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The meristematic zones of C. erecta y E.
retusa, kept an important bank of dormant
and viable buds, in the basal and medial zone
of the axis after herbicide application, which
means that the glyphosate do not reduce the
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ability of regrowth in these species.
According to these results, several mor-
phological characters shared by the three
species were recognized, which may play an
important role in avoiding the herbicide action.
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Resumen

La diseminacion de determinantes de
resistencia a antimicrobianos a través del
intercambio de material genético entre las
poblaciones bacterianas, y la posterior emer-
gencia de microorganismos resistentes es
un fenédmeno actual y en crecimiento. Uno de
los elementos involucrados en la integracion
y expresion de genes de resistencia a antimi-
crobianos son los integrones. Estos son ele-
mentos genéticos moviles que actlian como
vectores naturales de clonado y expresion
integrando y expresando genes en casete.

Como parte de un estudio epidemiolégico
de integrones realizado con anterioridad en
nuestra region, se ha detectado en tres ais-
lamientos multiresistentes de enterobac-
terias un nuevo gen en casete codificante
para una B-lactamasa (bla,, ,,,) derivada
de bla,, ,, localizado en un integrén clase 1.
Las B-lactamasas de tipo OXA han sido des-
criptas en enterobacterias y en otros bacilos

gram-negativos no fermentadores de glu-
cosa (principalmente en Acinetobacter bau-
manii y Pseudomonas aeruginosa). Se hallan
frecuentemente localizadas en plasmidos
e integrones, asiduamente como genes en
casete dentro de integrones clase 1.

Con relacion a este tema, en éste trabajo
de tesis se plante¢ el andlisis de la localiza-
cién y transferibilidad genética de bla,,, .,
y el estudio de las caracteristicas bioqui-
micas de la p-lactamasa. Los resultados
obtenidos permiten afirmar que este gen en
casete se encuentra localizado en un plas-
mido conjugativo de alto peso molecular.
Se determind ademas, el punto isoeléctrico
y masa molecular de la enzima obtenida de
forma recombinante. Respecto al espec-
tro de hidrdlisis, solo se observd una dismi-
nucion de la susceptibilidad a ampicilina y
piperacilina netamente debido a OXA-101.
Por Ultimo, se realizé una breve caracteriza-
cion cinética de la misma.

Dentro de los integrones clase 1, exis-
ten los denominados integrones inusuales.
Estos poseen como caracteristica Unica la
presencia de una region comun (CR), que
contiene el marco abierto de lectura 0rf573,
codificante para una posible recombinasa
de ADN. Se encuentra postulado que la
proteina Orf513 podria estar involucrada
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tanto en el proceso de integracién de genes
(mayormente determinantes de resistencia
a antibacterianos) originando los integrones
inusuales, como en el de captura de genes
cromosomales y posterior propagacion de
los mismos en elementos mdviles. A tra-
vés del alineamiento de secuencias CR con
proteinas del grupo de 1S97, fue observado
que estas secuencias comparten caracte-
risticas y motivos que permiten suponer que
las CR son elementos transponibles de la
familia de las secuencias de insercién 1S97,
por lo que se ha propuesto renombrarlas
como secuencias de insercion CR (ISCR)
y, puntualmente, a la CR asociada a inte-
grones clase 1 inusuales: ISCR1. La carac-
teristica distintiva de replicacién por trans-
posicion en rolling circle de 1S91 podria
explicar los cambios estructurales obser-
vados en los integrones inusuales, ya que
este mecanismo de replicacion provee a
estos elementos de la capacidad de movi-
lizar secuencias adyacentes. Conveniente-
mente, estos elementos ISCR7 proveen un
promotor para la expresion de genes inte-
grados corriente abajo de estos elementos,
lo cual enfatiza la importancia de la presen-
cia de estas secuencias en lo que a disemi-
nacion de la resistencia comprende.

