
cies.

Estos resultados permitiran establecer re-
laciones entre presencia de acido sidlico en
la superficie y ocurrencia de variantes de
histonas en la cromatina de T. cruzi con el
proceso de diferenciacion y/o proliferacion
celular en este pardsito.

(Proyecto 1088, Fondo Nacional de Ciencias y UNDP/
BWB/WHO-TDR).
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CORRELACIONES ECOLOGICAS, MORFOLOGICAS Y BIOENERGETICAS DEL
MODO DE ALIMENTACION DE VERTEBRADOS

RELACIONES ENTRE CARACTERISTICAS

MORFOLOGICAS DEL TUBO DIGESTIVO Y
DIETA DE PECES LITORALES. (Relationship
between morphology of the digestive tract and
the diet of littoral fishes).
Cancino, JM.; Moreno, C. A. y Garrido, J.
Facultad de Ciencias Biologicas, Pontifi-
cia Universidad Catoélica de Chile, Santia-
£o.

Es bien conocido que los teledsteos herbi-
voros presentan un tubo digestivo relativa-
mente mas largo que los peces carnivoros.
Por otra parte, numerosas especies cambian
dieta a lo largo de su vida. En estas especies
el cambio ocurre frecuentemente de car-
nivoria a herbivoria, siendo raros los ca-
sos de cambio en sentido inverso. En el
presente trabajo se estudian estas relacio-
nes en peces del litoral central de Chile, con
énfasis en aquellas especies que presentan
cambio de dieta (Aplodactylus punctatus,
Doydixodon laevifrons y Sicyases sangui-
neus) Como referencias se incluyen espe-
cies carnivoras y datos de la literatura.

Se encontré que A punctatus y D. laevi-
frons cambian su dieta de omnivoro a her-
bivoro y de carnivoro a omnivoro, respec-
tivamente, mientras que S. sanguineus cam-
bia de omnivoro a carnivoro. De acuerdo a
las predicciones, se observa que en las dos
primeras especies existe un notorio incre-
mento del largo absoluto y relativo del
tracto digestivo en funcion de la longitud
total del pez (LT). Este cambio es mais
acentuado en A. punctatus que en D. laevi-
frons. Sin embargo, a pesar del cambio a
dieta herbivora, en A. punctatus se mantie-
ne una relacion lineal entre largo absoluto
del tubo digestivo y el peso corporal. Por
otra parte, contrario a las predicciones en
S. sanguineus se observd un leve aumento
en la longitud del tracto digestivo (LTD) en
términos absolutos, pero en términos rela-
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tivos el largo es constante para todos los ta-
mafios (LTD/LT ~ 0.50).

Los cambios observados se deben princi-
palmente a la elongacion de la superficie
de absorcion, siendo éste al parecer un cri-
terio menos ambiguo que los otros mencio-
nados frecuentemente en la literatura (cie-
gos piloricos, dientes en empalizada, etc.),
como indicadores del habito herbivoro.

CORRELACIONES DIETARIAS DE LAS MODA-
LIDADES DEL ALIMENTACION EN ANFI-
BIOS ANUROS. (Dietary correlates of the
foraging modes in anuran amphibians).

Diaz, Nelson I Departamento de Cien-
cias Ecologicas, Facultad de Ciencias,
Universidad de Chile.

El analisis de las relaciones troficas de cual-
quier grupo animal debe considerar, ademas
de otros aspectos, su rol como predadores y
topicos asociados a esta funcion. La revi-
sion de la literatura revela para el caso de
los Amphibia, la carencia de cantidad sufi-
ciente de estudios detallados que describan
los habitos y requerimientos alimentarios o
estrategias para la obtencién del alimento;
incluso estudios basicos que describan los
tipos y cantidades de alimento o las prefe-
rencias alimentarias de las especies, son
también escasos.

Se han revisado los conocimientos exis-
tentes respecto a esos aspectos para el caso
de anfibios anuros conocidos en Chile. Es
tos pueden agruparse segin sus habitos
acudticos (especies de Caudiverbera y Tel-
matobius), o marginal acuético (especies de
Pleurodema, Hylorina, Batrachyla, Eupso-
phus, Alsodes, Telmatobufo y Bufo). So6lo
para una especie (Batrachyla leptopus)
existe una descripcion detallada de su mo-
do de alimentacion; para otras especies exis-
ten observaciones puntuales, que en todo
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caso permiten diferenciar un modo de ali-
mentacidn en ambientes acuéticos y otro
en ambientes no acudticos. También son
escasos los trabajos que describen dietas
de anuros chilenos. De la informacién
existente pueden obtenerse algunas genera-
ciones:

— so6lo restos vegetales, Diptera y Coleopte-
ra, son ‘‘items’” comunes en la dieta en to-
dos los casos descritos; los Insecta tienen en
todos los casos una representacidon impor-
tante en las dietas, mds marcada en las espe-
cies marginal acuiticas; todos los anuros
estudiados son omnivoros; las especies
acuéticas s6lo consumen presas acuéiticas.

Se discuten estas generalizaciones y se pro-
ponen algunas otras correlaciones posibles:

— una mayor amplitud de nicho tréfico po-
dria estar en relacion con la plasticidad de
la especie para ocupar distintos habitats; en
casos como los de especies simpatricas, o
de poblaciones de una misma especie distri-
buidas en un gradiente altitudinal, parecen
ocurrir modificaciones dietarias secundarias
a una modificaciobn del nicho espacial.

CORRELATES OF FORAGING MODES IN
LIZARDS: A REVIEW. (Correlaciones de los

modos de alimentacion en saurios: una revision).

Carothers, John H., Museum of Verte-
brate Zoology and Department of Zoolo-
gy, University of California, Berkeley,
California, U.S.A. 94720.

The study of lizard ecology has played a
central role in the development of research
on the ecological consequences of foraging
mode. This work has pointed to three areas
concerning the biology of organisms which
are likely to be related to their foraging
mode: trophic relationships with predators
as well as prey encountered, energetic tra-
deoffs of the two foraging modes and their
related costs, and factors related to repro-
duction (clutch size).

Huey and Pianka (1981) first suggested
that widely foraging lizards should feed
preferentially upon clumped, sedentary
prey, particularly termites, while sit-and-
wait lizards should feed on mobile insects.
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This was supported in their studies of lizard
diets in the Kalahari desert of Africa, Wes-
tern Australia deserts, and North American
deserts. Brazilian savannah lizards also
show this pattern (Magnusson et al., 1985).
These results are reinforced by the fact
that comparisons were intrafamilial, and
hence not a consequence of differing phy-
logenies and subsequent differing sensory
modes for prey detection. Huey and Pianka
also found that sit-and-wait lizard predators
preyed upon wide-foraging lizards, and sug-
gested that in general there should be an
alternation between trophic levels in fo-
raging modes: sedentary prey should be
consumed by wide foragers which themsel-
ves are subjected to predation by sedentary
foragers.

Using doubly-labeled water to measure
physiological rates in the field, Anderson
and Karasow (1982) found that the active-
ly-foraging teiid lizard Cremidophorus
tigris had higher metabolic demands than
did the sit-and-wait foraging iguanid Ce-
lisaurus draconoides, although the higher
costs of the wide forager were more than
offset by the extra food energy captured.
The problem of differing phylogenies
confounds the energetic comparisons in
the study, but this result is supported in
the intrageneric comparisons of Huey and
Pianka with Kalahari lizards where me-
tabolisms were estimated using standard
equations. Because energy intake rates are
higher for wide-foragers, why sit and wait?
Huey and Pianka suggest that the increased
risk of predation may counteract the be-
nefits of wide foraging, as indicated by
proportion of wide-foraging lizards in the
diet of a Kalahari desert lizard predator
as compared to the general representation
of wide-foraging lizards in the community
as a whole.

Vitt and Congdon (1978) first suggested
that foraging mode should influence clutch
size of females. They suggested that wide-
foragers should have smaller clutches than
sit-and-wait foragers because of their
increased transportation costs resulting
from increased body weight. Differing phy-
logenies again confounded their compa-
risons, but the trend was supported in the
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lacertid Kalahari lizards studied by Huey
and Pianka as well as in the teiid brazilian
lizards studied by Magnusson ef dl.

CORRELACIONES MORFOLOGICAS, ECOLO-

GICAS Y BIOENERGETICAS DEL MODO
DE CAZA EN AVES RAPACES. (Morphologi-
cal, ecological and bioenergetic correlates of
hunting mode in raptors).
Jaksi¢, F. 'y Marti, CD. Facultad de
Ciencias Biolodgicas, Pontificia Universi-
dad Catolica de Chile, Santiago, Chile y
Department of Zoology, Weber State Co-
llege, Ogden, Utah, USA.

