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BIOTRANSFORMACION DE LA  LIGNOCELULOSA POR  HONGOS:
ESTUDIOS QUIMICOS, ENZIMATIONS Y ULTRAESTRUCTURALES.
Liginocellulose biotransformation by fungi: cheaical,
enzymatic and ultrastructural studies, Barraza, J.M;
Guillén, E.; Almendros, G.; MHartinez, M.J.; MHartinez,
A.T. y Gonzilez, AE. (Centro de Investigaciones
Biologicas, Veliazguez 144, Madrid, Espana. Los estudios
sobre los mecanismos de  biodegradacion  de la

lignocelulosa han experimentado un isportante avance en.

los iltimos anos, Nuestros primeros estudios se
orientaron a la caracterizacién de un proceso natural de
deslignificacion llamado "huempe"” producido en la
pluvisilva valdiviana y que es consumido por el  ganado.
Posteriormente se han utilizado otros sustratos de
interés en la  industria papelera y en la alimentacion
animal. Se ha realizado la caracterizacion fisico—
quimica de la lignocelulosa transformada. En  una
seleccion de la muestras mds representativas se realizé
el estwdio de la digestibilidad, enr iqueciniento
proteico y la cindtica del proceso, Por otro lado, se
caracterizo la lignina mediante: distribucion de tamafio
wolecular y carga eléctrica, estudios espectroscopicos
derivatograficos; IR y 13C-NMR, oxidacidn alcalina con
Cu) y analisis de  los  productos por CG-EM. Se
deterainaron las actividades enziwmaticas (celulasas,
xilanasas, ferwloxidasas y ligninasas) de los hongos
estudiados., Por idltimo se realizardn estudios de
microscopia optica  y  electrdénica  con EDAX. La
caracterizacion quimica del "hueape” ha revelado que la
disminucion de la lignina es paralela a la  degradacion
de los xilanos en aadera de EBucryphia cordifolia
colonizada por Ganovderma australe. Las zonas con grandes
aciiaulos de micelio presentan un patron de  degradacidn
simultinea que coincide con el comportamiento in vitro
de los bhongos de podredusbre blanca estudiados. La
degradacion de la relacién S/G que se correlaciona con
1a deslignificacidn, En general se comprueba que maderas
de baja relacion 5/6 son dificilmente biodegradables,
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COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD TOXICA Y GENOTOXICA DE
MEZCLAS COMPLEJAS DE CONTAMINANTES PRESENTES EN AGUAS
CONTINENTALES DE LA VILII REGION.(Chemical composition
and toxic and genotoxic activity of pollutant complex
mixtures present in continental water bodies in the VIII
Region). Venegas,W.*, Alarcén,M., Duk,S.,Weigert,G.,Gar-
cfa,¥. Depto. de Biologfa Molecular, Fac. Cs. Biolfgicas
y de Rec. Nat. Universidad de Concepciédn.

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

En la parte terminar del rfoBio-Bio,VIII Regidn,se ha
detectado concentraciones de algunos agentes quimicos
que sobrepasan los valores miximos establecidos por la
norma chilena.El efecto genotSxico de los complejos qui-
micos totales presentes en el ambiente acuitico sefialado
estd siendo estudiado por nuestro grupo mediante ensayos
de Genética Toxicolbgica de respuesta rdpida in vitro e
in vivo. Los test de aberraciones cromosémicas y micro-
nicleos fueron realizados usando como modelos vertebra-—
dos y vegetales.Se presentan los resultados de los anili
sis quimicos y se discuten los efectos genotdxicos indu-
cidos.

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

*Financiado por FONDECYT 91/0366.
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GENES DE Salmonella typhi REGULADOS POR LA
DISPONIBILIDAD DE OXIGENO. (Oxygen-regulated Genes of
Salmonella typhi). Qbreque. V. H., Contreras, L, Blanco, L. P. y
Mora. G. C. Unidad de Microbiologfa, Facultad de Ciencias
Biol6gicas, Pontificia Universidad Catélica de Chile.

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

Para estudiar la regulacién de la expresién génica de Salmonella
typhi en respuesta a la anacrobiosis, se construyeron fusiones de
operones utilizando ¢l derivado del fago-transpos6n Mu: MudJ
(lac, KanR). Se obtuvieron 12450 clones KanX, los que fueron
replicados en agar Luria con X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-
D-galactopiranosido) e incubados en condiciones aerdbicas y
anaerébicas (Gas-Pak). Se seleccionaron las colonias con fenotipo
Lac* en anacrobiosis (colonias azules), pero con fenotipo Lac™ en
aerobiosis (colonias blancas), que corresponden a fusiones en genes
inducidos en ausencia de oxfgeno. Ademds, sc¢ seleccionaron
aquellas fusiones que fueron reprimidas en anaerobiosis.

