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La adhesion celular en las plantas es un
hecho esencial en la comunicacion célula-
célula. Este proceso se ha propuesto como
un paso clave en la reproduccion de las
Angiospermas al mediar el contacto inicial
del grano de polen al estigma. La poliniza-
cidn es un paso crucial en el ciclo de vida de
las plantas y constituye la interaccion célula-
célula mas importante de las plantas con flo-
res, donde el éxito de la reproduccién sexual
depende de multiples interacciones entre el
grano de polen y los diferentes tejidos del
pistilo. Luego de dicha adhesién, se produce
una comunicacion cruzada entre ambas
estructuras, que culmina con el rechazo
(mecanismo de autoincompatibilidad o Sl)
0 la aceptacion del grano de polen propio
(mecanismo de autocompatibilidad o SC).
En el mecanismo Sl participan proteinas que
pertenecen a la superfamilia de proteinas
con repeticiones armadillo (ARM). Una alta
proporcion de los dominios ARM en plan-
tas se encuentran coexistiendo con domi-
nios U-box, desempefnando funciones espe-
cializadas, la mayorfa de ellas como ligasas
de ubiquitina E3 (PUB-ARM). La mayor parte

de las ARMs de Arabidopsis thaliana poseen
dominios U-box (AtPUB-ARMSs), desempe-
nando roles como ligasas de ubiquitina E3.
En este trabajo de tesis, utilizando herra-
mientas bioinformaticas, se encontraron 113
polipéptidos pertenecientes a esta superfa-
milia de proteinas en el genoma de A. tha-
liana (AtARMs). Como objetivo general del
presente estudio, se propuso la caracteriza-
cion del mecanismo de adhesién celular en
una especie SC y asimismo, estudiar en el
proceso de polinizacion el posible rol biold-
gico de las proteinas AtARMSs. Se caracterizd
inicialmente la naturaleza quimica de la inte-
raccion polen-estigma, corroborando que
se trata de un contacto de tipo lipoproteico.
Mediante técnicas de microscopia éptica,
electrénica de transmision y de barrido, se
detectaron particularidades, no descriptas
previamente, de la interaccion polen-estigma
entre las que se destaca la discontinuidad de
la traza osmiofilica del contacto y se corro-
boraron otras, como la reorganizacién de
la red vacuolar en las papilas estigméticas,
con reorientacién de éstas hacia el punto
de contacto con el grano de polen. Por téc-
nicas bioinformaticas, se determino la exis-
tencia de proteinas AtARMs putativas rela-
cionadas filogenéticamente con ARC1, una
ligasa de ubiquitina E3 que participa en el
mecanismo de S| en Brassica. Mediante téc-
nicas de inmunodeteccion, se caracterizaron
tres grupos de proteinas AtARMSs los cuales
mostraron perfiles diferenciales cuando se
somete a las plantas a tratamiento hormo-
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nal y estrés salino. En el presente trabajo,
los estudios de expresion génica utilizando
RT-sgPCR mostraron que, del conjunto de
transcriptos que codifican para las AtPUB-
ARMs maés relacionadas filogenéticamente
con BnARC1 y que aumentaron sus niveles
de expresion proteica bajo diferentes trata-
mientos, el polipéptido que emergié como
candidato a estudiar fue AtPUB16. Esta
posible ligasa de ubiquitina E3 mostré ele-
vados niveles de expresion génica con el
agregado exdégeno de GA en plantas salva-
jes donde, por técnicas de inmunofluores-
cencia, se detectaron proteinas ARM en el
interior de las papilas del estigma durante el
contacto con el grano de polen. Asimismo,
se observd por microscopia de epifluores-
cencia un aumento significativo de granos
de polen adheridos cuando se somete a las
plantas a tratamiento con GA. Para corrobo-
rar el posible rol de esta molécula, se utiliza-
ron mutantes en el gen pub16 en los que no
se verificaron incrementos de su expresion,
ni en el nimero de granos de polen adheri-
dos, ante el tratamiento con GA, comparada
con los genotipos salvajes. En los mutan-
tes, usando técnicas de inmunofluorescen-
cia no se detectd la presencia de proteinas
ARM en el interior de las papilas. Asimismo,
mutantes en el receptor gid7a mostraron,
para ambos tratamientos, un nimero de gra-
nos de polen adheridos similar al genotipo
salvaje sin tratamiento con GA. Esto sugiere
que la activacion de la expresion génica de
AtPUB16 serfa mediada por GA. En un ané-
lisis posterior, y con el objetivo de encontrar
posibles moléculas blanco para la ligasa de
ubiquitina E3 AtPUB16, se observd que en
flores sometidas a tratamiento con GA se
verifica un aumento significativo de la expre-
sion genica de EXO70A1, un homdlogo de
EXO70 de B. napus, involucrado en la acti-
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vidad secretora de las papilas estigmati-
cas, sugiriendo su posible participacion en
la via de hidratacién del polen propio en A.
thaliana. Analizando tanto en A. lyrata (Sl)
como en A. thaliana la expresion génica de
los transcriptos correspondientes a AtPUBS,
molécula implicada en la pseudo-autocom-
patibilidad (PSC) en especies SI, se obser-
varon aumentos significativos en la expre-
sion de dichos transcriptos, en presencia de
GA en genotipos salvajes de A. thaliana. Su
aumento en una especie SC, podria sugerir
su participacion en vias que refuerzan la SC
en A. thaliana. Los hallazgos presentados
en esta tesis doctoral, permiten comenzar
a dilucidar el rol clave de las proteinas ARM
en el mecanismo de polinizacion de A. tha-
liana y asimismo, la sensibilidad diferencial
que este conjunto de moléculas tienen frente
a diferentes condiciones de tratamiento. En
particular, se determiné que AtPUB16 actua-
ria como una ligasa de ubiquitina E3, clave
en la promocién de los contactos polen-
estigma en flores de A. thaliana sometidas a
tratamiento con GA, potenciando los meca-
nismos de autopolinizacion.