Realizamos un escrutinio de cuatro correla-
ciones del modo de caza de aves rapaces,
dicotomizado como busqueda y acecho, en
cinco ensambles simpatridos de Chile, Espa-
fia, Michigan, Wisconsin y Utah. Examinan-
do 24 especies del orden Falconiformes (ra-
paces diurnas) y 10 especies del orden Stri-
giformes (rapaces nocturnas), encontramos
que: 1) En Falconiformes, las cargas alares
linearizadas son livianas para bailarines,
varis y daguilas (quienes usan el modo de
caza busqueda) y pesadas para aguiluchos,
halcones y peuquitos (quienes usan un mo-
do mixto, tanto de acecho como de bus-
queda). Entre las strigiformes, las buscado-
ras (principalmente lechuzas tytoninas y
striginas) también presentan cargas alares
linearizadas mas livianas que las acechadoras
(principalmente lechuzas buboninas). Las
falconiformes y strigiformes que compar-
ten el mismo modo de caza no difieren sig-
nificativamente entre ellas en cuanto a este
atributo morfologico. 2) En Falconiformes
la diversidad dietaria aumenta en el sentido
peuquitos, varis, halcones, aguilas, aguilu-
chos, bailarines, y en Strifigormes en el sen-
tido striginas, buboninas, tytoninas. Ni
dentro Falconiformes ni Strigiformes se ob-
serva que rapaces con distinto modo de
caza difieran entre ellas en este atributo
ecologico, como tampoco entre aquellas
rapaces que usan un modo Unico o mixto
de caza. 3) En Falconiformes, el cuociente
entre peso de la presa y de la rapaz aumen-
ta en el sentido varis, halcones, aguiluchos,
peuquitos, dguilas, bailarines, y en Strigi-
formes desde tytoninos a striginos y bubo-
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ninos. Este atributo ecologico tampoco pre-
senta diferencias significativas entre Falco-
niformes o Strigiformes que usan distinto
modo de caza. 4) Los costos energéticos in-
curridos por Falconiformes (no hay datos
para Strigiformes) que usan un modo mixto
de caza son absolutamente mayores para
busqueda que para acecho en los cuatro ca-
sos analizados, y en relacidén al nimero de
capturas de presa son relativamente mayo-
res en tres de ellos, pero informacidén sobre
las ganancias energéticas hay disponible
para uno s6lo. En este caso, el modo bus-
queda genera una mayor diferencia (pero
no un mayor cuociente) entre costo y bene-
ficio que el modo acecho. En los casos res-
tantes dicha diferencia no es conocida, pero
varias ventajas asociadas al modo blisqueda
se han propuesto que pueden compensar
su mayor costo energético. Nuestras prin-
cipales conclusiones son: 1) El calculo de
la carga alar linearizada de un Falconiforme
o Strigiforme permite predecir su principal
modo de caza. 2) El uso del modo bisque-
da o acecho (s6lo 0 en combinacibon) no re-
sulta en una explotacion diferencial de los
recursos alimenticios —en términos de la di-
versidad y tamafio de las presas consumi-
das— por las rapaces. 3) Nada puede pre-
decirse acerca del uso proporcional de los
dos modos de caza por una misma rapaz
solo en base al costo energético y nimero
de capturas de presa que cada modo repre-
senta; para ello es necesario contar con in-
formacion cuantitativa tanto de los benefi-
cios directos (ganancia caldrica por consu-
mo de presas) como de los indirectos (ter-
morregulacion, exploracidn de nuevas dreas
de caza, patrullaje de territorio, etc.).

CONSECUENCIAS ENERGETICAS Y ECOLOGI-
CAS DE HABITOS ALIMENTICIOS EN MA-
MIFEROS. (Energetical and ecological conse-
quences of food habits in mammals).
Contreras, Luis C. Departamento de Bio-
logia y Quimica, Facultad de Ciencias,
Universidad de Talca, Casilla 747, Talca,
Chile.

Las principales lineas evolutivas de los ma-
miferos se relacionan con especializaciones
troficas asociadas a los altos niveles de ener-
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gia requeridos por organismos homeoter-
mos-endotermos. Tales especializaciones
han tenido profundas consecuencias morfo-
logicas, ecolbgicas y conductuales, Intenta-
ré mostrar la influencia de los hdbitos ali-
menticios (HA) en la tasa metabolica (TM,
gasto de energia), y su relacibn con ciertas
caracteristicas reproductivas. Mostraré, ade-
mas, la influencia de los HA en la distribu-
cibn y uso del espacio en mamiferos.

La TM estad principalmente determinada
por el peso corporal (PC). Sin embargo, los
HA también tienen una gran influencia. Un
grupo en que esto se ha demostrado con
mayor claridad es en murciélagos. En estos
los nectarivoros, los frugivoros y carnivo-
ros, y los insectivoros tienen, respectiva-
mente, TM mads altas, estdndar, y mas bajas,
que lo esperado en funcion del PC. Esto se
relaciona con el valor energético de cada
tipo de alimento y su disponibilidad tempo-
ral, lo que a su vez determina la longitud
de los periodos reproductivos, las fluctua-
ciones poblacionales y la distribucion geo-
grafica. Otros ejemplos son los mamiferos
de distintos taxa y continentes, que con-
vergen hacia una dieta a base de termitasy
hormigas, y aquellos que son folivoros. To-
dos ellos tienen TM, y tasas reproductivas
bajas, fluctuaciones poblacionales leves, y
son principalmente tropicales.

Por el contrario, los ungulados, lagomor-
fos, carnivoros y roedores microtinos, tie-
nen un gasto de energia alto, relacionado
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con una disponibilidad de alimento alta y
constante, y/o de alto contenido calorico.
Estos mamiferos tienen altas tasas repro-
ductivas y amplias fluctuaciones poblacio-
nales y no estian restringidos a ambientes
tropicales.

El nivel de gasto de energia se relaciona
con el periodo de gestacion y la velocidad
de crecimiento y, por lo tanto, con el tiem-
po generacional; determinando una rela-
cion directa entre TM y tasa intrinseca de
crecimiento poblacional. El valor selectivo
de un alto gasto de energia en mamiferos
placentados seria principalmente tener un
alto Tax Y COmMO consecuencia una mejor
termorregulacion.

De acuerdo a este anilisis, todas las es-
pecies son r-seleccionadas. Si las especies
no tienen un r_ .. alto, es por limitacio-
nes (alimenticias, entre otras) impuestas
sobre las caracteristicas mencionadas. La
gran variacion en el gasto de energia y con-
secuentemente en las caracteristicas repro-
ductivas no son al azar y son un reflejo de
los distintos tipos de alimentos y ambientes
que los mamiferos han llegado a explotar
a través de su deriva natural.

El ambito de hogar (AH) es otra carac-
teristica influenciada por los HA. Los ma-
miferos carnivoros tienen AH mayores
que herbivoros de igual tamafio, lo que
se explica en parte por la mayor abundan-
cia de productividad secundaria que prima-
ria.

Simposio

ORIGEN Y MANTENCION DE VARIABILIDAD GENETICA EN
POBLACIONES NATURALES

ORIGEN Y MANTENCION DE VARIABILIDAD
GENETICA EN POBLACIONES NATURA-
LES. INTRODUCCION. (Origin and mainte-
nance of genetic variability in natural popu-
lations. Introduction).

Rothhammer, F. Departamento de Bio-
logia Celular y Genética, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

A fines de la década de los sesenta, el ori-
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gen y la mantencion de variacion genética
eran considerados los problemas centrales
de la genética de poblaciones. Durante
aquellos afios en Estados Unidos e Inglate-
rra, la controversia entre seleccionistas y
neutralistas comenzaba a enardecer los
dnimos y a provocar gradualmente la ali-
neacion de muchos investigadores en dos
bandos con visiones aparentemente irrecon-
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ciliables. Varios afios mas tarde esta disputa
académica también se extendid a nuestro
pais y asi fue como durante el simposio
efectuado en la XXII Reunion Anual de la
Sociedad de Biologia en este mismo lugar,
varios biblogos presenciaron algo sorpren-
didos un intercambio de ideas inusualmen-
te impetuosas. En aquella oportunidad,
como ha ocurrido tantas veces durante el
desarrollo de la genética de poblaciones,
primd el apriorismo y se postergd la presen-
tacion de evidencia factual.

En esta oportunidad hemos querido re-
visitar la misma probleméatica enfatizando
la presentacion de hallazgos concretos,
con el objetivo de analizar los avances que
la disciplina ha experimentado durante
los ultimos afios con respecto a ella.

CAMBIOS EN LA ARQUITECTURA GENETI-
CA DE LAS POBLACIONES POR EFECTO
FUNDADOR. (Changes in the genetic archi-
tecture of populations by the founder effect).
Brncic, Danko y Budnik, Myriam. Depar-
tamento de Biologia Celular y Genética,
Facultad de Medicina, Universidad de
Chile.

El genotipo colectivo de las especies di-
ploides bisexuadas no es un reservorio
desorganizado de genes al cual los progeni-
tores aportan sus genes y de donde se ex-
traen al azar las combinaciones genéticas de
la progenie. Este punto de vista, sostenido
por la genética de poblaciones clisica, ha
sido reemplazado por otro que visualiza la
arquitectura genética de las poblaciones y
de las especies como un complejo sistema
integrado de genes estructurales y mecanis-
mos reguladores altamente coadaptados.
Por otra parte, las propiedades homeosta-
ticas del acervo genético de las poblaciones,
permite preservar la variedad genética pro-
ducida por recombinacion y mutaciones de
efecto pequefio. S6lo cuando existen per-
turbaciones méas o menos drasticas del sis-
tema, basadas o unidas a la subdivisioén de
la poblaciébn en subunidades pequefias y
aisladas, los efectos de presiones evolutivas
como la seleccidbn natural y la deriva serfan
capaces de producir cambios cladogenéticos
conducentes a la formacion de razas dife-
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renciadas (o especies nuevas). Se han elabo-
rado varios modelos de evolucién basados
en estas ideas (‘“‘shifting balance” de Wright
1932; “Revolucién Genética” de Mayr,
1963). Para Carson (1982), la especiacion
(cladogénesis) s6lo ocurriria después de una
reduccion drastica del tamafio efectivo de
la poblacion. Un aislado pequeiio, debido a
la relajacion de la seleccion natural, esté su-
jeto a factores estocasticos que destruyen
el sistema integrado de genes. Después de
esta fase de desintegracion, existiria una
fase de reorganizacion del empobrecido
acervo genético remanente. Esta dltimo se
concibe como un proceso lento, gradual y
regulado fundamentalmente por factores
selectivos direccionales conducentes al esta-
blecimiento de nuevos complejos integra-
dos de genes.

