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1. OBJETIVO

El objetivo de este informe es sistematizar la forma en que se desarroli6 la propuesta,
tanto desde el punto de vista técnico, como de su gestion administrativa y de la
respuesta del sector convocado a la actividad. Especificamente, en este informe se
deberan describir los conocimientos y tecnologias adquiridos y/o entregados durante el
desarrollo de la propuesta, en forma global e individual para cada uno de los tipos de
iniciativas (Giras, Becas, Consultores, Eventos y Documentos). Junto con eso también
se debera contemplar un analisis y reflexién respecto a los temas abordados, las
posibilidades concretas de su aplicabilidad nacional, regiocnal y sectorial, como también
un analisis sobre los desafios o limitantes que se presentan para su incorporacion.

Adjunto al informe se debera entregar una copia de todo el material o documentacién
recopilado, entregado y preparado durante el desarrolio de la propuesta, incluyendo
copia del material audiovisual (incluye fotografias cuando corresponday. Cabe senalar
que para la realizacién de las actividades comprometidas, la entidad responsable
debera seguir los lineamientos que establece el “Instructivo de Difusién y
Publicaciones” de FIA, que le sera entregado oportunamente.

El informe deberd, adicionalmente, describir las actividades de promocién realizadas
para convocar a la actividad, adjuntando el material y documentacién utilizada y
entregada para tales efectos. De la misma forma, en el caso de la realizacion de

eventos técnicos o ferias tecnologicas.

Por ultimo, cabe serfialar que cualquier cambio o modificacién que sea necesario
realizar en el programa de trabajo de la propuesta, debera ser previamente solicitado a
la Direccién Ejecutiva de FIA, quien autorizara dichos cambios solo en la medida que
estén claramente justificados. Por lo tanto, no se aceptaran propuestas que hayan
sufrido modificaciones en sus programaciones sin previa autorizacion de FIA. -
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2. PLAZOS DE ACTIVIDADES Y ENTREGA DE INFORMES

Luego de terminada la propuesta (o de realizada la dltima actividad de difusion
comprometida), la Entidad Responsable, a través de su coordinador, tienen un plazo
méximo de 15 dias para la entrega a FIA del Informe Técnico y de Difusion.

Estos plazos estan especificados en el contrato de ejecucion respectivo y en Ila
eventualidad de que exista un imprevisto que no le permita a la Entidad Responsable
cumplir con dichos plazos, éstos deberan justificar y solicitar por escrito a la Direccion
Ejecutiva de FIA la posibilidad de prorogar los plazos estipulados, los cuales se
autorizaran en la medida que existan una razén clara y justificada.

En la eventualidad de que los compromisos antes sefialados no se cumplan, se
procederd a ejecutar la garantia respectiva y la entidad responsable quedari
imposibilitada de participar en nuevas iniciativas apoyadas por los diferentes

programas e instrumentos de financiamiento de FIA.
3. PROCEDIMIENTO ..

Los informes deben ser presentados en disquet o disco compacto y en papel! (tres
copias) de acuerdo a los formatos establecidos por FIA, en la fecha indicada como
plazo de entrega en el contrato firmade con el postulante y/o Entidad Respensable.
Los formatos de dichos informes (impresos y en disquet) son entregados por FIA al
postulante o coordinador de la propuesta en este documento.

Los informes deberan ser dirigidos a las oficinas ‘de FIA ubicadas en Loreley 1582, La
Reina, Santiago, y podran entregarse personalmente en dichas oficinas en horario
habil o enviarse por correo a domicilio en forma oportuna para que llegue dentro del

plazo establecido.

El FIA revisara los informes y dentro de los 45 dias habiles siguientes a la fecha de
recepcion (plazo maximo) enviard una carta al responsable de la probuesta (o]
coordinador, informando su aceptacién o no aprobacién. En caso de no aprobarse e!
informe, FIA comunicara en detalle las razones de dicha decision. El responsable
debera cormegir los reparos u observaciones, motivo del rechazo, dentro del plazo
determinado por el FIA.
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Tal como se indicd en el punto anterior, en caso de fuerza mayor se podra solicitar con
anterioridad a la fecha de vencimiento y por escrito a FIA la postergacién de las

fechas de entrega de los informes, quien evaluara la pertinencia de dicha solicitud.
4. CONTENIDO Y FORMATO

La informacion debe ser presentada en un lenguaje claro. El informe debe incluir o
adjuntar los cuadros, gréaficos, fotografias y diapositivas, publicacibnes, material de
difusion, material audiovisual y otros materiales que apoyen o complementen la

informacién y analisis presentados en el texto central.

La informacién presentada en el informe técnico debe estar directamente vinculada a
la informacién presentada en el informe financiero, y ser totalmente consistente con

alla.

El informe técnico debe incluir, informacion sobre todos y cada uno de los puntos
mencionados a continuacion, y-siguiendo en lo posible el orden indicado.

De no contar con toda la informacién solicitada, en especial las fichas de participantes
en la actividad, el informe técnico podria ser rechazado.

Es importante contar con toda la infermaciéon que se solicita, como por ejemplo, los
antecedentes de los participantes en las actividades, informacién relevante para FIA.
El envio de la informacion incompleta puede ser motivo de no aprobacion de este

informe.
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CONTENIDO DEL INFORME TECNICO

Fecha de entrega del Informe

22 de Noviembre de 2005

Nombre del coordinador de la ejecucion

Patricio Villalobos Biaggini

Firma del Coordinador de la Ejecucion

1. ANTECEDENTES GENERALES DE LA PROPUESTA

Nombre de la propuesta ‘ '

Pseudomonas 2005 -10th Intetionl : rsil, n
Cédigo | . I

FIA-CD-V-2005-1-A-073

‘En_'tidad responsable : | ‘

Universidad Técnica Federico Santa Maria

Coordinador(a)r. '

Tipo de Iniciativa(s) o ST en

Gira X | Beca Evento Consultores Documentos

Fecha de realizacion (inicio y término) .

Inicio: Agosto 24 Término : Noviembre 11
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2. RESUMEN DE LA PROPUESTA

Resumir en no mas de una pagina la justificacion. actividades globales. resultados e
impactos alcanzados con la propuesta completa. Cuando exista mas de una iniciativa.
elias debe ser resumida en forma especifica. Estos resumenes deben sintetizar aspectos
principales de la propuesta y cada una de sus iniciativas en forma general.

GLOBAL (Completar s6lo cuando existe mas de una iniciétiva)

GIRA TECNOLOGICA

BECAS
La simazina es un herbicida usado para controlar la maleza acompafanie de culivos de
importancia comercial en Chile. Este herbicida es considerado persistente dado que su vida media
oscila entre las 4 y 57 semanas. Pseudomonas sp. P41, es una cepa bacteriana que posee
relevantes cualidades degradativas del compuesto, al usario como fuente de nitrégeno para su
crecimiento, en condiciones de laboratorio. Actualmente, nuestros estudios se han enfocado a
entender procesos de regulacién génica que posee esta bacteria, con e! fin de evaluar el potencial
para degradar el compuesto in situ. Ensayos de céluias en reposo, mostraron que la degradacion
de simazina en la cepa P41 esté controlada por la disponibilidad de fuentes de nitrégeno. Fuentes
de nitrégeno preferencial, como el amonio, reprimieron los genes catabdlicos de simazina, mientras
que condiciones de nitrégeno limitante inducen la degradacién del compuesto. Experimentos de
RT-PCR. mostraron que los genes de la via superior son constitutivamente expresados. El operon
atzDEF (ruta inferior) fue regulada por la disponibilidad de fuentes de nitrégeno de la ruta, como lo
son el &cido cianirico y simazina.

Similares procesos de regulacién han sido estudiados en relaci6n a la degradacion de compuestos
como el estireno, policiorobifenilos, alcanos, lo cuat indica que para considerar una bacteria que
degrade el compuesto /in situ, es decir, en condiciones reales de campo, se deben considerar otras
variables ambientales que pueden afectar la capacidad del microorganismos para degradar
compuestos recalcitrantes. En nuestro caso, fuentes de nitrégeno presentes en suelo a remediar.
La presencia de nitrégeno amoniacal, asi como de nitrato, serfan un efecto negativo para la
expresion de genes de la bacteria, por lo que, bacterias que poseen este tipo de regulacién
descrito, anteriormente, no serian efectivas para remediar suelos contaminados con el herbicida.

Dada la importancia de este trabajo, y a los resultados obtenidos, ha sido aceptado en el Congreso
bianual sobre Pseudomonas, 2005, Marseilles, Francia. La asislencia a este Congreso fue posible
gracias a los aportes del Fondo de Innovacién Agraria FIA-Gobiemo de Chile. Este congreso, ha
enriquecido nuestros conocimientos en cuanto a mejorar aspeclos del estudio de la aplicabilidad de
Pseudomonas p. P41 en vias de remediar suelos tratados con simazina. Por otro lado se
consiguieron materiales genéticos, para continuar nuestros estudios y se generaron contactos que
pueden ser potenciales colaboradores en futuros proyectos cientfficos en el A4rea.
Este informe describe nuestra experiencia, discute resultados y proyecta aplicaciones derivadas de
{a participacién en el congreso, con apories del Fondo de Innovacién Agraria, FIA-Gobierno de
Chile.