Morphological and molecular character-
ization of cell adhesion process in plants

Cell adhesion in plants has been pro-
posed as a key step in the reproduction
of the Angiosperms by mediating the ini-
tial contact pollen-stigma and involve pro-
teins belonging to the protein superfamily
with armadillo repeats (ARM). In Arabidop-
sis thaliana AtPUB-ARMs play roles as E3
ubiquitin ligases. In this thesis, using bioin-
formatic tools, we found 113 polypeptides
belonging to this superfamily of proteins in
of A. thaliana. In order to characterize the cel-
lular adhesion mechanism and to study the
possible biological role of the AtARMs pro-
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teins, initially the lipoprotein chemical nature
of the pollen stigma interaction was corrob-
orated by the microscopic techniques. Puta-
tive AtARMs phylogenetically related with
BnARC1, an E3 ubiquitin ligase, were deter-
mined and by immunodetection techniques
AtARMs proteins with differential profiles
were characterized when the plants were
submitted to hormonal treatment and saline
stress. Gene expression studies showed
that, from the set of transcripts coding for the
most phylogenetically related AtPUB-ARMs
with BnARCH1, increasing their levels of pro-
tein expression under different treatments.
Only AtPUB16 showed high levels of gene
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expression with the exogenous aggregation
of GA in WT plants where by immunofluo-
rescence techniques AtARMs proteins were
detected inside the stigma papillae during
pollen-stigma contact. In pub76 mutants no
increase in expression was observed, when
compared to GA-treatment, and immunofluo-
rescence techniques not detect the AtARMs
proteins inside the papillae. It was deter-
mined that AtPUB16 would act as an ubig-
uitin E3 ligase, key in the promotion of pol-
len-stigma contacts in A. thaliana flowers
undergoing treatment with GA, enhancing
the self-pollinating mechanisms.
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El presente trabajo aborda la influencia
de la emergencia de los estadios de resis-
tencia en la diversidad del zooplancton en
ambientes acuéticos de la llanura de inunda-
cién del rio Parana Medio y los vectores que
contribuyen a su dispersion en la region. Se
compard la diversidad del zooplancton de la
columna de agua en una laguna de la llanura
de inundacién, con la diversidad del banco
de estadios de resistencia en sedimentos

costeros expuestos. Se disefid una trampa
de emergencia adaptada a las condiciones
de los ambientes estudiados, que se utilizd
para analizar la emergencia de estadios de
resistencia in situ en sedimentos de fondo
en relacién con la composicién de rotiferos,
cladéceros y copépodos de la columna de
agua, en una laguna. Para el estudio de los
potenciales vectores de dispersion, se deter-
mind la existencia de estadios de resistencia
en el aparato radicular y porciones sumer-
gidas de tallos en las macrofitas flotantes
comunes en la region como Azolla filiculoi-
des, Eichhornia crassipes, Eichhornia azurea,
Pistia stratiotes, Limnobium spongia, Nym-
phoides indica y de su viabilidad de eclo-
sion. También se determiné la existencia de
estadios de resistencia de zooplanctontes
en el tracto digestivo del pez Prochilodus lin-
neatus y su viabilidad de eclosién.
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Los resultados mostraron que los sedi-
mentos costeros constituyen una importan-
te fuente potencial de formas de resistencia
disponibles para ser reclutadas por la masa
de agua y también para ser dispersadas. La
trampa de emergencia resultd efectiva para
el estudio de eclosiones de las poblaciones
naturales del ensamble zooplancténico en
el &rea de mayor profundidad de la laguna.
En ambas experiencia de eclosion (ex situ e
in situ) los rotiferos fueron los més diversos
y abundantes, registrandose los géneros
Anuraeopsis, Colurella, Lecane, Lepadella,
Mytilina, Scaridium, Testudinella. Se regis-
traron patrones en la dinamica de eclosién
de las especies tanto en las experiencias en
laboratorio como a campo. Los resultados
experimentales mostraron que un ndmero
importante de especies, en su mayoria roti-
feros pueden ser dispersados por los vecto-
res estudiados.