El estudio de los cambios genéticos que
suelen ocurrir durante el proceso de forma-
cion de colonias aisladas, a partir de pobla-
ciones mayores, constituye una de las me-
jores formas de probar las hipotesis sefiala-
das. La reciente colonizacion en Chile de
la especie paleartica Drosophila subobscura,
representa un ejemplo de estos procesos
asociados a lo que algunos denominan efec-
to fundador. La comparacién de las pobla-
ciones chilenas de D. subobscura con las
posibles poblaciones ancestrales europeas,
indica que tanto a nivel citogenético, de
genes estructurales y de sistemas poligené-
ticos, se han producido cambios aprecia-
bles.

VARIACION GENETICA EN ORGANISMOS

MARINOS. (Genetic variation in marine orga-
nisms).
Galleguillos, Ricardo y Guifiez, Ricardo.
Departamento de Biologia y Tecnologia
del Mar, Pontificia Universidad Catolica
de Chile, Sede Talcahuano.

La aplicacion de las técnicas electroforéti-
cas en animales marinos, ya sea invertebra-
dos o vertebrados, ha permitido una diversi-
dad de estudios que involucran aspectos ge-
néticos poblacionales, genéticos demografi-
cos y relaciones de la genética bioquimica y
fisiologia. Ademads de la aplicacion de la ge-
nética a los cultivos marinos.
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Los estudios llevados a cabo en algas,
muestran en cambio un déficit grande de
intensidad de trabajo, comparado con ani-
males marinos. Como futura area de inves-
tigacidn, las algas presentan problemas muy
interesantes desde el punto de vista genéti-
co-evolutivo, considerando sus modalidades
reproductivas.

En el presente trabajo se discuten resul-
tados obtenidos en Tiostrea chilensis, entre
la variacion de caracteres morfoldgicos
cuantitativos y el grado de heterocigosidad
individual, determinado para dos loci poli-
morficos. Los resultados obtenidos se anali-
zan considerando en general que varios es-
tudios llevados a cabo en invertebrados
muestran una relacion de heterocigosidad
y crecimiento.

Se discuten también los resultados obte-
nidos en Porphyra columnia, en relacidn
al estudio del polimorfismo proteico en
diferentes poblaciones de la especie.

UN MODELO DE VARIABILIDAD GENETICA
EN POBLACIONES POR EFECTO DE SU
ORDENAMIENTO ESPACIAL. (A model of
genetic variability in populations by its spatial
pattern of distribution).

Del Solar, Eduardo. Instituto de Ecolo-
gia y Evolucidon, Universidad Austral de
Chile, Valdivia.

La proposicidbn tedrica mdas general de la
genética de poblaciones las define por dos
atributos: pammixia y frecuencias génicas.
Lo cual implica que las poblaciones se
comportan como mezclas homogéneas,
porque los individuos se cruzan al azar y
las frecuencias génicas son iguales en cual-
quier sector que ellas ocurran. Toda pobla-
cidbn que no se ajusta a esta proposicion,
se dice que tiene estructura.

En este trabajo se examinan los mode-
los mas comunes de estructura espacial:
a) modelo de islas, en el cual se presume
que la poblacién estd constituida por un
alto nimero de subpoblaciones indepen-
dientes de igual tamafio y con cruzamien-
tos al azar y que en cada generacién una
proporcion de individuos de cada subpo-
blacién se intercambia con todas las demds,
independientemente de las distancias que
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las separan; b) el modelo ““Stepping-stone”,
que es semejante al anterior, pero se dis-
tingue porque la dispersidbn ocurre exclu-
sivamente entre los vecinos inmediatos y
en una proporcidén constante y c) modelo
de aislamiento por distancia, en este se pre-
sume una distribucibn continua, con una
densidad constante por unidad de area y
los individuos se dispersan al azar. En cada
generacion se estima la probabilidad de te-
ner un hijo en un punto cuando su proge-
nitor proviene de un punto diferente.

Se propone un modelo de ordenamien-
to espacial agregado, basado en una supues-
ta conducta gregaria que exhiben diferentes
especies de Drosophila y que opera en cua-
tro dmbitos de probabilidad simple: a) la
distribucion de los organismos en el espacio
que corresponden a los nacidos en una ge-
neracion, b) la probabilidad del nimero di-
ferente de descencientes entre puntos del
espacio, ¢) la probabilidad de dispersion y
d) la probabilidad de sobrevida de cada in-
dividuo en un tiempo dado.

ORIGEN Y MECANISMOS DE MANTENCION
DE VARIACION GENETICA EN POBLA-
CIONES HUMANAS. (Mechanisms of main-
tainance of genetic variation in human popu-
lations).

Rothhammer, F. Departamento de Bio-
logia Celular y Genética, Facultad de
Medicina, Universidad de Chile.

Esta presentacion se centrard primero en
la descripcion cualitativa y cuantitativa
de variacibn genética en distintos niveles
de diferenciacion poblacional, para luego
analizar su origen y mantencion.

Los niveles elegidos serdn un conjunto
de aldeas indigenas sudamericanas perte-
necientes a una tribu, diferentes tribus
ubicadas en un mismo continente, razas
humanas que habitan distintos continen-
tes y, finalmente, especies emparentadas
tales como Homo sapiens, Pan troglodytes
y Gorilla gorilla.

Se llegara a la conclusion que la hetero-
geneidad genética descubierta en cada
uno de los niveles analizados tiene posi-
blemente tanto origenes, como mecanis-
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mos de mantencion algo diferentes, lo que
llevara a recomendar cautela frente a la
tentacion de proponer o suscribir modelos
generales de diferenciacion poblacional.

EVOLUCION EPISODICA Y RAPIDA POR HE-
TEROCRONIA EN EL DESARROLLO. (Epi-
sodic and fast evolution through developmental
heterochrony).

Spotorno, A E. Departamento de Biolo-
gia Celular y Genética, Facultad de Me-
dicina, Universidad de Chile.

La ontogenia (o el ciclo de vida) de un or-
ganismo puede ser considerada como una
sucesion temporal de fenotipos integrados,
cuyos eventos claves estdn determinados,
tanto directamente por los genes como por
interacciones epigenéticas entre los produc-
tos génicos. Sin embargo, la generacion de
nuevos fenotipos en el tiempo ha sido tra-
dicionalmente adscrita a la adaptacion a
nuevos ambientes a través de cambios len-
tos y graduales guiados por seleccidén. Esta
ultima proposicion (1) presupone una es-
trecha correspondencia entre variacion
genética y fenética, la que serd continua e
ilimitada y (2) permite la extrapolacion
simple de los procesos microevolutivos a la
macroevolucion, descuidando el estudio de
la interfase material entre factores ecologi-
cos y genéticos, o sea, el fenotipo.

Los detalles principales de la evolucién
de algunos grupos ilustran la nocion de
cambios fenotipicos rapidos y discretos.
En la evolucién de los cricétidos sudameri-
canos destaca la constancia de un béculo
complejo (osificado a los 4 dias por accidén
de testosterona que también determina el
dimorfismo sexual) con tres digitos dista-
les, también presente en los Muridos. En
contraste, Akodon longipilis tiene un bacu-
lo simple que se osifica a los 25 dias de
edad; simultineamente, presenta aumento
en tres glandulas accesorias, ausencia de
dimorfismo sexual, aumento del tamafio
corporal y de la longevidad, y disminucién
del tamano de la camada, comparado con
las especies genéticamente mds proximas,
separadas por 0.4 unidades Nei (filogenia
estimada por arboles de Wagner basados
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en las frecuencias génicas de 30 loci enzi-
maticos estudiados por electroforesis de
proteinas). Estos datos indican que tal es-
pecie se ha desplazado hacia una estrategia
K, en que un pequefio cambio heterocroni-
co en la descarga de la testosterona neona-
tal produciria una sucesion de efectos mor-
fologicos. El retardo de la osificacion y la
simplificacion del biculo no habrian sido
seleccionados directamente; mds bien, se-
rian efectos secundarios de un cambio fa-
vorecido por sus consecuencias reproducti-
vas y ecolbgicas posteriores. El hecho de
que al menos otras 3 especies de cricétidos
lejanamente emparentados (en tres conti-
nentes) también presentan baculo siempre
por paralelismo y sin transicion, sugiere que
tal morfologia es un estado discreto del
fenotipo logrado independientemente por
varijas lineas filéticas.

En la evolucion de los hominidos fosiles
aparecen cambios graduales (i.e. aumento
del tamafio corporal), pero hay un salto
alométrico en la capacidad craneana desde
Australopithecus- Homo erectus a H. sa-
piens,; ademas, los craneos juveniles y adul-
tos de Homo se agrupan con los juveniles
de Australopithecus, Pongo, Gorilla y Pan,
y entre 25 caracteres propiamente huma-
nos, 20 estidn presentes en los pongidos jo-
venes, indicando neotenia y retardo en el
desarrollo.