CONSULTORES

EVENTOS

DOCUMENTOS TECNICOS




3. ALCANCES Y LOGROS DE LA PROPUESTA GLOBAL

Problema a resolver, justificacion y 'objethibs. planteado iniclalmente en la propuesta

Introduccién

La contaminacion atmosférica por compuestos organicos sintéticos recalcitrantes,
es un problema de creciente importancia en el mundo (Alexander, 1994). Los
pesticidas, o plaguicidas, son compuestos quimicos usados para combatir pestes
de animales, insectos, plantas y hongos, que no solo inciden en la agricultura, sino
también en actividades domésticas e industriales. Estos plaguicidas se dispersan
en el ambiente y se convierten en contaminantes para los sistemas bidtico y
abidtico amenazando su estabilidad y representando un peligro para la salud
publica (Ortiz-Hernandez et al., 1997). La atrazina, y su analogo simazina usado en
Chile, es un herbicida considerado persistente dado que su vida media oscila entre
las 4 y 57 semanas. Su deteccion ha sido no sélo en suelos sino también ha
contribuido en la contaminacion de aguas superficiales y subterraneas en niveles
que han sobrepasado ampliamente los limites establecidos como aceptables por la
agencia de proteccion ambiental (EPA) de 3 ug/Lt en los Estados Unidos. A pesar
de estas alertas, en Chile la reglamentacion de herbicidas esta sélo a nivel de
informes y sin una reglamentacién oficial (Informativo Agropecuario, 2002. INIA
Gobierno de Chile). Dada su importancia, asi como las facilidades para ser
cultivadas en el laboratorio, el género Pseudomonas constituye uno de los grupos
bacterianos mejor estudiados. Bacterias del genero Pseudomonas, son
microorganismos cosmopolitas que incluyen varias especies de interés ambiental
por su rol como promotores del crecimiento en plantas, patogénesis de plantas,
animales y humanos, asi como en la degradacién de compuestos xenobidticos. El
Laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Universidad Federico Santa Maria,
Valparaiso ha aislado diferentes microorganismos con potencial biocdegradativo de
simazina. Una bacteria del género Pseudomonas sp. P41, ha demostrado
relevantes cualidades degradativas de! compuesto al usarlo como fuente de
nitrdgeno para su crecimiento, en condiciones de laboratorio. La bacteria, posee
todos los genes catabdlicos de la via superior atzA, atzB y atzC, asi como los de la
via inferior atzD, atzE y atzF, responsables de mineralizar el compuesto hasta CO-
y agua. Sin embargo, para su aplicacion ambiental en procesos de biorremediacion
de suelos contaminados, la eficiencia de degradacidén de compuestos xenobiéticos
por bacterias depende de la expresién de ios genes catabdlicos y del tipo de
compuesto a degradar. En este sentido, hemos investigado si la regulacion génica
que posee esta bacteria para degradar el compuesto se ve afectada por la
presencia de otras fuentes de nitrdgeno, como ocurre en los suelos agricolas que
son enriquecidos por procesos de fertilizacion. Dada la importancia de este trabajo,
y a los resuitados obtenidos, ha sido aceptado en el Congreso bianual sobre
Pseudomonas, 2005. La asistencia a este Congreso no sélo es una ventana para
integrar este trabajo a la comunidad cientifica mundial, sino tambien intercambiar
experiencias con cientificos de renombre internacional que permiten aumentar
nuestros conocimientos y mejorar las proyecciones de ios resultados obtenidos,
para asi, favorecer indirectamente el desarrollo bictecnolégico de nuestro pais.
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En este contexto, fueron planteados los siguientes objetivos:

1)

2)

3)

4)

Difundir resultados experimentales obtenidos en una Pseudomonas silvestre,
aislada desde el Valle de Aconcagua-Chile, y que posee capacidad de
biodegradar el herbicida simazina.

Ampliar los conocimientos sobre mecanismos regulatorios en otras
Pseudomonas degradadoras de compuestos xenobidticos.

Aumentar los conocimientos sobre factores que influyen en la aplicacion
bacteriana a ambientes contaminados con xenobiéticos, desde una perspectiva
de biorremediacion.

Interaccionar cientificamente con pares cientificos de todo el mundo, en
términos de la versatilidad de aplicaciones de bacterias del género
Pseudomonas, con el fin de mejorar el desarrollo cientifico en Chile.




Objetivos alcanzados tras ld reallzacion dé la pfbbUESta |

Todos los objetivos fueron alcanzados. El grado de cumplimiento de cada uno
sera discutido en los resultados correspondientes.

1} Difundir resultados experimentales obtenidos en una Pseudomonas silvestre,
aislada desde el Valle de Aconcagua-Chile, y que posee capacidad de
biodegradar el herbicida simazina.

El trabajo con el cual fue aceptada la participacion en el 10° Congreso de
Pseudomonas, Marseille-Francia 2005, fue titulado “Simazine degradation by
Pseudomonas sp. Strain P41 isolated from herbicide-treated agricultural soils in
Chile”. Este fue discutido en modalidad de poster en la session V, Physiology and
Metabolic Versatility”, del dia Lunes 29 de octubre entre las 16:00 y 18:00 hrs. El
trabajo recibié buena critica, sin embargo, las preguntas estuvieron dirigidas
mayormente a las normas de uso de herbicidas en chile, que al desarrollo propio

del trabajo.

2) Ampliar los conocimientos sobre mecanismos regulatorios en ofras
Pseudomonas degradadoras de compuestos xenobidticos.

3) Aumentar los conocimientos sobre factores que influyen en la aplicacion
bacteriana a ambientes contaminados con xenobibticos, desde una perspectiva

de biorremediacion.

,

En relacion a estos dos objetivos. Nuesiros estudios sobre degradacion de
herbicidas se iniciaron sélo hace dos afios en el laboratorio de Biologia Molecular y
Biotecnologia Ambiental, Universidad Federico Santa maria, Valparaiso. Las
implicancias metabdlicas concemientes al uso de microorganismos usados en
biorremediacion de compuestos toxicos en el ambiente, estd siendo entendida
desde una perspectiva regulacién de genes implicados en el metabolismo del
compuesto. Soélo recientemente nuestro grupo ha comenzado a estudiar este
enfoque. De manera.que nuestros conocimientos de vieron altamente enriguecidos
en entender la importancia de considerar estudios de este tipo, no sélo para
herbicidas, sino en general para diferentes aplicaciones en que se usan
microorganismos. Se pudo observar que la mayoria de los trabajos relacionados a
compuestos recalcitrantes que el universo de trabajos vistos en el congreso
involucraban la descripcion de procesos de regulacion génica, implicados en rutas
metabdlicas. Ademas se pudo constatar del uso avanzado de técnicas de Biologia
Molecular para describir eventos e interacciones moleculares intracelulares para
degradar compuestos (identificacion de transportadores, genes de estrés,
participacion e identificacion de factores sigmas, identificacion d epromotores y
represores, etc).

4) Interaccionar cientificamente con pares cientificos de todo el mundo, en
terminos de la versatilidad de aplicaciones de bacterias del género Pseudomonas,
con el fin de mejorar el desarrollo cientifico en Chile.

La versatilidad de la especie Pseudomonas y la multiplicidad de mecanismos
moleculares involucrados en la adaptacion y colonizacién de varios nichos han




sido usados como modelos para estudios de muchos otros microorganismos. Los
temas expuestos en este congreso cubrieron diversas facetas del campo de
investigacion de Pseudomonas, incluyendo genémica, interacciones bacteria-
hospedador y la fisiologia bacteria-ambiente, formacién de peliculas, virulencia y
mecanismos globales de regulacion de genes. El estar y tener acceso a
interactuar con pares que trabajan con tecnologias de punta y en temas de
importancia mundial pone un barrera muy alta de imitar en vista de mejorar
nuestro nivel cientifico. A mi juicio, este objetivo, es el de mayor importancia a la
hora de relativizar nuestro frabajo en laboratoric. Los trabajos expuestos
mostraron aproximaciones en la Microbiclogia molecular como ejes
fundamentales, de la investigacion bdasica y principalmente de medicina aplicada.

Objetivo alcanzado.

De acuerdo a los objetivos planteados, se esperaban los siguientes resultados:

1) Acceder, por vez primera, a presentar resultados en un congreso internacional
directamente.

2) Situar nuestro trabajo en uno de los congresos cientificos mas importantes que
existen, dada la importancia del género Pseudomonas en el mundo. No sélo para
efectos curriculares, sino pata ser participes de congresos internacionales de aito

nivel.

3) Obtener discusidon acerca de nuestro estudio. Recibir criticas y sugerencias
referente al tema de contaminantes en el ambiente.

4) Adicionalmente se esperaba ampliar nuestros conocimientos respecto a estudios
de regulacién de genes, de como estos estudios estan implicados en trabajos
aplicados.

5) Generar contactos con laboratorios de alto nivel cientifico.
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El acceso a este importante evento reconocido por su alto nivel cientifico nos hace
enfocar de forma distinta nuestros resuitados de laboratorio. Por un lado se
aclararon algunos conceptos sobre degradacion de compuestos xenobidticos, y por
otro se entendié la importancia de realizar estudios de expresion génica para
diversos procesos aplicativos, como los es el de potencialmente biorremediar
suelos o ambientes contaminados. Asi también, se entendid la importancia de
participar en este tipo de congresos, internacionales y de alto nivet.

De acuerdo a los objetivos planteados, los resultados son los siguientes:

1) De acuerdo a las estadisticas de representacion por nacionalidades, fuimos
parte del 1% de participantes sudamericanos en el congreso. El mayor nimero de
participantes fueron europeos, seguido de nacionalidades norteamericanas y

asidticas, respectivamente.