En cuanto a este Ultimo tema se realiza-
ron dos tipos de estudios:

En uno de ellos se analizé la presencia
de integrones inusuales en aislamientos cli-
nicos de enterobacterias recolectados en
dos instituciones de salud de la ciudad de
Santa Fe. En los integrones inusuales halla-
dos se realizd la deteccién de determinan-
tes de resistencia a quinolonas (genes qnr)
y a p-lactamicos (bla, ,, , ¥ blay, ,). Final-
mente, se efectud la caracterizacion de
ciertas regiones presentes en los integro-
nes inusuales. La deteccion de integrones
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inusuales asociados a diferentes determi-
nantes de resistencia afirma la importan-
cia de la realizaciéon de estos estudios de
manera periddica.

Por otro lado, se analizé la capacidad de
interaccion de Orf513 con diferentes secuen-
cias de ADN, de manera de poder estudiar
la hipétesis de que esta proteina posee acti-
vidad recombinasa y es capaz de movilizar
genes contiguos al elemento ISCR7. En pri-
mer lugar, se realizaron diferentes estrate-
gias de clonado y expresion con el fin de
obtener la proteina Orf513 recombinante
convenientemente pura. Posteriormente, se
realizaron ensayos de retardo de movilidad
electroforética entre el extracto con la pro-
tefna en estudio y diferentes secuencias de
ADN, obteniéndose evidencias de interac-
cion entre Orf513 y secuencias de ADN par-
ticulares. De nuestro conocimiento, esta es
la primera descripcion realizada de la activi-
dad enzimatica postulada para Orf513.

Molecular characterization of class 1
integrons. Associated orfs expression
and functional characterization

Summary

As part of an epidemiological study pre-
viously conducted in our region it has been
detected a new gene cassette coding for
a P-lactamase (bla, ) derived from
bla,, ... located in a class 1 integron in three
multidrug resistant isolates of Enterobacte-
riaceae. In this study, we have characterized
the genetic localization and transferability of
blag,, ,.,» and also the biochemical charac-
teristics of this B-lactamase. The obtained
results confirm that this gene cassette is
located on to a high molecular weight conju-
gative plasmid. Also, it was determined the
isoelectric point and molecular weight of the
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purified recombinant enzyme. Finally, a brief
kinetic characterization was performed.

The presence of complex class 1 inte-
grons in clinical isolates of Enterobacteria-
ceae collected in two health institutions in
Santa Fe city was analyzed. In the complex
integrons detected, the existence of quino-
lone resistance determinants (gnr genes)
and B -lactams (bla,,,,,, and bla,.,,) was
studied. Finally, molecular characterization
of certain regions of complex class 1 inte-
grons was carried out.

We examined the occurrence of protein-
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DNA interaction between Orf513 and diffe-
rent DNA sequences, so as to examine the
hypothesis that this protein has recombinase
activity and is able to mobilize adjacent genes
to ISCR7 element. Electrophoresis mobi-
lity shifts assays were performed between
the protein extract, containing Orf513, and
several DNA sequences. The obtained data
showed DNA-binding activity for a purified
extract of Orf513 on particular DNA sequen-
ces. To the best of our knowledge, this is the
first experimental description related to the
proposed enzymatic activity for this protein.
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Resumen
En este trabajo se abordd la contami-
nacion por microcontaminantes inorgani-

cos (Cromo, Cobre, Plomo y Arsénico) y
plaguicidas (Atrazina —Atr— y Endosulfan
—End—) en ecosistemas acuaticos con-
tinentales y su efecto sobre organismos
planctonicos de diferente nivel tréfico —
productores y consumidores primarios—,
asi como la eficiencia de acumulacién por
microalgas a escala de laboratorio.

Se realizaron muestreos mensuales du-
rante un ano (2011-2012) en cuatro sitios
del sistema de los arroyos Colastiné—Corra-
lito, que atraviesan zonas agricolas e indus-
triales del centro-sur de la provincia de
Santa Fe (Argentina). Se midieron variables
fisicoquimicas in situ y en laboratorio, ade-
mas se determinaron las concentraciones
de metales pesados y arsénico en agua y
sedimento y plaguicidas en agua. Se ana-
liz6 la posible vinculacién entre la conta-
minacion por metales pesados, arsénico y
plaguicidas registrada en agua y sedimento