Junto con otro casos en que las perturba-
ciones naturales (evolucion) y experimenta-
les producen fenotipos similares, los casos
presentados sugieren que el programa gené-
tico del desarrollo desplegado durante la
ontogenia provee una variedad de fenotipos
potenciales (preaptaciones) eventualmente
seleccionados directamente (adaptaciones)
0 indirectamente (exaptaciones), los que
aparecen por acciéon de pequefios y rapidos
cambios genéticos que alteran la cronologia
ontogenética. El actual paradigma evolutivo
no es erroneo, s6lo incompleto y parcial:
las leyes de la ontogenia y de la especia-
cion, aun no formuladas en términos sinté-
ticos, pueden aumentar su capacidad expli-
cativa por medio de nueva sintesis tedrica.

(Proyecto B-1979-8523, D.I.B., Universidad de Chile y
Beca PNUD-UNESCO, CHI-84/003).
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TRANSMISION DE SENALES EN SISTEMAS BIOLOGICOS: ACOPLAMIENTO
ENTRE EXCITACION Y CONTRACCION EN MUSCULO

CORRIENTES DE ENTRADA DE IONES RELA-
CIONADAS CON EL PROCESO DE EXCITA-
CION-CONTRACCION EN FIBRAS MUSCU-
LARES ESQUELETICAS. (Inward going ionic
currents related to excitation-contraction cou-
pling process in skeletal muscles fibers).
Arispe, N.; Argibay, J.; Rojas, E. ¥y Ro-
jas, L. Centro de Biologia Celular, Facul-
tad de Ciencias, Universidad Central de
Venezuela y Departamento de Fisiologia
y Biofisica, Facultad de Medicina, Uni-
versidad de Chile*.

El mecanismo de disparo de la contracciéon
en musculo esquelético esta ligado, en con-
diciones normales, a la produccion de un
potencial de accidén en las membranas del
sistema tubular transverso. La sefial, desde
las membranas, es comunicada al reticulo
sarcoplasmatico (SR), promoviendo la li-
beracion de iones Ca?*, los cuales inician la
contraccion. El problema mayor ain no re-
suelto es el mecanismo por medio del cual
la despolarizacion o las consecuentes entra-
das de iones establecen comunicaciéon con
el SR para dar origen a la liberacion de los
iones Ca?*. En este trabajo se presenta una
discusion sobre las corrientes idnicas hacia
el interior celular, que se observan en fi-
bras muculares esqueléticas de Bufo mari-
nus, cuando son sometidas a despolarizacio-
nes con el método de fibra cortada. En so-
lucién Ringer normal, desplazamientos del
potencial de membrana entre —50 y —70
mV, da origen a flujos de corrientes trans-
portadas por iones Na', los cuales presentan
dos valores maximos separados temporal-
mente. Pequefias variaciones del voltaje en-
tre —50 y —60 mV demuestran que ambos
méaximos varian en amplitud, llegando a
ser mayor el de mas lenta aparicién y co-
rresponden a dos poblaciones de canales
idnicos con diferentes cinética y sensibili-
dad de voltaje. Los maximos de conductan-
cia para estos valores de voltaje ocurren al-
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rededor de 1 ms. para las corrientes maés
ripidas (INa, r) y alrededor de 2 ms. para
las corrientes mds lentas (INa,1). Ambos ca-
nales i6nicos permiten el paso ficilmente
de iones Li* y son afectados por TTX y ve-
ratridina. Se discute la cinética de accion
de estas drogas sobre la base de sensibilidad
o ubicacidon espacial diferente de los cana-
les. En soluciones con iones Ca?*, bloquea-
dores especificos para canales de Na* y K*
y libre de iones C1™ se observan para des-
polarizaciones mayores de —40 mV, unas
corrientes tardias de cinética muy lenta,
cuyos calores miximos se alcanzan a los
cientos de ms. Los canales responsables de
estas corrientes, ademds de Ca?*, pueden
permitir el paso de iones Ba2*, son practi-
camente impermeables a iones Mg?* y son
bloqueados por iones Co?* y Cd?*. La ciné-
tica de bloqueo y la aplicacién de despola-
rizaciones repetidas, definen la ubicacion
de estos canales preferencialmente sobre las
membranas del sistema tubular transverso.

CANALES DE CALCIO Y CANALES DE POTA-
SIO ACTIVADOS POR CALCIO EN MUSCU-
LO ESQUELETICO. (Calcium and calcium-
activated potassium channel in skeletal muscle).
Latorre, Ramon. Departamento de Bio-
logra, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile y Centro de Estudios Cientifi-
cos de Santiago.

En el musculo esquelético nos encontramos
con una gran variedad de canales i0nicos
que, directa o indirectamente, contribuyen
a la contraccion muscular. En particular los
canales de calcio y los canales de potasio
activados por calcio contribuyen a un gran
nimero de funciones celulares en el muscu-
lo y otros tipos de células. Entre estas fun-
ciones podemos nombrar, ademas de la
contraccion muscular, la liberacidon de neu-
rotransmisores y hormonas, motilidad y



SIMPOSIOS

funciones de marcapaso. Sin embargo, debi-
do a la inaccesibilidad de los dos grandes
sistemas de membrana del musculo, los ti-
bulos transversales y el reticulo sarcoplas-
mico, el estudio de las propiedades de los
canales ib6nicos contenidos en estas mem-
branas, mediante las técnicas electrofisiolo-
gicas actuales, presenta problemas insupera-
bles. Una manera de resolver este problema
es recurrir a las técnicas de reconstitucion
de canales idnicos en bicapas planas de lipi-
dos. Recientemente, dos avances importan-
tes en este campo han permitido el registro
de los canales de calcio, a nivel de canal
unitario, contenidos en la membrana del
musculo. El primero es el desarrollo de una
preparacion de membranas altamente enri-
quecida en tibulos transversales, éstos con-
tienen una gran densidad de receptores de
dihidropiridinas (receptor que, supuesta-
mente, forma parte de la(s) proteinas que
constituyen el canal de calcio) y, segundo,
el descubrimiento de derivados de las dihi-
dropiridinas capaces de estabilizar el canal
en su conformacion abierta. Empleando es-
tos avances, se ha podido registrar y carac-
terizar las propiedades de los canales de cal-
cio contenidos en los tabulos transversales
de musculo esquelético de rata en bicapas
planas de lipidos. Mediante las técnicas de
reconstitucion también ha sido posible de-
tectar y caracterizar en membranas artifi-
ciales un canal de potasio activado por cal-
cio que también estda contenido en las mem-
branas de tibulos transversales. Este canal
es activado por concentraciones micromo-
lares de calcio y por el potencial eléctrico
y, aunque su funcion fisiolégica no estd
clara, es posible que este canal intervenga
en la repolarizacion de la membrana del
tabulo y/o en controlar los flujos de calcio.

La salida de calcio del reticulo sarcoplas-
matico es una etapa necesaria en la etapa de
acoplamiento de la excitacion con la con-
traccion en musculo esquelético, pensando-
se que esta es mediada por un canal de cal-
cio. Usando la técnica de fusion para inser-
tar proteinas de reticulo sarcoplasmatico
en bicapas de lipidos, se ha podido detectar
que permiten el paso de calcio y que estdn
contenidos en la fraccion que corresponde
al reticulo sarcoplismico pesado. Estos
canales se han identificado con base en su
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activacién por nucleé6tidos, inhibicion por
rojo de rutenio y por su selectividad a
cationes divalentes.

En resumen, las técnicas de reconstitu-
ciébn han abierto la posibilidad de estudiar
los diferentes tipos de canales idnicos con-
tenidos en aquellos sistemas de membrana
de la membrana muscular que no permiten
el acceso a microelectrodos. Estos canales
estan siendo estudiados en la actualidad en
sistemas reconstituidos en cuanto a sus pro-
piedades biofisicas y su posible modulaciéon
por el metabolismo celular.

MOVIMIENTOS DE CALCIO DURANTE LOS

PROCESOS DE ACOPLAMIENTO EXCITA-
CION-CONTRACCION Y DE RELAJACION
EN MUSCULO DE CRUSTACEO. (Calcium
movements during excitation-contraction cou-
pling and relaxation process in crustacean mus-
cles).
Rojas, Fduardo; Nassar, Veronica y
Luxoro, Mario. Departamento de Fisio-
logia y Biofisica, Departamento de Bio-
logia Universidad de Chile.

Hemos medidos el curso temporal de los
movimientos de calcio en fibras musculares
de balanus y langosta usando la bioluminis-
cencia de la proteina acuorina que reacciona
con calcio idnico a concentraciones mayo-
res que 1077 M.

Es posible cargar con calcio el reticulo
de la fibra muscular despolarizando la
membrana con potasio (Na-adma: 450
NaCl, 10 KC1, 10 CaCl,, 50 MgCl,; K-
adma: 450 KCI, 10 CaCl,, 50 MgCl,, mM)
durante 5 minutos. Para descargar el calcio
desde el reticulo se agrega cafeina al adma
(5-20 mM) con lo que se induce una con-
tractura seguida por relajacion de la fibra
antes de remover la cafeina.