Numero de inscripciones= 4%y 1% 6% 2%

O Eurcpe

M Oceania

D Africa

OINorth America
O South America
O Asia

OMiddle Crient

El trabajo realizado fue expuesto y recibio, aunque escasos, buenos comentarios.
El apoyo impartido por el Fondo de Innovacion Agraria, a través de este fondo
“becas de formacion” fue esencial para lograr este objetivo. El enriquecimiento
cultural, asi como cientifico, son de gran importancia para generar autocriticas de
una investigacion que necesariamente es de caracter universal. En términos de
grado de cumplimiento de objetivo, éste fue alcanzado.

Cabe mencionar que muchas de las preguntas estuvieron dirigidas a saber como
se regula el uso de herbicidas en chile. Dado que nuestro nivel acerca de
regulacién de genes es inicial, la mayoria de los trabajos tenia un nivel muy
avanzado de genética y biologia molecular.
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De acuerdo al objetivo 2 y 3. Estos dos objetivos se discutiran unidos, puesto que
son intimamente dependientes.

El nimero de trabajos directamente relacionados al estudio de regulacion de genes
asociados a rutas metabdlicas fueron 94 de 320 expuestos, es decir, un 29.4%.
Esto indica que la importancia de! género Pseudomonas, esta dada también en su
capacidad de participar en procesos de degradacion de compuestos xenobioticos.

Para describir los resultados, es necesario mencionar lo siguiente. El congreso de
Pseudomonas se realiza bianualmente, rotando en diferentes lugares del mundo.
Su relevancia en cuanto al interés que convoca, de acuerdo a conversaciones con
pares del congreso, se debe al significado que tiene el género Pseudomonas,
como patégeno en salud humana. Este microorganismo, especificamente la
especie Pseudomonas aeruginosa, tiene una importancia mundial por ser causante
de fibrosis quistica. Esta es una enfermedad hereditaria causada por una proteina
anormal que no permite e! ingreso y salida normales del cloruro a las células que
revisten los pulmones y el pancreas, principalmente. Por estos efectos, estas
células producen una secrecidon mucosa espesa y pegajosa y otras secreciones.
Consecuencia de elio, las inflamaciones e infecciones pulmonares terminan por
dafiar los pulmones y contribuyen a una muerte prematura. Ademas, los liquidos
digestivos espesos producidos por el pancreas no pueden llegar al intestino
delgado, que los necesita para digerir los alimentos.

Las estadisticas consideran que aproximadamente .30.000 nifios y adultos tienen
CF en los Estados Unidos. Si bien todos los grupos raciales pueden verse
afectados por esta enfermedad, es mas comun en las personas de origen

caucasico.

En consecuencia, se han generado diversas fundaciones pro-estudios de fibrosis
quistica a nivel mundial, especialmente en paises desarrollados, lo cual puede
explicar que aproximadamente que el 70% de los trabajos cientificos presentados
en este congreso fueran dirigidos hacia este tema. La alta capacidad de recursos
dispuestos, permiten a los cientificos de esa area, acceder a equipos y desarrollar
tecnologias de alto nivel para tratar de dar respuesta a esta enfermedad.

Con ello, los estudios involucrando Pseudomonas han alcanzado también un muy
buen nivel cientifico, digno de imitar en cualquier area de estudio. El proyecto
genoma, cuya pagina web es www.pseudomonas.com, es una evidencia de ello.

En relacién a esto. Los trabajos dirigidos a Pseudomonas que poseen la capacidad
de degradar algun compuesto riesgoso para el ambiente y la salud humana, han
alcanzado también, muy buen nivel. Cabe destacar los trabajos realizados por el
grupo de red genomina de Espafa trabajando en Pseudomonas putida. En este
grupo, destacan cientificos de gran renombre internacional a nivel mundial, como lo
son los doctores Victor de Lorenzo, Eduardo Santero, Fernando rojo, Juan Luis
Ramos y Eduardo Diaz. Todos participantes de este congreso. Ellos disponen de
del uso de tecnologias de vanguardia, con los cual esta describiendo mecanismos
de regulacién global de genes, en los cuales estan acoplados los que participan en
la degradacién de compuestos recalcitrantes. Tal cual ocurre con Pseudomonas
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aeruginosa, Pseudomonas putida, material de sus estudios, estd también
completamente secuenciada.

Clave en nuestro aprendizaje, es entender, que en general dentro de la red
regulatoria de genes involucrados en la degradacién de compuestos recalcitrantes,
existe una coordinacion y optimizacion de la expresion de una gran cantidad de
genes, particularmente relevantes en vias catabdlicas, cuya expresion es
frecuentemente controlada por reguladores transcripcionales, que responden a la
presencia de sustratos de la via, y por un control global sobreimpuesto que
asegura que los genes de la via sean inducidos s6lo bajo condiciones fisiologicas y

metabdlicas apropiadas.

Con el uso de algunas técnicas como Microchips de ADN, Reaccion en cadena de
la polimerasa en tiempo real (QPCR) y generacion de mutantes se ha podido
rescatar, en relacion a nuestro tema, lo siguiente: El grupo de Santero trabajando
con atrazina, ha logrado dilucidar, por un lado, que la degradacién de compuestos
del tipo s-triazinas estd siendo regulada por un marco de lectura abierto (orf99),
que esta dispuesto, en direccién opuesta al gen de la ruta inferior de degradacion
del compuesto, llamado afzD. Por otro lado, ha confirmado que este operdn esta
en forma de cluster, es decir, que responden los tres genes como un s6lo operon,
ol operdn afzDEF. Mediante estos chips y por técnicas moleculares de footprinting,
han descubierto el sitio de unién de factores sigma (cofactores de enzimas
polimerasas que participan en la transcripcién de genes que se unen a promotores
especificos para expresar genes frente a condiciones especificas). En términos
practicos, han descrito que este operdn, el cual es el que esta presente en nuestra
bacteria aislada en Chile, Pseudomonas sp. P41, tiene su inicio desde un promotor
del tipo 870, que responde a limitacion de nitrogeno y al metabolito intermediario
acido cianurico. Ambas respuestas son inducidas por el regulador orfS8, que
responde a factores 8654, en respuesta a limitacion de nitrdgeno, pero mas
importante aun, hace que estén bajo el regulador globat de genes del tipo NtrC,
como respuesta a falta de nitrégeno. Es decir, la degradacion de compuestos
herbicidas como la simazina, estan bajo el control global de regulacién por
nitrégeno.

Para interpretar estos resultados como aplicativos a nuestro trabajo. Simazina es
una fuente de nitrdbgeno para Pseudomonas sp. P41. Para considerar una bacteria
que degrade el compuesto in situ, es decir, en condiciones reales de campo, se
deben considerar otras. fuentes de nitrégeno presentes en suelos a remediar. La
presencia de nitrégeno amoniacal, asi como de nitrato, serian un efecto negativo
para la expresion de genes de la bacteria, por lo que, bacterias que poseen este
tipo de regulacion, en el que la degradacién de compuestos se ve inhibida por la
presencia de otras fuentes de nitrégeno, no serian efectivas para remediar suelos
contaminados con el herbicida.

Nosotros hemos descubierto que nuestra bacteria, Pseudomonas sp. P41, es
capaz de degradar simazina aun en presencia de nitrato, aunque moderadamente,
pero no asi en presencia de amonio. Los suelos agricolas de cultivos de
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importancia comercial son ricos en nitrégeno, por lo tanto es una variable muy
importante de considerar.

Cuando se piden sugerencias a la idea de remediar suelos, algunos
investigadores, son bastante excépticos en la remediacién como bicaugmentacion
(agregar microorganismos para remediar). Sugieren mas buen, bioestimulacion. Es
decir, si lo que hay que degradar es el compuesto como fuente de carbono, se
deberia adicionar nitrégeno, e inverso para una contaminacién con compuestos a

usar como fuente de nitrogenc.

Nuestros estudios se estan reenfocando en considerar las condiciones discutidas
anteriormente.

Por lo tanto, el grado de conocimientos adquiridos estd conforme con las
expectativas de los objetivos planteados. Se aumentaron los conocimientos acerca
de la importancia del género Pseudomonas en el mundo cientifico. Por otro lado,
se entendid, y aumentaron los conocimientos acerca de la importancia de
incorporar estudios de regulaciéon de genes que participan en rutas catabdlicas de
compuestos recalcitrantes.

De acuerdo al objetivo 4.

El alto nivel cientifico observado sobrepasé las expectativas de congreso. Se
consiguid contactos con otros grupos y se desarrollaron ideas para ser aplicadas
en nuestro proyecto, como potenciales ideas de estudios futuros.

Mediante la interaccion con pares cientificos, y de presenciar las diferentes
conferencias, el objetivo era proyectar nuestro trabajo cientifico actual.

Nuestro trabajo se ha visto beneficiado, puesto que se consiguieron gque
posteriormente nos enviaron dos vectores de expresion transcripcional para ser
usados en nuestra Pseudomonas, los cuales actualmente estan en nuestro
laboratorio y estamos preparando ensayos con ellos. El objetivc es continuar
nuestro estudio de regulaciéon génica de la ruta de degradacion de simazina en
Pseudomonas sp. P41. Ademés obtuvimos con el doctor Alain Filloux un vector tipo
miniTnS para generar mutaciones y proyectar a futuro la aplicacion de mutantes
bacterianos en estudios de regulacion de genes.

Por otro lado, permitié concretar ia colaboracion que tenemos con el grupo del Dr.
Eduardo Santero, y las posibilidades de cooperacion en futuros proyectos estan
abiertas. '

En general, todos los trabajos acerca de xenobiéticos usan biologia molecular de
alto nivel, describiendo procesos metabdlicos bioquimica o genéticamente
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Resultados adicionales

Describir los resultados obtenidos gue no estaban contemplados inicialmerite como por
ejemplo: formacién de una organizacion, incorporacion de alguna tecnologia, desarrollo de
un proyecto, firma de un convemo entre otros p05|b|es

Se consiguieron dos vectores para estudios transcrrpcuonales de genes probados
en Pseudomonas, con los cuales se esta trabajando en laboratorio. Con ellos se
posibilita estudio genéticos detallados en nuestra Pseudomonas y da facilidades de

publicar un articulo en el tema.