De 326 mutantes con estas caracter{sticas, 26 fusiones
demostraron ser, por ensayo de la actividad B-galactosidasa,
inducidas en anaerobiosis, mientras que otras 23 fueron reprimidas.
Estas mutantes fueron caracterizadas tanto fisiolégica como
bioqufmicamente.

Financiado por proyecto FONDECYT 619/89, grant AID-Porinas y
proyecto 91/079 Universidad de Chile.


http://generar.se
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ESTUDIO DE LA EXPRESION DEL GEN ompC DE Salmonella
typhi MEDIANTE FUSION DE OPERON ompC-lacZ
CROMOSOMAL. (S. typhi ompC gene expression studied by
chromosomal ompC-lacZ operon fusion) Asenjo, C.A. y

Unidad de Microbiologfa, Facultad de Ciencias Biol6gicas, P.
Universidad Catélica de Chile. (Patrocinio: )

S. typhi es cl agente causal de la fiebre tifoidea. En el interior del
hospedero, esta bacteria se ve sometida a diferentes condiciones de
osmolaridad, oxigenaci6én y temperatura. Con el objeto de estudiar
la regulacién de la porina OmpC se implement6 un sistema el cual
hace uso de un derivado del fago-transposén Mu, llamado MudJ
(lac, Kan®), el que nos permiti6 obtener fusién de operones con el
gen ompC.

A partir de una coleccién de mutantes por insercion de MudJ en S.
typhi rugosa MMWO001, se seleccionaron mutantes en la porina
OmpC por resistencia al fago P221 y por ausencia de la protefna en
la membrana externa; los clones Lac* seleccionados en placas agar
Luria con X-Gal fueron crecidos en distintas condiciones de
osmolaridad para determinar su actividad B-galactosidasa. De un
total de 40 clones analizados se seleccionaron aquellos que
presentaron regulacién por osmolaridad. Estudios con estas
mutantes han mostrado que la expresién del gen ompC de S. typhi
es inducido por aumento de osmolaridad en el rango que va desde
0.03 hasta 0.3 osmolar. Sin embargo, a mayores osmolaridades, se
observa una represion de la expresion de este gen. Estos estudios
muestran ademds que la porina es inducida por anaerobiosis. Este
comportamiento fue observado también en el patrén de membrana
externa de S. ryphi silvestre crecida en condiciones equivalentes,
analizado en geles de poliacrilamida-SDS.

Estos resultados demuestran que OmpC es la porina expresada
preferentemente en condiciones fisiolégicas de osmolaridad y
anaerobiosis presentes cn ¢l hombre, su huésped natural,

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

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

Universidad de Chile.

Anteriormente demostramos que las bacterias métiles
Thiobacillus ferrooxidans y Leptospirillum ferrooxidans
presentan actividad quimiotictica, posiblemente mediada
por receptores metilables, como ocurre en E. coli. El
receptor Tar de E. coli ia la respuesta frente a
Aspartato (atrayente) y a Ni* (repelente). En cambio, las
ba(iterias hierro - oxidantes responden siendo atraidas por
Ni' y repelidas por Asp. Para estudiar los genes de los
receptores de T. ferrooxidans, L. ferrooxidans y T.
thiooxidans, se prepararon sondas utilizando la técnica de
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), para marcar
y amplificar diferentes regiones del gen tar de E. coli
can qUTP-digoxigenina. Para marcar la regién que codifica
el dominio periplasmico de Tar, se enplearon camw
partidores, oligonucleétidos cuyas secuencias estaban
camprendidas entre las bases -1 a -20 y 896 a 912 del gen.
Se marcé la regién mis conservada del daminio citoplasmico
del receptor, empleando como  partidores los
oligonucleétidos comprendidos entre las bases 915 a 935 y
1612 a 1632. Como DNA tenmplado se empled el pRk1Ol, que
contiene tar y otros gemes quimiotacticos de E. coli
Estas sondas se hibridaron con los DNA totales de las
bacterias en estudio, digeridos con diferentes enzimas de
restriccidn y transferidos a filtros de nylon. Encontramos
hamologia con ambas regiones del gen tar de E.coli, en el
DNA de T. ferrooxidans, L.ferrooxidans, y T.thiocoxidans
lo que demuestra wna alta conservacién en el sistema
quimiotactico bacteriano.

Financiado por: Proyecto Fondecyt 91-1010 y Universidad de
Chile B. 2889 - 9034
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PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE FLAGELO DE CAMPY-
LOBACTER JEJUNI, (Purificotion and choracteriza-
tion of Flagells of Compylobacter jejuni). Andrews,
E., Fernéndez, H. Instituto de Inmunologlo, Insti-
tuto de Microbiologfo Clfnica. Universidad Austral
de Chile. (Potrocinonte: O. Gorrido).