El destino del calcio que entra a la fibra
desde el medio externo durante la despola-
rizacion de la membrana estd fundamental-
mente determinado por el estado de carga
del reticulo. Por ejemplo, la tensién maxi-
ma alcanzada durante una contractura in-
ducida por K-adma aumenta en una serie de
contracturas sucesivas y llega a niveles de
saturacion después de tres o cuatro contrac-
turas sucesivas. La relajacion de la fibra
muscular después de la contractura induci-
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da por K-adma se debe al transporte de cal-
cio por una ATP-asa que requiere ATP y
Mg?* vy que es sensible a vanadato por el la-
do del mioplasma. La velocidad mdxima de
este transporte permite dar cuenta de la
constante de tiempo del proceso de relaja-
cion lenta después de las contracturas in-
ducidas por potasio y por cafeina. Hemos
establecido, ademas, que si se bloguea este
transporte de calcio y si se estimula el reti-
culo, previamente cargado, usando cafeina
(5-10 mM), se inducen oscilaciones lentas
tanto en los niveles de calcio id6nico detec-
tados con la acuorina, como en la tensién.

Incubando las fibras permeabilizadas
quimicamente con digitonina en un medio
con 3H-inositol se obtiene una marca rapi-
da de todos los fosfolipidos del inositol y
hemos podido medir la cinética de la libe-
racion de calcio del reticulo cargado indu-
cida por inositol trifosfato (IP;).

CARACTERIZACION FUNCIONAL DE MEM-

BRANAS AISLADAS DEL MUSCULO ESQUE-
LETICO; POSIBLES COMPONENTES DEL
ACOPLAMIENTO EXCITACION-CONTRAC-
CION. (Functional characterization of membra-
nes isolated from skeletal muscle, and of com-
ponents tentatively involved in excitacion-con-
traction couplind).
Hidalgo, C.; Carrasco, M.A.; Donoso, P.;
Liberona, J. L.; Magendzo, K.; Riquelme,
G. y Jaimovich, E. CECS y Depto. de Fi-
siologia y Biofisica, Facultad de Medici-
na, Universidad de Chile.

El proceso de acoplamiento excitacion-con-
traccidn en miusculo esquelético involucra
la transmisién de una sefial desde las mem-
branas de los tibulos transversales hacia el
reticulo sarcoplasmaético. La naturaleza de
esta sefial es ain desconocida, pero estudios
recientes han postulado que en respuesta a
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la despolarizacion de los tibulos transversa-
les, se liberaria inositol trisfosfato de la
membrana del tibulo hacia el interior de la
fibra muscular, el que actuaria como men-
sajero quimico y produciria liberacién de
calcio del reticulo sarcoplasmatico.

Con el objeto de estudiar cuéles son las
entidades moleculares involucradas en el
proceso de acoplamiento, se han aislado
membranas de musculo, principalmente de
mamiferos. Sin embargo, debido a que la
gran mayoria de los estudios electrofisiol6-
gicos del acoplamiento excitacion-contrac-
cidén se han realizado en musculo de rana,
nuestro laboratorio ha desarrollado méto-
dos para obtener fracciones purificadas de
musculo esquelético de este anfibio. Me-
diante fraccionamiento por centrifugaciéon
diferencial y separaciones en gradientes de
densidad, hemos obtenido tres tipos dife-
rentes de preparaciones de membranas de
musculo esquelético: membranas altamen-
te purificadas de reticulo sarcoplasmatico y
de tibulos transversales, y una fraccion par-
cialmente purificada de membranas de su-
perficie. Para establecer el origen y la pure-
za de nuestras preparaciones de membra-
nas, hemos usado una variedad de marcado-
res estructurales y enzimadticos y la presen-
cia de diferentes tipos de receptores.

Recientemente hemos logrado demostrar
que las membranas de tabulos transversa-
les contienen el sistema enzimdtico respon-
sable de fosforilacion de fosfatidil inositol
a la forma monofosforilada y difosforilada,
precursores, respectivamente, de los com-
puestos solubles inositol difosfato y trisfos-
fato. Estos estudios indican que al menos
una parte del ciclo de sintesis del inositol
trisfosfato estd presente en las membranas
aisladas, lo que es un requisito indispensa-
ble para sustanciar un papel de este com-
puesto en el acoplamiento excitacién-con-
traccion en musculo esquelético.
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Simposio

FISIOLOGIA DE LAS PLANTAS A CONDICIONES ADVERSAS

FRUCTANOS: UN SISTEMA PARA ESTUDIAR
LA RESPUESTA DE PLANTAS A FENOME-
NOS AMBIENTALES. (Fructans: A system to
study plant response to environment phenome-
na).

Pontis G., Horacio. Instituto de Investi-
gaciones Biolégicas, Universidad Nacio-
nal de Mar del Plata.

Los fructanos son polimeros de fructosa
ampliamente distribuidos en el reino vege-
tal. No soOlo se los encuentra en mono y
dicotiledoneas, sino también en algas ver-
des. Los fructanos son considerados como
otro tipo de polisacarido de reserva, pero
podrian jugar también el rol de “‘buffers os-
moticos’’, ya que las plantas donde se los
encuentra son en general especies capaces
de soportar durante su ciclo de vida perio-
dos de frio o sequia, vy en ellos es cuando
la actividad osmoética de los fructanos po-
dria atemperar los efectos de enfriamien-
tos, congelacidn y desecacion. En conse-
cuencia, pueden constituir un sistema ade-
cuado para estudiar las reacciones de las
plantas a fenétmenos ambientales a nivel
bioquimico.

Hay numerosos estudios que indican que
las plantas forrajeras provenientes de climas
frios y templados reaccionan acumulando
fructanos cuando son expuestas a bajas
temperaturas (5°C). La iniciacion de la acu-
mulacion de fructanos ha sido seguida mi-
diendo la actividad de la enzima sacarosa:
sacarosa fructosil transferasa (SST), la cual
ha sido demostrado que aumenta su nivel
cuando las plantas han sido sometidas a un
shock de frio. Se podria pensar, por lo
tanto, que la medicidon de sacarosa: saca-
rosa fructosil transferasa (SST) podria ser
utilizada para estudiar el mecanismo por
medio del cual las plantas forrajeras respon-
den a un cambio brusco de temperatura.
Sin embargo se ha demostrado que en tu-
bérculos de Topinambur (Helianthus tube-
rosus) y en hojas de lechuga (Lactuta sati-
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va) la actividad de sacarosa: sacarosa fruc-
tosil transferasa (SST) es inducida cuando
el nivel de sacarosa alcanza un cierto valor.
No existen evidencias directas sobre la exis-
tencia de un mecanismo similar en las plan-
tas forrajeras, pero una de las respuestas
qgue se observan a un brusco enfriamiento
(25° - 5°C) es la acumulacidon inmediata de
sacarosa. Es vdlido, por lo tanto, preguntar-
se si las enzimas que metabolizan sacarosa
estdn en alguna forma vinculadas a la res-
puesta de las plantas a un shock de frio.

Para tratar de responder a esta pregunta
se han realizado experimentos con plantas
de trigo (Triticum aestivum), crecidas a
25°C. Luego de 17 dias en ese régimen de
temperatura fueron transferidas a una ca-
mara a 4°, manteniendo las condiciones de
iluminacion exactamente iguales. El cambio
brusco de temperatura produjo dentro de
la hora un aumento en el nivel de sacarosa
en las hojas, mientras que los fructanos solo
comenzaron a incrementarse a las 18 horas
de transferidos a la baja temperatura. Como
se ha demostrado que el proceso fotosinté-
tico en general es menos sensible a un cam-
bio de temperatura en las plantas forrajeras
que los procesos que controlan el creci-
miento, el incremento de sacarosa y la sub-
secuente iniciacion de la acumulacion de
fructanos podria interpretarse como una ra-
pida alteracion del balance entre la asimila-
cion o fijacidon del carbono y su utilizacion.
Si este fuera el caso, deberia reflejarse en
las actividades de las enzimas vinculadas a
estos procesos.

La medicion de las actividades de sacaro-
sa sintasa, sacarosa fosfato sintasa, UDP-
Glucosa pirofosforilasa, fructosa 1,6-bisfos-
fatasa citoplasmética, UDPasa e invertasa,
ha mostrado que la Ginica enzima donde se
nota un cambio y aumento de actividad
dentro de la hora de producirse el shock de
frio es la sacarosa sintasa. Esta observacion
estaria de acuerdo con la hipo6tesis original
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sobre la acumulacion de sacarosa provoca-
da por una disminucion de la demanda. Pe-
ro al mismo tiempo plantea la paradoja que
la enzima aceptada como la responsable de
la sintesis de sacarosa (sacarosa fosfato
sintasa) no modifica su actividad a lo largo
del shock de frio, vy si en cambio la enzima
sacarosa sintasa, aceptada usualmente como
la responsable del clivaje de sacarosa.

Esta aparente contradiccidn podria ex-
plicarse si a la sacarosa sintasa se la asigna
un rol conectado con el transporte de sa-
carosa producida por la fotosintesis, es-
tando, por lo tanto, su rol vinculado a la
regulacion entre la oferta y demanda de sa-
carosa.

RESISTENCIA AL FRIO EN ESPECIES VEGE-
TALES LENOSAS DEL SUR DE CHILE.
(Cold hardiness in woody plants of Southern
Chile).

Alberdi L., Miren. Instituto de Botdnica,
Universidad Austral de Chile, Casilla 567
Valdivia.