Aplicabilidad

Explicar la situacion actual del sector y/o tematica en Chlle (region), compararla con las
tendencias y perspectlvas presentadas en las actividades de la propuesta y explicar la
posible mcorporamon de los conocimientos y/o tecnologias, en el corto, mediano o largo
plazo, los procesos de adaptacién necesarios, las zonas potenuales y los apoyos tanto
tecnicos como fmancueros necesarios para hacer posuble su mcorporacmn en nuestro pais

(reglon)

Como es el caso de simazina, el uso de este herbicida en Chile no esta regulado.
Nosotros estamos generando estudios de cémo facilitar la degradacion de este
compuesto en sistemas naturales, ademas de poseer datos que nos dan a conocer
la vida media del compuesto en suelos contaminados.

Lo interesante para nuestro enfoque, es que, existen diferentes ejemplos acerca de
regulacion de genes aplicados a compuestos recalcitrantes. Los genes de
degradacion del estireno, cuyo operdén catabdlico es PstyA, es inducido por
estireno y reprimido por fuentes preferenciales de carbono. Es decir, cuando la
bacteria se encuentra fuentes ricas de carbono, como los es glucosa o derivados
de esta, no es capaz de degradar el estireno. Lo mismo ocurre con la degradacion
de hidrocarburos (alcanos) mediante los genes alk descritos en Pseudomonas
putida, es decir, fuentes preferenciales de carbono inhiben la expresion de la ruta
para degradar compuestos de cadena ramificada como lo son los alcanos. Ambos
sistemas de regulacién socn homélogos en comportamiento, a o que ocurre con la
degradacién de paliclorobifenilos, y a lo que ocurre en nuestro caso con la
degradacién de simazina. Es decir, el estudio sobre el uso de microorganismos
utilizados para generar un producto o una aplicacion industrial, requiere
necesariamente incluir variables fisiolégicas de la bacteria que evalien posibles
represores presentes en el sistema donde se va a aplicar el microorganismo. Si
bien el estudio a nivel genético puede sustentar publicaciones en el drea cientifica,
en el area productiva no resultan imprescindibles si se consideran variables
fisiolégicas que pueden afectar, como ocurre en nuestro caso, los procesos de
biorremediacion.

Como se ha descrito anteriormente, para considerar una bacteria que degrade el
compuesto in situ, es decir, en condiciones reales de campo, se deben considerar
ofras fuentes de nitrogeno presentes en sueio a remediar. La presencia de
nitrégeno amoniacal, asi como de nitrato, serian un efecto negativo para la
expresion de genes de la bacteria, por lo que, bacterias que poseen este tipo de
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regulacion, descritos anteriormente, no serian efectivas para remediar suelos
contaminados con el herbicida.

Los mismos principios pueden ser aplicados a discusiones sobre la degradacion de
muchos otros compuestos no biodegradables en corto tiempo, y que estan o fueron
usados e nuestro pais.

) Deteccion de riuevas oportuniifladés y aspectos que 'quedan por abordar

Senalar aquelias iniciativas que surgen como vias para realizar un aporte futuro para ¢!
rubro y/o tematica en el marco de los objetivos iniciales de la propuesta, como por ejemplo
la posibilidad de realizar nuevas actividades.

Indicar ademas, en funcion de los resultados obtenidos, los aspectos y vacios tecnoldgicos
que aun quedan por abordar para ampliar el desarrollo del rubro y/o tematica.

Para nuestros efectos, el tema de estudios de degradacién de herbicidas s-
triazinas (simazina), se enmarca en un proyecto cientifico que actuaimente esta en
fecha de término. Directamente asociado, se ve la posibilidad de publicar un
articulo cientifico en una revista de impacto. Se esta barajando la posibilidad de
realizar una estancia de especializacion en el laboratorio del Dr. Eduarde Santero
para complementar y terminar estudios genéticos con el laboratorio del grupo en
Sevilla, Esparia con el que cooperamos. Dado que potencialmente podemos seguir
realizando estudios de esta bacteria con fines de patentarla como producto, ¢ bien
seguir el estudio en otras bacterias aisladas desde suelos contaminados en Chile,
y que estan siendo estudiadas fisioldgicamente en nuestro laboratorio.

De acuerdo a los resultados vistos en este congreso. Nuestros conocimientos
estdn derivando a postular feacientemente, que estudios del uso de
microorganismos en procesos aplicativos deben considerar aspectos de regulacién
génica deben ser involucrados en algunos procesos productivos de caracter
biotecnolégico. De manera de asegurar que funcionen eficientemente.

Dentro de un nivel mas especifico. Sin bien en nuestro laboratorio existen
esfuerzos en abordar este tipo de variables, estamos ain en una etapa inicial. La
creacion de mutantes para estudios de este tipo parece ser una variable muy
importante a considerar.

En consecuencia, este tipo de iniciativas (aportes FIA) es indispensable para
favorecer ta interaccibn con pares a nivel mundial, y generar politicas de
colaboracién con grupos que ayuden a mejorar la ciencia en Chile.

Durante este congreso, la comparia Sigma-Aldrich ha lanzado al mercado el
sistema de creacion de mutantes “Tarjetrén”. Este es un sistema de creacion de
genes "knockout’, que consiste en usar ingenieria genética basada en el grupo de
intrones Il de Lacfobacillus lactis, los cuales, al igual que la mutagenesis
convencional de transposones, inactiva genes por insercién. Esta tecnologia, aun
no presente en Chile, daria la posibilidad de que laboratorios con no demasiada
infraestructura generen mutantes con una mayor facilidad, lo cual podria potenciar
estudios geneéticos, con fines aplicados.
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4. ASPECTOS RELACIONADOS CON LA EJECUCION DE LA PROPUESTA

Programa Actividades Realizadas

“iNe ) Fecha . " - Actividad . | niciativa

1 27 al 31 de|Congreso
Agosto

2 02/09/2005 Visita al CNRS

3 23/09/2003 Seminario difusion Universidad del Mar

4 06/10/2005 Seminario Pontificia Universidad Catdlica de
Valparaiso.

5 11/10/2005 Seminario Universidad Federico Santa
Maria.

6 15/10/2005 Envio informe a FIA

Detaliar las actividades realizadas en cada una de las Iniciativas,; sefalar y discutir las
diferencias con la propuesta original, y rescatar lo mas importante de cada una de éellas.
Por ejemplo, en el caso de Giras discutir las actividades de cada visita; Becas, analizar las
exposiciones mas interesantes; Consultores, detallar el itinerario y comentarios del

consultor, Eventos, resumir y analizar cada una de las exposiciones; y Documentos,
analizar brevemente los contenidos de cada seccion.

GIRAS

BECAS
Programa de Actividades

Sabado, Agosto 27

13.30 - 18.00: Inscripcién

8.00 - 18.30: Reunidn de apertura (Alain Filloux)

18.30 - 19.30: Lecturas claves Andrée LAZDUNSKI {CNRS, Marseille, France)
Domingo, Agosto 28

8.45 -12.45. Session 1: GENOMICS., Preside: Victor de LORENZO

12.45 - 14,00 Lunch & Postres

14.00-16.00. Session 2: TRANSPORT & SECRETION Preside: Alain FILLOUX
16.00 - 18.00:Pause & POSTER SESSION I

18.00-20.00. Session 3: CHEMOTAXIS & MOBILITY Preside: Reuben RAMPHAL
Lunes Agosto 29

8.45-12.45. Session 4: GLOBAIL. GENE REGULATION Preside: Andrée LAZDUNSKI
12.45 - 14.00: Lunch & Posters

14,00-16.00 Session 5: PHYSIOLOGY & METABOLIC VESATILITY
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Preside: Juan Luis RAMQOS
16.00 - 18.00: Pause & POSTER SESSION II
18.00-19.45. Session 6;: GENETIC ADAPTATION Preside: Maia KIVISAAR

Martes, Agosto 30
8.45-12.45. Session 7: BIOFILMS & LIFESTYLES Preside: Soeren MOLIN

12.45 - 14.00: Lunch & Posters -
14.00-16.00.Session 8: CYSTIC FIBROSIS Preside: Sophie de BENTZMANN

16.00 - 18.00: Pause & POSTER SESSION III
18.00-20.00. Session 9: ENZYMES Preside: Karl-Erich JAEGER

Miércoles Agosto 31
8.45-12.45, Session 10: HOST-BACTERIUM INTERACTIONS Preside: Carol BENDER

12.45 - 14.00: Lunch & Posters
14.00-16.00. Session 11: BACTERIAL CELL SURFACES Preside: Pierre CORNELIS

16.30 - 17.30: CONCLUDING REMARKS
17.30 END OF MEETING

Viernes 02 de Septiembre : Visita al Laboratorio de Microbiologia Molecular dirigido
por el Doctor Alain Filloux, en las instalaciones del CNRS en Marseille-Francia.

En general, todos los trabajos acerca de xenobi6ticos usan técnicas de biologia
molecular de alto nivel, describiendo procesos metabdlicos a nivel bioquimico o

genético.

Nuestros estudios se estan reenfocando en considerar las condiciones discutidas
anteriormente.