Compylobocter jejuni es un frecuente ogente de
diarrea en humanos, caopbz de colonizar la mucosa
del intestino y causar enfermedod. El flagelo de
CJ ha sido identificado como potencicl adhesina por
la cvol la bocteric se odhiere o las células epite-
lioles.

Se traba)é con una cepa virulento de CJ cislade
de un lactonte con diarrea, la cual fue cultivado
en medio bifésico o 42°C en ombiente de (O, obte-
niéndose, por centrifugocién, las bacterias.” Estas
fueron sometidas o sonicacibén por unos minutos. El
flogelo fue separado con ciclos de centrifugacién
diferenciol o 5000xg 30 min y 100000 xg 60 min. Lo
protefna flagelar se purificé por cromatograffa de
intercambio i6nico y filtrocién en gel. Anolizando
los resultados por microscopia electrénica y SDS-
PAGE se observé una estructura flagelor de PM 63 K
y un contominonte menor cde 42 K.

Este estudio estd dirigido o purificar y corac-
terizar la protefna flagelar, con el objeto de
estoblecer la real porticipocién de lo estructura
flogelar en la odhesién bactericna.

(Financiado por Proyecto FONDECYT 59-89).
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CARACTERIZACION DE BACTERI MARINAS AGAROLITICAS,
(CAaracterliatlon of agaro yt:Lc6 marine . bgggegéla A
%@;mLa,ag. . %%B&LJQZ, s Lﬁn! 0. nstituto e
dlo&‘uy{uca, Facultad de 8iencias. niversidad Austral
e Chile.

Varias edpecies de_ bacterias agaroliticas se
encuentran descritas en la literatura, Estas han sido
clasificadas principalmente dentro de loc  géneros
Streptomyces, a, Vibrio y Pseudomonas.

En nuestro laboratorio hemos aislado tres cepas de
bacterias agaroliticas ( N-1, C-1 { C-2), en_ muestras
de agua de mar y algas marinas de la vIIf y X regiones.
Estas difieren "entre si en algunas caracteristicas
morfolbgicas y especialmente en la forma  como
degradan el agar cuando se crecen en placas de cultivo.

En este trabajo_se presentan resultados de estudios
moxfolégicos vy bioquimicos tendientes a identificar
cada una de las cepas aisladas. También se determinaron
las condiciones ¢ptimas de crecimiento de las cepas
aisladas y la produccién de agarasas extracelulares.

Las bacterias comin las

ajsladas tienen en

sigulentes caracteristicas: necesitan de una
concentracién salina semelante al agua de mar para su
desarrollo crecen en un

requieren de 1ones Na*
intervalo de temperatura entre & y 28 ¢
metabolismo de carbohidratos de tipo ox ivo, . son
aergbias estrictas, oxidasa y  catalasa positivas.
Morfoldgicamente corresgonden a bacilos Gram (-), no
esporulados, no capsulados y méviles por flagelacién
go ar. Estas caracteristicas permiten clasificarlas

entativamente en el gengro ,ngndgmgna%, de acuerdo a
los criterios de identificacion propuestos en el Manual
de Bergey.

°C, poseen un
1da

La produccién de agarasas extracelulares se determinéd
a distintos tiempos _de crecimiento de las bacterias,
midiendo el aumento del poder reductor en una solucién
tamponada de agar, incubada en presencia de una
alicuota del sobrenadante libre de celulas (Dygert, S.
el al.(1965) Anal. Biochem., 13, 367-37&).

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

(Financiado por: DID, UACH S-90-2 y FONDECYT 90/0051 )
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MUTANTES DE Thiobacillus ferrooxidans CON ALTERACIO-
NES DFEL LIPOPOLISACARIDO. INFLUENCIA EN EL MECANISMO
DE ADHERENCIA A MINERALES. (Thiobacillus ferrooxidans
mutants affecting the lipopolysaccharide. Influence
in the attachment mechaniem to minerals). Delgado,M.,
Melis,P., Osses,J. y Rodriguez,M,- Pontificia Uni-
versidad Catdlica de Chile, Facultad de Ciencilas Bio-
légicas, Unidad de Microbiologia, Casilla 114-D, San-
tiago.

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

En el mecanismo directo, la adherencia juega un
papel decisivo., Trabajos previos, de nuestro labo-
ratorio, han demostrado que el Lipopolisacdrido (LPS),
participa en la adherencia en forma importante. Es
necesarlo establecer, sin embargo, la especificidad
del fendmeno mediada por esta molécula. Para ello
se han estudiado mutantes inducidas con Nitroso Gua-
nidina y mutantes esponténeas, que no poseen la ca-
pacidad de oxidar 18n ferrogo, para asi determinar
g1 en ellas, ademfis, se produce alteracidn del LPS,
y consecuentemente en el mecanismo de adherencia.