Las bajas temperaturas ejercen un papel
importante en la vida de las plantas.. Estas
influyen sobre su crecimiento y desarrollo,
a la vez que determinan en gran medida su
distribucion geogrifica. La capacidad de
sobrevivencia de un vegetal, en un deter-
minado hibitat depende en alto grado de
su capacidad de resistir al frio. Esta propie-
dad es especifica y puede variar de acuerdo
a la edad, al grado de desarrollo y a los es-
timulos ambientales. En algunas plantas, el
incremento de la resistencia al frio se aso-
cia con la acumulacién de ciertos metabo-
litos, entre otros, carbohidratos y amino4ci-
dos, a los que se ha conferido un rol crio-
protector. En este trabajo se informa sobre
el curso estacional de la resistencia al frio
en diferentes Organos de especies lefiosas
frecuentes en comunidades boscosas del
sur de Chile presentes en un gradiente alti-
tudinal (9m a 1040 m.s.n.m.). Como medi-
da de resistencia se utilizaron las tempera-
turas capaces de dafiar el 50% del tejido
analizado (TL, ;). Adicionalmente se entre-
ga informacidn sobre la relacion existente
entre el grado de resistencia foliar de No-
thofagus dombeyi (Mirb.) Qerst. y la acu-
mulacién de algunos carbohidratos (sacaro-
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sa, rafinosa, glucosa, etc.), y aminoicidos,
en diferentes estados de su desarrolio.

Las especies investigadas presentaron una
mayor resistencia al frio en invierno y una
menor en primavera y verano. Las especies
provenientes de mayor altitud fueron ge-
neralmente mds resistentes que las ubicadas
a menor altura. Etapas iniciales del desarro-
llo (germinacién), fueron muy sensibles al
frio. Las pldntulas resistieron temperaturas
mas bajas que los individuos adultos. En V.
dombeyi la mayor resistencia invernal se
asocid con mayores niveles de carbohidra-
tos y prolina libre en las hojas. Estos fueron
también méas altos en hojas de plantulas,
dotadas de mayor resistencia, que en hojas
de individuos adultos mas sensibles.

Se concluye que las especies que se desa-
rrollan bajo condiciones microclimdticas
mas adversas, poseen un mayor grado de re-
sistencia invernal que las provenientes de
habitat mas benignos. A menudo una ma-
yor resistencia invernal se asocid con una
distribucion geografica mds austral de las
especies. Con respecto a la acumulacion de
sustancias crioprotectoras en N. dombeyi,
en el periodo de mayor tolerancia de frio,
se plantea la interrogante de si este es un
factor acompafiante o determinante de es-
ta propiedad. Ademas, se da a conocer la
presencia de bacterias epifiticas nucleantes
de hielo en hojas de esta especie.

Proyectos 1212/84 Fondo Nacional de Desarrollo Cien-
tifico y Tecnologico y S-83-19 DIUACH.

RESISTENCIA DE LAS PLANTAS A DANO
TERMICO Y MECANICO. (Plant Resistance
to Heat Shock and Injury).

Cardemil, Liliana. Departamento de Bio-
logia, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile, Casilla 653, Santiago.

Prosopis tamarugo es un arbol de crecimien-
to rdpido que fija nitrégeno, mientras que
Araucaria araucana es de crecimiento lento
y produce celulosa. Prosopis tamarugo esta
bien adaptado a regiones aridas y calurosas,
mientras que Araucaria araucana esta adap-
tada a regiones de alta montafia y a tempe-
raturas templadas frias. Semillas y plantulas
de Prosopis tamarugo soportan diferencias
de temperatura hasta de 20°C entre dia y
noche e invierno y verano. Las semillas pue-
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den germinar a 45°C regadas con agua de
mar y las plantulas y drboles joévenes crecen
a una velocidad normal y fijan nitroégeno re-
gadas con agua que es 65% agua de mar (re-
sistencia a alta salinidad). Con respecto a
Araucaria araucana, semillas después de su
dispersion son cubiertas por la nieve o in-
mediatamente después de iniciada la germi-
nacién. Solo en primavera, cuando la nieve
se funde, el crecimiento y desarrollo de las
plantulas es reiniciado. Muchas adaptacio-
nes fisiologicas de este arbol son tempera-
tura dependiente.

Las plantas responden a situaciones ex-
tremas de temperatura sintetizando nuevas
proteinas, cuya presencia puede detectarse
por electroforesis en geles o por cuantifica-
cion de RNA mensajero por técnicas de hi-
bridizacion de Northern Blot. También res-
ponden a situaciones de injuria mecdénica
sintetizando 10 veces el nivel normal de la
proteina de pared celular.

Se propone, utilizando estas dos especies
de drboles chilenos, probar la hipotesis de
que ‘“‘arboles nativos estdn mejor adaptados
a su medio ambiente natural, porque en
ellos existe un alto grado de expresiéon mo-
lecular de los genes que funcionan en tole-
rancia térmica y en resistencia al dafio me-
canico”. El alto grado de expresion puede
deberse a mecanismos de regulacion de la
funcion del gen o a una mayor cantidad de
genes de resistencia presente en el indivi-
duo. Técnicas de Biologia molecular permi-
ten dilucidar entre estas dos alternativas y
también realizar una seleccion ripida de
individuos de alta resistencia. Esta seleccion
puede conducir al aislamiento de los genes
de resistencia, clonarlos y por manipulacion
genética introducirlos en otras especies
susceptibles.

Proyecto B1580/8545, Universidad de Chile.

EFECTO DE PRODUCTOS NATURALES EN LA
RESISTENCIA DE PLANTAS A INSECTOS.
(Effect of natural products in the resistance of
plants to insects).
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Corcuera, Luis J Departamento de Bio-
logia, Facultad de Ciencias, Universidad
de Chile, Casilla 653, Santiago.

La sobrevivencia de las plantas depende,
entre otros factores, de la existencia de
mecanismos que evitan o disminuyen el
dafio causado por patbgenos e insectos. En
algunos casos, 1a resistencia de plantas estd
determinada por la presencia de productos
naturales en la planta que causan efectos
deletéreos al insecto. En este trabajo se dis-
cutird el papel de varios metabolitos secun-
darios en las interacciones entre gramineas
¢ insectos.

La resistencia de la cebada a los afidos
Schizaphis graminum v Rhopalosiphum
padi y al lepidoptero Heliothis zea estd par-
cialmente determinada por la presencia del
alcaloide inddlico gramina. Este compuesto
causa efectos toxicos en los insectos y dis-
minuye su alimentacidén, pues es repelente.
En el caso del trigo, centeno y maiz, el
principal factor de resistencia es el grupo
de dcidos hidroxdmicos.

Factores ambientales adversos pueden
modificar el contenido quimico de la plan-
ta. Altas temperaturas pueden aumentar el
contenido de gramina en las hojas de la ce-
bada. Plantas sometidas a déficit hidrico,
aunque no varian notoriamente su conteni-
do de gramina o 4dcido didroxdmico, pue-
den acumular otros compuestos. Uno de
ellos, glicina-betaina, aumenta la reproduc-
cion de los afidos alimentados con dietas
artificiales. Esto podria explicar el aumen-
to en susceptibilidad de la cebada a ifidos
bajo condiciones de déficit hidrico.

Se concluye que en las gramineas hay
compuestos que pueden aumentar la resis-
tencia de las plantas a los insectos, en tanto
que hay otros que pueden aumentar la sus-
ceptibilidad. Ademas, condiciones ambien-
tales pueden provocar variaciones en las
concentraciones de estos compuestos y por
tanto afectar la interaccidon planta-insecto.

(Proyecto N-1654 de la Universidad de Chile y N© 1035
del Fondo Nacional de Desarrollo Cientifico y Tecnolo-
gico).
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Simposio Internacional

MOLECULAR APPROACHES TO THE STUDY OF EVOLUTION
Enfoques Moleculares al Estudio de la Evolucién
Patrocinado por Programa CHI 84-003

MOLECULAR EVOLUTION: AN OVERVIEW.
(Evolucion molecular: una vision general).
Ureta, T. Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile.

Following the development of methods
for the elucidation of amino acid sequen-
ces of proteins and of base sequence of
DNA, several questions about the bioche-
mical mechanisms underlying the evol-
utionary process have become answerable,
at least in principle. Some findings in the
field of so-called Molecular Evolution will
be reviewed, as follows:

1. Evolution at the protein level is cha-
racterized by the accumulation of point
mutations which do not affect the function
of the molecule; thus, they are neutral, or
nearly so, to natural selection (non-darwi-
nian evolution).

2. Proteins with the same function often
show strong structural homology. Nonethe-
less, similarities in amino acid sequences
can also be found when comparing func-
tionally different proteins.

3. The rate of amino acid substitutions
in a given protein is constant per year per
site among different lineages, which sug-
gest the operation of a molecular evolution-
ary clock.

4. Rates of nucleotide substitutions are
higher for genes or part of genes which
have less functional importance than more
“important” genes or part of genes; in the
latter the mutant products would be
rejected by negative natural selection.

5. Conservative amino acid substitutions
which are less disruptive of the structure,
and presumably of the function of a
protein, occur more often than radical re-
placements.