Algqunos ejemplos de otraQ_utas en que la requlaciﬁn esta siendo estudiada

Los policlorobifenilos 6 PCBs son compuestos sintéticos usados principalmente
como refrigerantes y lubricantes en transformadores y otros equipos eléctricos. Sin
embargo, como muchos compuestos sintéticos, son liberados al medioambiente
como subproductos indeseados en la fabricacion e incineracion de sustancias
quimicas. El riesgo a la salud humana ha sido relacionado con disfunciones
inmunitarias, neurolégicas, reproductivas, alteraciones hormonales, del desarrollo,
trastornos neuroconductuales y cancer asociado con la presencia de estos
compuestos en el tejido adiposo del afectado. Se ha descrito ademas que los
PCBs puede atravesar la placenta materna, lo que hace que los organismos en
desarrollo sean vulnerables. También pueden transferirse a través de la leche

materna.

Los microorganismos poseen un gran potencial de degradacion de la mayoria de
los mas de 209 congéneres conocidos. Por lo tanto, han sido y siguen siendo
motivo de estudio para muchos cientificos a nivel mundial.

En Chile el uso de los PCB esta normada bajo el convenio de Estocolmo 2001, con
el cual se restringe el uso y las emisiones de éstos al ambiente. Sin embargo,
existe material guardado a esta fecha que necesita de un tratamiento para ser
eliminado sin riesgo-a la salud humana.

Los genes degradadores de compuestos bifenilos corresponden al operdén bph.
Una de las mejores bacterias descritas como degradadora de este fipo de
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compuestos es la cepa Bulkolderia LB400. En este congreso el trabajo realizado
por Ohtsubo y colaboradores, de la Universidad de Tohoku, Katahira, Sendai,
demostraron que en Pseudomonas sp., antes acidovorax KKS102, la activacion de
promotor pE, responsable de la expresion de los genes bph, esta bajo control
catabdlico, y es reprimido, por algunos acidos organicos como succinato y acetato.
Su regulacion estd basado en un sistema de regulacibn de dos componentes
llamados BphP (sensor kinasa) y BphQ (regulador respuesta). Este estudio lo
realizé usando doble mutantes BphP.

El caso detl Estireno

La degradacion del estireno en sistemas microbianos es de interés por dos
razones. Es usado como un importante monémero en la fabricacion de polimeros.
El estireno ayuda a producir materiales plasticos utilizados en miles de productos
que se caracterizan por su bajo peso, su flexibilidad y su extraordinaria resistencia.
Sin embargo frecuentemente entra al ambiente natural. El estireno como tal, es
toxico para los sistemas vivos en bajas cantidades debido a los efectos
relacionados a las membranas. Ademas los productos de degradacion inmediata
del estireno en el higado humano, el 6xido de estireno, son carcinogenicos. Los
trabajos de Monney (National University of Ireland), y Leoni (University of Roma
Tre) involucraron estudios de regulacion de la ruta de degradacion del estireno. Al
igual que nuestro herbicida, y a los PCBs, nombradc anteriormente, el operdn
responsable de la degradacion de metabolitos de estireno y del estireno en si,
estan también regulados por un sistema de dos componentes llamado StySR, el
cual funciona como activador transcripcional de genes en Pseudomonas putida CA-
3. Este sistema funciona de de manera similar a como funciona la regulacion de
los genes TodS y TutC para el catabolismo del tolueno en Pseudomonas putida F1
y en Thauera sp. Cepa T1, respectivamente.

Biosensores de contaminacién

Un trabajo interesante de ser discutido en estos resultados, son aquellos dirigidos a
la creacion de vectores de expresidn para ser usados en bacteria como
bioindicadores de contaminacion. Destaca el trabajo de de las Heras y Victor de
Lorenzo. Elios, con lo que llaman “dowstream engineering” crearon un vector
derivado de Tn5 y Tn7 genes reporteros unidos a promotores conocidos que
responden a un abanico de diferentes contaminantes aromaticos, e introducidos en
Pseudomonas putida, son promovidos como bicindicadores. Hasta este punto, no
existe novedad en el tema, pues diversos trabajos han tratado de generar
biosensores ambientales de contaminacion. La deferencia de éste, es que los
vectores desarrollados son creados con secuencias Res, como flanqueantes a
genes de seleccion, los cuales inicialmente son usados, pero que luego por
recombinacion se pierden y queda un vector no transmisible que potencialmente da
mucha seguridad para usarlo en suelo, disminuyendo ampliamente el riesgo de
usar organismos genéticamente modificados en sistemas naturales.

Los trabajos de Monney (Nationat University of Ireland), y Van der Meer (University
of Lausane, Swittzerland) involucraron desarroilo de biosensores de compuestos
contaminantes mediante estrategias de modificacién de promotores para que
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respondan a espectros mas amplios de contaminantes,

Este punto puede ser complementado con los resultados. Como esta dicho en
aquella seccion. Lo interesante para nuestro enfoque, es que el estudio sobre el
uso de microorganismos utilizados para generar un producto o una aplicacion
industrial, requiere necesariamente incluir variables fisiolégicas de la bacteria que
evalGen posibles represores presentes en el sistema donde se va a aplicar el

microorganismo.

CONSULTORES

EVENTOS

DOCUMENTOS

Se incluyen los siguientes documentos
1. Fotocopia de nuestro resumen presentado en el congreso.

2. Fotocopias del sistema de generacién de genes knockout, Sigma , Aldrich, USA.

3. Copia en formato digital {powerpoint) de las actividades de difusién.
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Contactos Establecidos

Presentar los antecedentes de los contactos establecidos durante el desarrollo de la
propuesta (profesionales, investigadores, empresas, etc.), de acuerdo al siguiente c_uadr_o:_

Material etaborado y/o reccpila&o _ |

: Inst!tucldn - -

Empnesa Persona de - . =
‘Qrgam;agl 6 Contacto - Cargo Fono/Fax Direccién | E mall
T | I '
ggr?t[r)o Fono: +34 95|Carretera de freyra

Francisca . 4348917 Utrera, Km.1
Ancalz <€ |Reyes Ramirez Investigador | £ 434 95[41013 m@up
lolog 4349376 Sevilla '
Desarrollo
31 Chemin
CNRS Joseph
Aiguier fioux
Centre - Jefe grupo de|Fax: 33 4 91 71 ’ ibsm.
Nationale Dr. Alain Filluox genética 21 24 13402. onrs-
Marseille mrsf
Recherche Cedex 20 rs.ir
Scientifique Francia
Microbiologi
st PhDin Mascherode
. B" logical r Weg 1, hai@
GBF Howard Junca '9 ogl 38124, bf {jeg
Sciences Braunschwei|
Investigador g, Alemania

Entregar un listado del material elaborado, recibido y/o entregado en el marco de la
propuesta. Se debe entregar adjunte al informe un set de todo el material escrlto y
audiovisual, ordenado de acuerdo al cuadro que se presenta a continuacion.

También se deben adjuntar fotografias correspondientes a la actividad desarrollada. El
material se debe adjuntar en forma impresa y en un medio electronico (disquet o disco

compacto).

Elaborado

Cantidad

Tipo de material ‘Nombre o identificacién Preparado por
Poster P.Villalobos 1
Fichas de P.Villalobos 15
presentacion de

seminarios

Invitaciones P.Villalobos 15
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Recopilado

N° Correlativo (sl |  Caracterizacién (titulo)

- Tipo de Material
o ' " es necesario)
Articulo Lamina de poster, fotocopia de resumen
cu Fotocopias Targetron
Foto
Libro Resumen congreso
Diapositiva
CD

Programa de difusion de la actividad

En esta seccion se deben describir |as actividades de di-fusi()n de la actividad, adjuntando
el material preparado y/o distribuido para tal efecto.

En la realizacion de estas actividades, se deberan seguir los lineamientos que establece el
“Instructivo de Difusion y Publicaciones” de FIA, que le sera entregado junto con el
instructivo y formato para la elaboracion del informe tecnico.

Las actividades de difusién, comrespondieron a seminarios expositivos pronosticados a
media hora de presentacion, en el que inicialmente se relataba acerca de los aportes de la
Fundacién para la Innovacién Agraria FIA, los objetivos de esta entidad, asi como su
pagina web. Posteriormente se hablaba del trabajo presentado en e! congreso, y se
discutian algunos ejemplos de otros trabajos que incluyeron estudios de compuestos
toxicos, asi como los beneficios de la asistencia a eventos de esta naturaleza.

El grado de efectividad de la convocatoria se detalla en el proximo item. Por lo general la
asistencia a exposicion de trabajos cientificos es siempre baja, en especial en la
Universidad Federico Santa Maria que no tiene un enfoque bioldgico. Se coordiné con

personal a cargo de cursos para asegurar una asistencia minima. Las fechas para cada
seminario, son fas que a continuacion se detallan: ‘

23/09/2003 Seminario difusidon Universidad del Mar
06/10/2005 Seminario Pontificia Universidad Catélica de Valparaiso.

11/11/2005 Seminaric Universidad Federico Santa Maria.
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5. PARTICIPANTES DE LA PROPUESTA
GIRAS, BECAS: Ficha de Participantes .