Las caracterIsticas fenotfpicae de estas mutan-
tes, la frecuencia de aislamiento, su estabilidad y
efecto sobre el LPS y adheremcia, asi como otras ca-
racteristicas biolégicas, se presentan en esta comu-
nicacién.

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

Los experimentos de seleccibn divergente en
Drosophila han constituido una importante via para
investigar especiaci6n simpitrida a nivel experimen-
tal.

Rufz (1990), ha obtenido mediante seleccibn
divergente en Drosophila melanogaster, Vvaldivia,
dos lineas significativamente diferentes; una para
oviposicion altamente agregada y otra para baja
agregaciébn de huevos. Estas lineas, permitieron
posteriormente, establecer que €l rasgo "oviposicioén
agregada" posefa una base heraditaria poligénica,
con participacién de genes con efecto dominante.

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

Para poner a prueba esta hipbtesis, se estimaron
los Indices de aislamiento sexual, mediante tres
disefios experimentales; elecci6on por parte del
macho, elecci6n por parte de la hembra y eleccién
maltiple.

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

(Trabajo parcialmente financiado por el proyecto
FONDECYT 85-0060).
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MUTAGENESIS POR TRANSPOSICION EN Brucella
abortus 2308 ( Mutagenesis by 1transpositi ]
in Brucella. abortus). Garcia,A." , Sangari,F .
y Aquero,J . Departamento de Microbiologia,
Facultad de Ciencias Biolégicas y Recursos
aturales, Universidad de Concepcién, Chile;
Departamento de Biologia Molecular, Facultad
de Medicina, Universidad de Cantabria,
Espafa. (Patrocinio: R. Zemelman).
El avance de 1la tecnologia del ADN
recombinante ha permitido el desarrollo de
una nueva estrategia para la insercidén de
genes foraneos en el genoma de bacterias
Gram-negativas no relacionadas estrechamente
con E. Coli. El sistema consta de dos
componentes: (1) wuna cepa de E. coli
"especial" llamada cepa movilizante y (2)
vectores plasmidicos derivados de E. coli
incapaces de replicarse en cepas ajenas al
grupo entérico. El sistema es ampliamente
aplicable para la mutagénesis mediante 1la
insercién de transposones en forma aleatoria.
Nos propusimos la creacidén de un conjunto de
mutantes de B. abortus 2308, con el objeto de
generar mutantes en la expresién de los genes

omp .
Tenemos la evidencia fisica de la insercién
de TnS en el cromosoma de B. abortus y _la

frecuencia de transposicién fue de 1@ .
Construimos una banca de 58@ mutantes. Las
propiedades afectadas, investigadas hasta el
momento, son: hidrélisis de la urea,
susceptibilidad a la penicilina,sensibilidad
al eritritol y la fago resistencia.

Financiamiento: Comisién Interministerial de
Ciencia y Tecnologia, Espafa.
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INFLUENCIA OEL ACIDO ASCORBICO Y CISTEINA EN LA
GENOTOXICIDAD DE N-NITROSODIMETILAMINA. (latluence of
the ascorblc acld and clstein on the genotoxlcity of
N-nitrosodimetilamine). Bastfas, J.M. y Aranda, M.
Centro de Estudlios en Cilencla y Tecnoclogfa de los
Alimentos y Depto. Quimica y Bloqufmlca, Facultad de
Clencla, Universidad de Santiago de Chite.
(Patrocinlo: R.Godoy-Herreral.

En trabajos previos hemos establecldo la presencla
de nltrosaminas en ceclnas de coasumo habitual en
nuestra poblaciédn, de las cusles un 51,6% de las
muestras presentaron N-nltrosodimetilamina (NDMA), en
concentraciones de 3,5 - 210 ppb. Extractos de cecinas
con 1 ppb de NDMA provocaron dafic al ADN  de
fibroblastos de pulmén humano (UDS test). EIl objetivo
de este estudio tue determinar la posible Iahiblcién
del potencial mutagénico de NDOMA por la adlicién de dos
antloxldantes allmentarios como son el Bcido ascérbice
y cisteina, mediante el uso de bloensayos bacterlanos.

Se utlilz6 Salmonella typhimurium TA100/pSK1002 que
lteva el gen fuslonado umuC'-'lacZ para estudliar ia
regulacién del gen umu que confrola la expresibn de la
actividad B-galactoslidasa. EIl operon umu es linducldo
por agentes que dafian el ADN y regulado genéticamente
por los genes recA y lexA.

Se establece un paralelo entre el umu test y el
test de Ames en relacli6bn a la inhiblclibén del potencial
mutagénico de dliversas concentraciones de NDMA y los
dos antlioxldsntes alimentarios, ademfs se dlscute la
sensibllldad de ambos métodos.

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