Coordinador: Tito Ureta

6. Most structural genes of eukaryotic
cells are not strictly colinear with the
proteins they specify, ie., the genes are
split into coding (exons) and non-coding
(introns) regions. Exons may code for dis-
crete folding domains of a protein and may
undergo rearrangements of several kinds re-
sulting in new genes. In keeping with 4.
above, introns of homologous genes show
more nucleotide substitutions than the co-
rresponding exons.

7. The emergence of new functions
results frequently from gene duplication
followed by stochastic point mutations,
but also by mosaic fusion of parts from un-
related genes. The presence of non-coding
DNA segments strikingly homologous to
DNA coding for functional proteins, ie.,
pseudogenes, may be a source of genetic
variability from which new functions may
arise through evolutionary drift.

A few observations bearing on the points
summarized above will be discussed (for re-
views see 1-9).
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LONG-TERM SURVIVAL OF DNA AND THE
RECOVERY OF DNA OF EXTINCT ORGA-
NISMS. (Sobrevida a largo plazo del DNA y la
recuperacion de DNA de organismos extintos).
Higuchi G., Russell and Wilson C., Allan.
Department of Biochemistry, University
of California, Berkeley, CA 94720.

The new DNA technology has made it pos-
sible to recover small bits of genetic infor-
mation from organismal remains. These
techniques allow the determination of the
surviving nucleotide sequence of these gene
fragments. So far we have obtained DNA
sequence information from the quagga, an
extinct member of the horse family, out
of DNA preserved in dried skin. We are
currently trying to clone DNA of the
wooly mammoth out of DNA preserved in
a carcass frozen in Siberia for 40,000 years.
Others have reported DNA preserved and
clonable in human remains such as 2000
year-old Egyptian mummies.

The goals of these studies are to: (1) es-
tablish the length of time that DNA se-
quence information might survive and be
recoverable from organismal remains and,
(2) use this information to better establish
the relationship between extinct and living
forms. For example, we have used the DNA
sequence information obtained from the
extinct quagga to help establish it’s rela-
tionship to living horses and zebras, a
matter of some recent controversy.

‘PHASMID’ P4: ON THE EVOLUTION OF AN

EXTRACHROMOSOMAL ‘REGULATORY
ELEMENT’ WITH THE CAPACITY FOR
LYTIC, LYSOGENIC AND PLASMID MODES
OF PROPAGATION.
Lagos, Rosalba* and Goldstein, Richard.
Molecular Genetics & Epidemiology,
Maxwell Finland Laboratory for In-
fectious Diseases, Boston University
School of Medicine, 774 Albany St.,
Boston Ma. 02118.
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In order to undergo lytic viral development,
the 11.6 kb P4 DNA replicon requires 18
morphogenic and lysis functions of a helper
phage such as P2. Despite this ‘dependency’,
P4 is heteroimmune with respect to its hel-
pers. Nonetheless, the P4 replicon maintains
the genetic capacity to substantially alter
expression of is heterologous helper since it
can: (i) derepress an integrated copy of the
helper (1); (ii) transactivate the 18 required
genes of a helper under conditions where
the helper genome is unable to turn on its
own expression; (iii) redirect the virion
capsid  assembly pathway normally
specified by helper-encoded genes such that
smaller than normal helper size capsids are
produced (2, 3). Such small capsids encap-
sidate the P4 genome though they are too
small to completely encapsidate the helper
genome. Hence, P4 ‘interferes’ with the
lytic development of its helper (4).

Ca. 40% of the P4 genome is ‘nonessential’
for helper-dependent lytic growth. Among
the genes encoded in this region are the
int gene and att site function required for
site specific integration into the host chro-
mosome. P4 appears to have an unusually
broad host range since it has been found to
both replicate within and integrate into the
chromosome of E. coli, Klebsiella sp, Sal-
mounella sp and all other gram negative or-
ganisms surveyed (5).

In the absence of a ‘helper’ virus, the spon-
taneously occurring (10%) mutant P4 vir!
can propagate as a plasmid (5). During the
initial plasmid ‘establishment’ period, when
pP4 virl is not maintained with great fidelity
the host cell filaments and grows at a
slowed rate. During the stable ‘maintenance’
stage which follows, only one P4-encoded
gp is detected, and host cell morphology
and growth rates are normal (6, 7). This
stage of propagation is characterized by a
chromosomally integrated ‘mastercopy’ of
the P4 genome, essential for stable, plasmid
maintenance. The integrated copy functions
as a template to replenish extrachromoso-
mal copy number (8).

Recent studies of pP4 Km! insertion and
deletion mutants show that the ‘master-
copy’ may also perform the critical function
of regulating gene expression of episomal
copies. Plasmids unable to integrate express
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gp’s involved in lytic growth at high levels
and are rapidly lost in the absence of anti-
biotic selection (6, 7). When maintained
under selection, host growth slows and fila-
mentation occurs. Such perturbation of
plasmid: host commensalism results from
antagonism of the essential host trans-
cription termination factor rho by the P4
coded psu gp (8). Our studies indicate that
the regulation of pP4 virl expression is
mediated by a trans-acting plasmid borne
factor provided by the mastercopy and
perhaps also by normal episomal copies.
The region of P4 involved in this critical re-
gulatory function appears to be that part
of the P4 genome which is ‘‘nonessential’’
for helper-dependent lytic phage deve-
lopment.

* Present address: Departamento de Biologia, Universi-
dad de Chile, Santiago.
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INTERNAL FACTORS IN EVOLUTION. (Fac-
tores internos en evolucion).

Varela, F.J. Departamento de Biologia,
Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile.

In this presentation I shall discuss how
both evolutionary change and stasis in the
presence of random mutational events
might be due to constraining patterns arising
out of the intricate dynamics present in
genetic and cellular structures. Such pat-
terns are global structural dispositions pro-
per to the type of dynamics concerned, and
not a result of selection or historical con-
tigencies, an important insight of recent
studies on dynamic self-organization (1).
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Developmental constraints are one clear
instance of such internal factors (2).

I shall discuss two fundamental kinds of
emerging dynamical patterns: rhythymic
cycles and bifurcation through increasing
interconnectivity. These behaviors will be
demonstrated in simple genetic networks,
but the consequence are valid for more
realistic cases. These two cases illustrate the
kind of evidence for my main conclusion:
even under strong selective conditions the
statistical characteristic of a given genetic
group will reflect to an important, and
sometimes exclusive, degree the internal
factor proper to its constitution. Thus se-
lection plays here only the role of pro-
viding minimal external constraint to be
satisfied, and not of directional force. This
conclusion is in line with various other
contemporary criticism of the established
Darwinian-Mendelian evolutionary theory
(3). Relative to a chaging environment,
evolutionary pathways resemble a conti-
nuous drift (4) guided by internal factors,
rather than a progression of maximized
adaptations (5).
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EVOLUTION AND THE STRUCTURAL DO-
MAINS OF PROTEINS. (Evoluciéon y los do-
minios estructurales de las proteinas).

Babul, J. Departamento de Quimica,
Facultad de Ciencias, Universidad de
Chile, Casilla 653, Santiago, Chile.

The study of the three dimensional structu-
re of a large number of proteins has re-
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vealed several levels of structural orga-
nization such as secondary structure, aggre-
gates of secondary structure or supersecon-
dary structure, and segments of the poly-
peptide that form independent globular
regions or domains (1).

In any given environment the amino acid
sequence is known to determine the native
conformation of a protein, although a uni-
que sequence is not necessary to obtain
a particular folding or a homologous one.
The genetic information contained in the
primary structure has been modified natu-
rally by mutation or experimentally with
a variety of procedures without affecting
the native conformation of the protein or
its biological function. Natural selection
has generated families of proteins with
divergent sequences but with the same
folding pattern and biological function,
as in the case of cytochrome ¢ (1).

Much attention has been given recently
to structural and functional domains (2).
The fact that structural domains are often
found to be well separated in space, that
differing domains within a protein might
have different supersecondary structure,
and that the same functional domain may
be present in different proteins, has led
to the proposal of their divergent evolution
from a common ancestral structure. Pro-
bably the gene coding for this structure has
been duplicated and fused with a variety
of different genes, such as in the case of the
nucleotide binding domain of several kina-
ses and dehydrogenases (3).

On the other hand, it has been proposed
that the short coding segments found in
most genes of higher organisms (exons)
might correspond to functional domains,
since the interrupting segments of
non-coding DNA (introns) tend to be
located between discrete supersecondary
elements. This suggests that genes evolved
by combination of small protein coding
units through gene rearrangements, gene
duplication or both (4).

Evolutionary aspects related to an enzy-
me considered of importance in the re-
gulation of glycolysis, namely phosphofruc-
tokinase, will also be presented. Comparison
of the amino acid sequences of phosphofruc-
tokinases from F. coli (Pkf-1 isozyme), B.
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stearotermophilus, and rabbit muscle
(5, 6) suggests that the structure of this
enzyme has been highly conserved during
evolution. Nevertheless, the other isozy-
me from E. coli (Pfk-2), which unlike the
mentioned phosphofructokinases does not
exhibit sigmoidal kinetics with respect
to fructose-6-P (7), does not present homo-
logous features with either the bacterial or
the mammalian enzymes (8), indicating a
different evolutionary origin. On the other
hand, a mutant of Pfk-2 which is not sus-
ceptible to inhibition by MgATPZ has
been obtained (9). A minor change in
structure (one or two amino acids) is res-
ponsible for the change in this regulatory
property, and also for a change in the order
of interaction of the substrates with the
enzyme and the release of the products
(10). The three dimensional structures of
these enzymes are needed in orded to have
a better insight about the evolution of this
important regulatory enzyme. (Supported
by DIB, Universidad de Chile; Fondo Na-
cional de Desarrollo Cientifico y Tecnol6-
gico; PNUD-UNESCO CHiI 81/001 and
0.A.8)
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FUNCTION, STRUCTURE AND EVOLUTION

OF FRUCTOSE-1,6-BISPHOSPHATASE. (Fun-
cion, estructura y evolucion de fructosa-1,6-bis-
fosfatasa.
Marcus, Frank; Rittenhouse, Judith, Gon-
tero, Brigitte and Harrsch B., Peter. De-
partment of Biological Chemistry and
Structure, University of Health Sciences/
The Chicago Medical School, North
Chicago, Illinois 60064, U.S.A.