CONSULTORES: Ficha de(l} Corisultor(es) -

EVENTOS: Ficha de Expositores y Orgariizadofes

DOCUMENTOS: Ficha de Autores y Editores = *

Apeliido Patermo

Apellido Matemo

RUT Personal

Direccién, Comuna y Region

Fono y Fax

E-mail

rd

Nombre de la organizacién, empresa o0
institucion donde trabaja / Nombre del
predio o de la sociedad en caso de ser

productor

RUT de Ila organizacién, empresa o
institucién donde trabaja / RUT de la
sociedad agricola o predio en caso de ser
agricultor

Cargo o actividad que desarrolla

Rubro, area o sector a la cual se vincula o
en la que trabaja
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Participantes en actividades de difusion -

Es necesario registrar los antecedentes de todos Ios asrstentes que partluparon en Ias

actividades de difusion. El listado de asistentes a cualqmer actividad debera aI menos
contener la siguiente tnformacmn _ : T ‘ :

Apellido Patemo

Apellido Matemo

RUT Personal

Direccién, Comuna y Regién

Fono y Fax

E-mail

Nombre de la organizacion, empresa o
institucion donde trabaja / Nombre del
predio o de la sociedad en caso de ser
productor

RUT de Ila organizacion, empresa o
institucién donde trabaja / RUT de la
sociedad agricola o predio en caso de ser
agricultor

Cargo o actividad que desarrolla

Rubro, area o sector a la cual se vincula o
en la que trabaja
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6. EVALUACION DE LA PROPUESTA

Evaluacion de la actividad para cada INICIATIVA

En esta seccion se debe evaluar la actividad en cuanto a los siguientes items:

a) Efectividad de la convocatoria (cuando corresponda)

De acuerdo a nuestra experiencia universitaria, las convocatorias a seminarios son
de muy poca asistencia sobre todo en provincia. Un clarc ejemplo, esta vez lo
constituye el seminario ofrecido a la Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso,
en que se aprovecho la convocatoria interna del programa de Doctorado, el cual
tiene la norma de caracter obligatorio. A pesar, y de que en la escuela en que se
ofrecié imparte los postgrados de Magister en Bioquimica y Doctorado en Ciencias
gquimicas, la asistencia fue baja.

La mejor convocatoria fue recibida en la Escuela de Agronomia de la Universidad
del mar, que por cooperacion de la jefa de carrera de Agronomia, la Srta. Rosa
Arancibia, se logro la participacion del curso de ultimo afic de Agronomia.

b) Grado de participacion de los asistentes (interés, nivel de consultas, dudas,
efc)

La complejidad del tema no siempre gatilla una gran participacion. No obstante
aquello, en nuestro caso, el-grado de participacién mostrado por la Universidad del
Mar, fue muy amplio. Habia bastante interés en los participantes, dirigiendo dudas
a saber como guiar un trabajo asi. Desde este punto de vista, esto es bastante
acogido, pues indica que los profesionales jovenes tienen inquietudes en ir mas
alla, en aprender y aplicar los conceptos tedricos que escuchan.

Menos preguntas, y mas dirigidas a la parte genética fueron recibidas en la PUCV.
Con mucho menor grado de participacion se observé en la Universidad Federico
Santa Maria. Quizas esto puede ser explicado, en parte, porque esta Universidad
estd dirigiendo recientemente sus enfoques a la parte Biologica, cuyo interés
tradicional es el de las ciencias de la ingenieria.

¢) Nivel de conocimientos adquiridos por los participantes, en funcién de lo
esperado (se debe indicar si la actividad contaba con algun mecanismo para
medir este punto y entregar una copia de los instrumentos de evaluacion
aplicados)

Los tres seminarios fueron dados para un tiempo promedio de exposicion de
treinta minutos, utilizando imagenes digitales proyectadas desde un computador.
Pero la modalidad fue dialogar y responder las dudas en forma inmediata, para
favorecer la comprension del tema.

Esto hacia que las'dudas no permanecieran, por lo que podria entenderse que el
mensaje fue aceptado y aprendido. Directamente no hubo un mecanismo de

evaluacion preimpuesto.
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d) Problemas presentados y sugerencias para mejorarlos en el futuro
(incumplimiento de horarios, desercion de participantes, incumplimiento del
programa, otros)

En un principio, y como esta escrito en ia propuesta inicial, se habia planificado el
seminario en la Universidad Federico Santa Maria para fas fechas el 28 de
septiembre. Este debi6 ser aplazado por fuerza mayor. En La Universidad Santa
Maria, ocurrieron problemas de protestas y toma de sede por parte del alumnado,
por temas internos derivados de las reelecciones de rector. Finalmente este
seminario, fue coordinado con la Dra. y Profesora Lorna Guerrero del
Departamento de Procesos Quimicos. La fecha fue postergada posterior al
Congreso Nacional de Microbiologia, realizado en Pucon, en el cual participamos
los dias 13 al 16 de Octubre, por lo cual el seminario fue realizado finalmente el 11
de Noviembre del 2005.
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Aspectos relacionados con la po:

Soaralt

a) Informacion recibida por parte de FIA para realizar la postulacion

_Xx_amplia y detallada aceptable deficiente

Justificar:

b) Sistema de postulacion al Programa de Formacioén o Promocion (segun corresponda)

X___ adecuado aceptable deficiente

gty

Justificar:

¢) Apoyo de FiA en la realizacién de los tramites de viaje intemacionales {pasajes,
seguros, otros) (sélo cuando corresponda)

X bueno regular malo

Justificar:

d) Recomendaciones (sefalar aquellas recomendaciones que puedan aportar a
mejorar los aspectos administrativos antes indicados)

En términos criticos, esta es la primera experiencia de proyectos FIA, y limitado
sOlo a la asistencia de congresos. En consecuencia, nuestras sugerencias podria
llevar un sesgo indeseado. Bajo esta premisa, podrian someterse a discusion dos

puntos:

e Por un lado, en algunos momentos resulta inapropiado pedir identificacion
detallada a los participantes del seminario, de acuerdo al esquema FIA.

o El llenado de todos los puntos del informe, podria ser sobredimensionados
cuando se trata de fondos para asistencia a congresos cuando el objetivo
inicial, de una actividad como esta es promover los resultados obtenidos.
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7. Conclusiones Finales de la Propuesta Completa

En el casc de Giras Tecnologicas. en lo posible presentar conclusiones
individuales por participants.

Diferentes procesos industriales incluyen la produccién de compuestos no
biodegradables en el ambiente. Una de las herramientas naturales ofrecidas por
la naturaleza son los microorganismos. Nosotros aislamos, desde estos cultivos
agricolas tratados con simazina, la cepa Pseudomonas sp. P41. Esta cepa posee
relevantes cualidades para degradar el compuesto. Durante nuestros estudios
descubrimos que fendmenos de regulacion de genes son indispensables de
estudiar si se quiere usar estos microorganismos como biorremediadores. Nuestra
experiencia indica que estudios de fisiologia, y si es posible, la comprobacion de
éstos a través de estudios génicos y sus reguladores, es indispensable para
proponer responsablemente microorganismos para aplicaciones biotecnologicas.

Diferentes ofros ejemplos de degradacién de compuestos confirman estos
antecedentes. Casos como el estireno, policlorobifenilos, alcanos, entre otros,

confirman estos antecedentes.

La asistencia a congresos, no s6lo permite presentar nuestros trabajos a
instancias internacionales, sino que también favorece el enriquecimiento de
conocimientos frente a un area especifica de trabajo. De esta forma permite
potenciar la nivelacién de trabajos cientificos con pares mas adelantados en
el sector que se trabaJa. Aportes como los que realiza el Fondo de
Innovacién Agraria-Gobierno de Chile, son indispensables para favorecer el
acceso a informacién por parte de grupos que esta trabajando en procesos
dirigidos a la Biotecnologia en Chile y las ciencias en general.

En nuestro caso, este congreso, Pseudomonas 2005, ha enriquecido nuestros
conocimientos en cuanto a mejorar aspectos del estudio de la aplicabilidad de
Pseudomonas P41 en vias de remediar suelos tratados con simazina. E| exceso
de nitrogeno preferencial estaria inhibiendo {a expresion de los genes de via
inferior de la degradacion de simazina. Estos resultados seran reconfirmados a
través de la creacion de fusiones transcripcionales y posteriormente realizaremos
ensayos en microcosmos con suelos reales traidos desde el campo.

Nuestra interaccion con pares en el congreso, favorecio nuestro entendimiento del
tema. Ademas se consiguieron materiales genéticos, para continuar nuestros
estudios y se generaron contactos que pueden ser potenciales colaboradores en
futuros proyectos cientificos en el area.
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Yo, __ Patricio Villalobos biaggini , RUT N°_10714835-3

recibl de,_ Universidad Federico Santa Marla , Entidad Responsable de 1a

propuesta Cédigo ___ FIA-CD-V-2005-1-A-073 , lasumade $_581,000

por concepto de vidticos (alimentacién y traslados menores) entre las siguientes fecha:

26/08/2005 al 06/09/2005

Firma receptor ;

RUT:

V°B° y Timbre Entidad Responsable: \B\,) UUJ.LL ?"’
Fecha: UOO\Q)JIJ&L 2K 200X
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RECIBO

COMPROBANTE INTERNO

, $ 581.000

He recibido de |a Universidad Técnica Federico Santa Maria 1Ia suma-de Quinientos

ochenta y un mij) pesos en cheque/ efectivo,

Pseudomonas 2005 5 realizase entre el 26 de Agosto y { de Sept/05 para presentar trabajo
de investigacion. Proy. de Investigacion Access N° 1CA4-2002-10011 » que dirige: Michael

Seeger, del departamento de Quimica
Documento Adjunto: Neo Hay.