Fructose-1,6-bisphosphatase (FbPase), which
catalyzes the hydrolysis of fructose 1,6-bis-
phosphate to fructose 6-phosphate and
inorganic phosphate, is an important regu-
latory enzyme in gluconeogenesis. The en-
zyme isolated from different sources is a
tetramer composed of identical subunits of
molecular weights ranging from 36,500 to
40,000 and a common feature of most
fructose-1,6-bisphosphatases is its allosteric
inhibition by AMP. The complete amino
acid sequence of the enzymes from pig
kidney cortex (1) and sheep liver (2) has
been determined and the comparison of
these two structures reveals 90%of sequence
identity. The sequence information has per-
mitted the identification of several reactive
sites of functional and structural signifi-
cance in FbPase. We have now continued
structural and functional studies with other
FbPases which have distinctive properties
different from those of the mammalian en-
zyme. The enzymes include yeast (Saccha-
romyces cerevisiae), spinach chloroplast,
and Escherichia coli FbPase.

FbPase from the yeast Saccharomyces
cerevisiae has properties similar to other
gluconeogenic FbPases but an unusual cha-
racteristic of the yeast enzyme is that it can
be phosphorylated in vitro by cyclic AMP-
dependent protein kinase. Phosphorylation
also occurs in vivo, presumably as part of a
signalling mechanism for the enzyme’s
degradation (3). To probe the structural
basis for the phosphorylation of yeast
FbPase, purified FbPase was phospho-
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rylated, digested with trypsin, and the re-
sulting peptides were fractionated by rever-
sed-phase HPLC. Automated Edman degra-
dation of five of the purified non-phospho-
rylated peptides showed amino acid sequen-
ces highly homologous to mammalian Fb-
Pase. By contrast, the site of phosphory-
lation was located in a dissimilar NH, -ter-
minal region which extends beyond the
NH, -terminus of mammalian FbPases.

Chloroplast FbPase is an essential enzyme
in the photosynthetic pathway of CO,
fixation into sugars and the properties of
this enzyme are clearly distinct from cy-
tosolic gluconeogenic FbPases. Light-de-
pendent activation via a ferrodoxin/thio-
redoxin system and insensitivity to AMP
inhibition are unique characteristics of the
chloroplast enzyme (4). We have purified
spinach chloroplast FbPase and the enzyme
was reduced, S-carboxymethylated and
cleaved with either cyanogen bromide or
trypsin. The resulting peptides were pu-
rified by reversed-phase HPLC. Automated
Edman degradation of some of the purified
peptides showed amino acid sequences
highly homologous to mammalian FbPase.
These findings indicate a common evolu-
tionary origin for gluconeogenic and chlo-
roplast FbPase, enzymes catalyzing the
same reaction but having different functions
and modes of regulation.

Preliminary sequence data of FbPase
from a procaryotic organism, Escherichia
coli, shows that tryptic peptides from the
E. coli enzyme can also be aligned within
the amino acid sequence of mammalian
FbPase, suggesting a common evolutionary
origin for all fructose-1,6-bisphosphatases.
(Supported by NIH Grants AM 21167 and
26564, and USDA Grant 83-CRCR-1-1299).
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REGULATORY PROPERTIES AND THE DE-

VELOPMENT OF STRUCTURE IN PHOSPHO-
FRUCTOKINASE.
Hofer Hans. W. Faculty of Biology, Uni-
versity of Konstanz P.O. Box 5560,
D-7750 Konstanz, Fed. Republic of Ger-
many.

Two metabolic pathways for the de-
gradation of glucose 6-phosphate developed
during phylogenesis: (i) oxidation followed
by decarboxylation, and (ii) phospho-
rylation after isomerization to fructose 6-
phosphate. The phosphate residue for the
phosphorylation reaction is contributed by
either ATP or pyrophosphate. This step,
catalyzed by phosphofructokinase, is exer-
gonic in various cells and organs and serves
as one of the major control points of gly-
colysis. Allosteric regulation of phospho-
fructokinase is exerted by three different
types of effectors: (1) inhibition by energy-
rich compounds (ATP, phosphoenolpy-
ruvate, phosphocreatine), (2) activation by
the products of ATP hydrolysis (P;, 5>~ AMP
ADP), and (3) activation by phospﬁorylated
sugar derivatives (fructose 2,6-bisphosphate,
glucose 1,6-bisphosphate, fructose 1,6-bis-
phosphate.

Phosphofructokinases from different
sources exhibit considerable variation of
their regulatory properties, ranging from
unregulated Michaelis-Menten type kinetics
to multiple allosteric regulation by more
than 20 naturally occurring compounds.
In addition, phosphofructokinases from
prokaryotes have approximately half the
molecular weight of those from eukaryotes.
The amino acid sequence of rabbit muscle
phosphofructokinase was recently elu-
cidated by Poorman et al (Nature 309
(1984), 467-469). They demonstrated a
distinct homology between the N- and the
C-terminal halves of the enzyme and also
that both halves are similar to the phospho-
fructokinase from a prokaryote, Bacillus
stearothermophilus. This enzyme is allos-
terically inhibited by phosphoenolpyruvate
but not by ATP. However, immunologic
data and sequence homologies indicate that
phosphofructokinase from B. stearother-
mophilus is closely related to non-allosteric,
as well as to ATP-inhibited, phosphofruc-
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tokinase from lactobacteriaceae. Therefore,
it appears phosphofructokinase structure
has been highly conserved during evolution.
Minor changes of its amino acids (within
functionally important domains) apparently
led to the expression of different allosteric
properties which accomodate the func-
tional requirements of energy metabolism
for a given organism.

THE EVOLUTION OF HEXOKINASE ISOZY-
MES. (Evolucion de las isoenzimas de hexoqui-
nasa).

Ureta, T.; Radojkovi¢, J. y Preller, A.
Departamento de Biologia, Facultad de
Ciencias, Universidad de Chile.

Hexose phosphorylation by ATP is accom-
plished in most organisms by enzymes
which may be classified as sugar-specific ki-
nases (glucokinase, fructokinase, mannoki-
nase), or as hexose-kinases sensu stricto
(ATP:D-hexose 6-phosphotransferases, EC
2.7.1.1), which are relatively unspecific for
the natural hexoses (1). Enzymes pre-
senting intermediate specificity (e.g manno-
fructokinases) have been also described (2).
The specific kinases are commonly found
in microorganisms while the hexokinases
are ubiquitous.

Enzymes catalyzing sugar phosphory-
lation in vertebrates are of the unspecific
type. Four isozymes have been described
and designated as HK-A, HK-B, HK-C and
HK-D, each displaying characteristic
features. Hexokinases A, B and C are mo-
nomers of 100,000 daltons and are alloste-
rically inhibited by a product of the
reaction, glucose-6-P. Hexokinase D, simi-
larly to the fungal or bacterial kinases, is a
monomer of 50,000 daltons and is not
allosterically inhibited by glucose-6-P. The
expression of the genes specifying those
isozymes seems to be differentially regulated
inasmuch as distinct isozymic patterns are
observed in most animals, tissues, during
development, or under various dietary or
hormonal conditions (3, 4).

We will focus on two points of hexo-
kinase evolution. The first refers to the
origin of the isozymic system in vertebrates.
Next to nothing is know thus far about
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amino acid sequences of the hexokinase
isozymes and therefore, current evolu-
tionary speculations must rely on indirect
structural comparison. Comparative immu-
nological studies have been performed in a
few cases which will be reviewed (5-7).
These studies, in addition to quantitative
comparisons of the available amino acid
compositions (3, 6), allow the conclusion
that the four hexokinases have a common
origin early in vertebrate evolution. As a
working hypothesis we will propose that a
gene coding for a kinase of 50,000 daltons
underwent duplication and fusion to pro-
duce a hk ancestral gene coding for a kinase
of 100,000 daltons. After additional du-
plications, genes coding four hexokinases
of 100,000 daltons appeared. One of the
genes reverted to a shorter gene (hk-D)
coding for hexokinase D (50,000 daltons)
with loss of the glucose-6-P allosteric site
(8).

The second point we will address is con-
cerned with the degree of divergence of
hexokinase A in mammals. Immunological
studies, using conventional (7) as well as
monoclonal (9) antibodies, will be pre-
sented as support of the hypothesis that
vertebrate hexokinase isozymes accumulate
amino acid substitutions at independent
rates (7, 10). (Supported by grants from
the Departamento de Investigacion y Bi-
bliotecas, Universidad de Chile and from
the Fondo Nacional de Ciencias y Tecnolo-
gia).

10.
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