DGIP-Dinv-181/2005

. éb‘;SNTAB'F‘ZAC'ngé — Patricio Villalobos
L . Nombre y Firma
o

« 1 — :
Drfugenio Gonzélez’v. , )
DGIpP
[ /' Cta. Presupuestaria Jefe Direccion de
53.35.01 Finanzas

VALPARAI 50, Agosto 24, 2005
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CENTRE NATIONAL
DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

Délégation Provence

31 Chemin Joseph Aiguier

13402 MARSEILLE Cedex 20

Dossier suivi par : S Terzian et M H Meissel
Tél: 04 91 16 4510 Fax:04 9116 42 16
mail: sylvie.terzian@dr12.cnrs.fr

et marie-helene.meissel@dr12.cnrs.fr

Votre reference: 0

FACTURE ACQUITTEE N°

Marscille, le 29/08/2005

VILLALOBOS BIAGGINI Patricio
Universidad tecnica Federico
Santa Maria

Avda Espana 1680

0

Valparaiso

CHILE

411 /9K3005
PSEUDOMONAS 2005 DU 27 AU 31 AQUT 2005

Désignation ﬁ;’: Quantité | Prix Unitaire | Montant H.T.
i
STUDENT : Frais d'inscription comprenant 4 déjeuners 1 1 192,31 192,31
VILLALOBOS BIAGGINI Patricio
cqulttée par : Total Net HT 192,31
"ARTE VISA TVA taux 1 = 19,6%
A 37,69
I'Age TVA laux 2 =55%
TVA laux E = exonérée
TOTAL TTC 230,00 EUR
ndilions de paiement ;

yable & réception 4 Monsieur L'Age mplable Secondaire du CNRS.
» chemin Joseph Alguler - 13402 Marseiile cedex 20

r chéque bancaire ou postal 4 son ordre ou bar virement bancaire :
‘Marseille : 10071 - 13000 - 00001005445 clé 05

tabllssement n'accorde pas d’'Escompte.
CNRS est assujelti 4 la TVA sur les débits
d'identification TVA : FR 40 180 089 013
ET 180 082 013 01724 - APE 731Z
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" 10% INTERNATIONAL CONGRESS ON PSEUDOMONAS  piai dos congrés - Marsatia

;‘4 rﬁyttld{s:ipﬂnnrr exploration of current Pseudomonas Research  France - August 27-31, 2005

Marseille, August 18th, 2005

CERTIFICATE OF ATTENDANCE

The Organizing Committee certifies that
Mr. Patricio VILLALOBOS BIAGGINI

attended the 10th International Congress on Pseudomonas which took place
in Marseille (France) from August 27 to 31, 2005.

Alain Filloux

PSEUDOMONAS 2005
CNRS-UPR 8027
31 Chemin Joseph Alguier - 13402 Marseille Cedex 20 - France
. Tel : {33) 04 91 16 41 27 - Fax : (33) 04 91 71 21 24
Websita : www.atout-org/pseudomonasz005/ - Email ; pseudomonas2005@ atout-org.com
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Pasajes Terrestres Internacionales

(Aeropuesrtos y movilizacion local)
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Genetic Engineering that is Right on Target!

"I"he TargeTron™ Gene Knockout Systern is a
revolutionary method for rapid and specific
disruption of genes in prokaryotic organisrrs. Utility
of the technology has been demonstrated for
prokaryotic genetic engineering, systerns bioclogy
and functional genomics approaches.

The method exploits the retrohorning ability of
group Il introns and utilises a simple PCR step to
“re-target” the TargeTron™ group Il intron for
specific insertion into the host genorre. Gene
knockout using the TargeTron™ system has been
validated in a broad range of bacterial strains such

Features
» Targeted and permanent gene disruption

« Simple, streamlined protocol; Knockouts in
3 days or less

» Minimal screening to isolate mutants

« No cell conjugation or specific host factor
requirements

« »90% successful targeted insertion

Ordering Iinformation

as Escherichia coli, Staphvlococcus aureus, fNo. Description Pack Size Price €
L actococcus lactis, Clostridium perfringens, Shigella 100, Targelion'™ Gene Jeach 300.00
flexneri and Salmonella tvphimurium. F i Knodkout 10 exch 750.00
For further details please see the article on pages 4-5 or visit our website at
sigma-aldrich.com/targetron
Hocms OQAammor Mie T SSUPELCT STTRC ﬁ\
ll/\.l

[sigma-aldrich.com|

LEADERSHIP IN LIFE SCIENCE, HIGH TECHHOLOGY AND SERVICE

SIGMA-ALDRICH
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PSEUDUM G NISRUUSALTE 1C
10 INTERNATIONAL CONGRESS ON PSEUDOMONAS  .iais des congrés - Marselite

A multidisciplinary exploration of current Pseudomonas Research France - August 27-31, 2005

Sigma-Aldrich is proud to take part as sponsor in this
International congress: please feel free to discover top
products and tools connected to your scientific focus

Genetic Engineering that is Right on Target !

* The TargeTron™ Gene Kpockout System is a revolutionary method for rapid and specific
disruption of genes in prokaryotic organisims. The method exploits the retrohoming ability of
group II introns and utilizes a simple PCR step to “re-target” the TargeTron group II intron for
specific insertion into the host genome.

Microbial ORFmer Arrays - Pseudomonas aeruginosa ORFmers

* P, aeruginosa ORFmer PCR* primer pairs have been designed to amplify all of the
putative open reading frames (ORFs} in P. aeruginosa (strain PAO1). The entire genome
contains 5,570 protein coding genes.

Custom Oligo library for Pseudomonas

* Are you willing to study the whole pseudomonas Transcriptome ?

* Sigma-Genosys is ready to design and manufacture long and modified oligos ready to
be spotted on slide

[sigma-aldrich.com|

- ——— ———s —

Enjoy your congress for all your questions please ask for
Jean-Frédéric LOUBEREAU
Biotech Sales development Specialist

I am attending the Congress on Monday and Tuesday
August 29-30"

jloubere@europe.sial.com

>
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LEADERSHIP IN LIFE SCIENCE, MIGH TECHNOLOGY AND SERVICE s
SIGMA-ALDRICH
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GOBIERNO DE CHILE
FUNDACION PARA LA
INNOVAQIGN ACGRARIA

Seminario

POTENCIAL DE DEGRADACION DE
LOS HERBICIDAS S-TRIAZINAS

Sr. Patricio Villalobos, MSc. .
Carnididato™a Doctor ‘en Biotecnologia UTFSM-PUCV

En el marco de Programas para Formacidn

FIA-Gobierno de Chile, se Invita a la

comunidad cientifica de la Universidad
del Mar a este seminario.

Viernes 23 de Septiembre - U. del Mar

ala b‘ 32 | . Hora: 13:00 hrs .
Y L AN .

S
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Simazine is an important member of s-triazine hetbicides. widely-used in Chile for controlling broad- 1
| leaved weeds. ‘Psetidonionas ‘sp: ‘strainP41 " is' a"nativé bacterium’ isolated from' ‘Chiléan -soils by |

| ‘enrichment using simazine as sole nitrogen source. Pseudomonas sp. P4l is able to degrade

.efficiently simazine and atrazine. Unlike other s-triazine degrading strains, Pseudomonas sp. P41 is
amenable to genetic manipulation, supporting stable insertion of foreign gene into the genome. All
- catabolic genes of the upper (atz4, atzB and atzC) and lower (arzD, azE, and atzF) pathways for
atrazine utilization were detected by PCR. A LysR-like regulator of the pathway was identified by
sequence analysis. Resting cells assays showed that simazine degradation in strain P41 was controlled
by availability of additional nitrogen sources, as previously determined for Pseudomonas sp. strain
ADP (1). Preferential nitrogen sources, such as ammonia, repressed the simazine degradation
| pathway in this strain, while limiting nitrogen conditions induce simazine utilization. RT-PCR
experiments showed that the genes of the upper pathway are constitutively expressed. AtzDEF operon
'( was regulated by nitrogen sources availability as simazine and cyanuric acid. Additional regulation
| ‘experiments confirmed. these results. Pseudomonas sp. strain P41 showed several differences in
| regulation of s-triazines degradation in comparisons to Pseudomonas sp. strain ADP (1). Notably,
| Pseudomonas sp. Pal exhibited significant s-triazine degradation in the presence of nitrate. This is

‘particularly interesting, since in fertilized agricultural soils the simultaneous presence of nitrate and

-herbicides has been determined. Studies of simazine degradation by Pseudomonas sp. strain P41 in
| nitrate-amended soil microcosms are currently in progress.
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UNIVERSIDAD DEL MAR
ESCUELA DE CIENCIAS AGROPECUARIAS

SRES: FONDO DE INNOVACION AGRARIA
Presente

CERTIFICADO

A través de la presente, informo a Ud. que el Sr. Patricio Villalobos
realizd su exposicibn sobre el trabajo financiado por FIA,
denominado, “ Potencial de degradacion de los herbicidas S —
Triazinas”. A un grupo de 38 alumnos de quinto ano de Agronomia.
Su presentacion resultd muy motivante en una Escuela cuyo énfasis
en la Agricultura limpia.

Agradecemos su consideracion,

Atentamente,

@Wc(

Ing. Agr. M.Sc. Rosa Arancibia e
Coordinacion docente

Escuela de Agronomia
Universidad del Mar.

Valparaiso, 23 de septiembre, 2005



DOCTORADO EN BIOTECNOLOGIA
PROGRAMA DE SEMINARIOS

2° Semestre 2005
FechaHora | Titulo Expositor Lugar
29 Sep/ 17:30 | Biodegradacion de s-triazinas desde sus bases Sria. Verdnica Morganie UTFSM
moleculares a estudios de campo. Auditorio
Principal,
Produccion en masa de nematodos aislados de Sr. Pafricio Araneda H. Edificio A
suelos contaminados con metales pesados para su
utifizacién en una metodologia de remediacitn
biokbgica integral
6 Oct/17:30 | Biokansformacidon de terpenoides y derivados in situ Srta. Marcela Carvajal T. PUCV
en lejidos vagetales mediane hidroxilasas de! hongo Sala
Giberefla fujicurol Multimadia,
Escuela de
Regulacion de la degradacion de herbicidas en Sr. Patricio Villalobos B. Ingenieria
bacterias. En el Marco de Proyects FIA on el Bioquimica
trabajo presentado en el Congreso Blanuaide Genersal
Pseudomonas 2005, Marseille -Francla Cruz 34
13 Oct/ 17:30 | Regulacin de expresion géniod en bacterias Dr. Pablo Santero UTFSM
U. Pablo de Olavide Auditorio
Sevilla, Ecpaiia Principel,
) Edificio A
27 Oct 17:30 | Consfruccién y expresion in vitro de péptidos Sr. Mauricio Diaz R. PUCV
antimicrobianos recombinantes a pastir de moléculas Sala 1-23
del sistama inmune de nvertebrados para su Casa
potencial aplicacidn en el control de agentas Central
patgenos
10 Nov/ 17.30 | Por definir Josef Lopez UTFSM
Depto Ing Quimica Auditorio
U Autbnoma de Bercelona . Principal,
Edificio A
24 Nov/ 1730 | Tecnicas de cuitivo de nematodos a gran escala Mayra de la Tome PUCV
U Autonoma de Sonora Sala 1-23
México Casa
Central
15DicM7:30 | Por definir Fanny Guzman (Inv S M)
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GOBIERNO DE CHILE
FUNDACION PARA LA
INNOVACION ACRARIA

Seminario

POTENCIAL DE DEGRADACION DE LOS
BERBICIDAS S-TRIAZINAS

Patricivo Villalobos, MSc.
Candidato a Doctor en Biotecnologia UTFSM-PUCV,

Tiene el agrado de invitarle a este seminario para dar a
conocer su trabajo, experiencias y resultados obtenidos a
través de la asistencia al y 10th International Congress
-~ on Pseudomonas 2005, realizadc en Marseille, France.

La participacién a tal evento conté con el apoyo del
Programa de Formacién de la Fundacidén para la Innovacidn
Agraria (FIA).

Viernes 11 Noviembre

Sala de seminarios II, Depto de Procesos Quimicos

Universidad Federico Santa Maria, a las 11:45 horas.

Agradecemos su asistencia y la difusién de esta
invitacién.
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Lgmjm Seminario

DEGRADACION BACTERIANA DE HERBICIDAS DE USO EN CHILE

Sr. Patricio Villalobos, MSc., Candidato a Docter en Biotecnologia UTFSM-PUCV,
y participante det 10th International Congress - on Pseudomonas 2005, realizado en
Marseille, France el pasado mes de Agosto, tiene el agrado de invitarle a un seminario
para dar a conocer su trabajo, experiencias y resultados obtenidos a través de la
asistencia a dicho congreso. La participaciéon a tal evento contd con el apoyo del
Programa de Formacién de la Fundaci6on para la Innovacién Agraria (FIA).

Dia: Viernes 11 de Noviembre, Lugar: salon auditorium i1, Departamento de Procesos
Quimicos, de la Universidad Federico Santa Maria. Hora: 11:45 horas.

Le rogamos confirmar su asistencia a patricio.villalobos@usm.cl.

Agradecemos su asistencia y la difusién de esta invitacién a los
interesados que usted conozca.

mﬁwl Seminario

DEGRADACION BACTERIANA DE HERBICIDAS DE USO EN CHILE

Sr. Patricio Villalobos, MSc., Candidato a Doctor en Biotecnologia UTFSM-PUCYV,
y participante del 10th International Congress — on Pseudomonas 2005, realizado en
Marseille, France el pasado mes de Agosto, tiene el agrado de invitarle a un seminario
para dar a conocer su trabajo, experiencias y resultados obtenidos a través de la
asistencia a dicho congreso. La participacion a tal evento contd con el apoyo del
Programa de Formacién de la Fundacién para la Innovacion Agraria (FIA).

Dia: Viernes 11 de Noviembre, Lugar: saléon auditorium I, Departamento de Procesos
Quimicos, de la Universidad Federico Santa Maria. Hora: 11:45 horas.

Le rogamos confirmar su asistencia a patricio.villalobos@usm.cl.

Agradecemos su asistencia y la difusién de esta invitacidén a los
interesados gque usted conozca.

®» Seminario

DEGRADACION BACTERIANA DE HERBICIDAS DE USO EN CHILE

Sr. Patricio Viilalobos, MSc., Candidato a Doctor en Biotecnologia UTFSM-PUCYV,
y participante del 10th International Congress — on Pseudomonas 2005, realizado en
Marseille, France el pasado mes de Agosto, tiene el agrado de invitarle a un seminario
para dar a conocer su trabajo, experiencias y resultados obtenidos a través de la
asistencia a dicho congreso. La participacion a tal evento conté con el apoyo del
Programa de Formacién de la Fundacién para la Innovacién Agraria (FIA).

Dia: Viernes 11 de Noviembre, Lugar: salén auditorium 1I, Departamento de Procesos
Quimicos, de la Universidad Federico Santa Maria. Hora: 1 1:45 horas.

Le rogamos confirmdr su asistencia a patricio.villalobos@usm.cl.

Agradecemos su asistencia y la difusidén de esta invitacién a los
interesados que usted conozca.
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The ligM an'd_!'c_le promoler regions were cloned into a promoter probe vector, and their
promoter activities were examined in SYK-6. The lighf promoter activily was enhanced
approximately 3-fold when the cells were incubated in the presence of vanillate. On the
other hand, the folD was suggested to be transctibed constitutively.

?;{;renus : Abe, T., E. Massi, K. Miyauchi, Y. Katayama, M. Fukuda, 2005. J. Bacteriol. 187:2030-
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Simazine degradation by Pseudomonas sp. strain P41 isolated
from herbicide-treated agricultural soils in Chile

Villalobos P."", Garcla-Gonzdlez V. Govantes F.”, Santero E.” and Seeger
MY,

M) aboratorio de Microbiologia Molecular y Biotecnologia Ambiental,
Universidad Técnica Federico Santa Maria, Valparalso, Chile. @BCentro Andaluz
de Biologia det Desarrollo y Departamento de Ciencias Ambientales, Universidad

Pablo de Olavide, Sevilla, Spain.
*Pairicio.villalobos@usm.cl

Simazine is an important member of s-trinzine herbicides widely used in Chile for
controlling broad-leaved weeds. Psendomonas sp. strain P41 is a native bacterium isolated
from Chilean soils by enrichment using simazinc as sole nitrogen source. Pseudonionas sp.
P41 is sble to degrade efficiently simazine and atrazine. Unlike other s-triazine degrading
strains, Pseudomonas sp. P41 is amenable lo genetic manipulation, supporting stable
insertion of foreign gene into the genome. All catabolic genes of the upper (afzA, atzB and
atzC) and lower (arzD, atzE, and aizF) pathways for atrazine utilization were detected by
PCR. A LysR-like regulator of the pathway was identified by sequence analysis. Resting
cells assays showed that simazine degradation in strain P41 was controlled by availability of
additional nitrogen sources, as previously determined for Pseudomonas sp. strain ADP (1).
Preferential nitrogen sources, such as ammonia, repressed the simazine degradation
pathway in this strain, while limiting nitrogen conditions induce simazine utilization. RT-
PCR experiments showed that the genes of the upper pathway are constitutively expressed.
AtzDEF opeton was regulated by nitrogen sources availability as simazine and cyanuric
acid. Additional regulation experiments confirmed these results. Psendomonas sp. strain
P4i showed several differences in regulation of s-triazines degradation in comparisons lo
Pseudomonas sp. strain ADP (1). Notably, Peudomonas sp. PA1 exhibited significant 5-
triazine degradation in the presence of nitrate. This is patticularly interesting, since in
fertilized agricultural soils the simultaneous presence of nitrate and herbicides has been
determined. Studies of simazine degradation by Psendomonas sp. strain P41 in nitrate-
ammended soil microcosms are currently in progress.

1. Garcla-Gonzalez et al., 2005, J. Bacteriol. 187: 155
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Affymettix DNA microarrays were used
PAO1 to PHMB. PAQ! was grown in ¢
presence of 40ppm PHMB and gene ex
growth rate without FHMB, A number
in the presence of biocide.

Mutagenesis strategies to al
IibpR regulatory pre

Vogune ¢! and van der Meer IR.
Departinent of Fundamental Micre

Lausanne, Switzerland.
{E-mail : christelle.vogne@unil.ch

Pseudomonas azelaica HBP1 is ab
hydroxybipheny! (2-HBP), as sole ca
metabolism depend on three enzym
Detection of 2-HBY by P. azelaica is 8
HbpR. The gene encoding the HbpR
This protein, which belongs to the >
aclivates transcription from two sigm:
presence of 2-HBP. HpbR has a mod
perception A-domain linked by a she
carboxy-terminal D-domain containi
between the A-domain and 2-HBP is
HbpR protein, which thereby become:
C-domain localised ATPase activity. T
domain in the regulatory protein Hb)
effector-binding site and a wide range
modeled in its tertiary structure by a t
domain gene region corresponding \¢
were created by site directed mutagent
a plasmid containing an HbpR-regu
mulants were tested for their inducibil
the mutants was related to the bioinfa
was purified as an N-terminal HIS
microscopy in the presence or absenc
observations revealed that HbpR see:
binding to the DNA.

Reference:

Characterization of HbpR binding by site-c
of the effector domain. Tropel D, van der }
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