Propagules zooplankton: Importance in
maintaining diversity in aquatic environ-
ments and dispersal of species

This study, addresses the influence of the
emergence of resting stages in the diversity
of zooplankton in aquatic environments of
the Middle Parana River floodplain and the
vectors that contribute their dispersion in the
region. The diversity of zooplankton present
in the water column of the lake in the floo-
dplain was compared, with the diversity of
the resting stages banks in exposed litto-
ral sediments. Emergency trap was desig-
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ned, adapted to the conditions of the studied
environments, which was used to comparati-
vely analyze the composition of rotifers, cla-
docerans and copepods present in a lake
and the emergence of resting stages in situ,
in bottom sediments. For the study of the
potential vectors of dispersal, it was determi-
ned the existence of resting stages in the root
system and submerged portions of stems in
free-floating macrophytes more common in
the region as Azolla filiculoides, Eichhornia
crassipes, Eichhornia azurea, Pistia stratiotes,
Limnobium spongia, Nymphoides indica and
hatching viability. Also, it was determined the
existence of resting stages of zooplankton in
the digestive tract of the fish Prochilodus lin-
neatus and hatching viability.

The results showed that littoral sediments
are an important potential source of forms
of resistance available to be recruited by
the mass of water and also to be disper-
sed. The emergency traps are effective for
the study of natural hatching of assemblage
zooplankton in the area of greatest depth
of the lake. In both experience the hatching
(ex situ and in situ) rotifers were the most
diverse and abundant, genera Anuraeopsis,
Colurella, Lecane, Lepadella, Mytilina, Scari-
dium, Testudinella. Patterns in the dynamics
of both species hatch on experience in labo-
ratory and field were recorded. Experimental
results showed that a significant number of
species, mostly rotifers can be dispersed by
the vectors studied
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Los genes de la familia OXR (del inglés
Oxidation Resistance) fueron descubier-
tos en una busqueda de genes capaces
de revertir el fenotipo de estrés oxidativo
en levaduras. Desde los primeros hallaz-
gos en el afo 2000, se han reportado multi-
ples estudios en distintos organismos tales
como ratones, Drosophila melanogaster,
mosquitos y humanos. En levaduras existe
un unico gen representante de la familia,
mientras que en mamiferos se han repor-
tado 5 genes que pueden transcribirse a
su vez en distintas variantes de splicing.
En levaduras se demostré una localizacion
mitocondrial y una fuerte induccién frente a
estrés oxidativo para la proteina ScOXR1.
En mamiferos se han demostrado locali-
zaciones en mitocondria, citosol y nucleo
para HsOXR1 y NCOA?7, asi como también
expresion diferencial en distintos tejidos. En
Drosophila, el primer miembro identificado
de la familia OXR se nombré L82, al que
se le atribuyd un rol central en el desarro-
llo. En otro modelo de insecto, en el mos-
quito Anopheles gambiae, se demostré un
vinculo estrecho entre la expresion de OXR1
y la tolerancia al estrés biético. En todos

los casos se demostré que estas proteinas
ejercen su rol mediante alteraciones en la
respuesta al estrés oxidativo. Sin embargo,
nada se sabe sobre la funcién que estos
genes podrian estar desarrollando en el
reino vegetal. Por este motivo, en este tra-
bajo de Tesis nos propusimos estudiar la
familia OXR en Arabidopsis thaliana.

Esta familia esta constituida por 5 miem-
bros, los cuales denominamos AtOXR1,
AtOXR2, AtOXR4, AtOXR5 y At5g06260.
Comenzamos con el estudio de los genes
AtOXR2 y AtOXR4 ya que presentaron mayor
identidad de secuencia con los previamente
estudiados HsSOXR7 y ScOxr1. Utilizando
un sistema de bacterias mutantes incapa-
ces de evitar o reparar el dano en el ADN,
observamos que las proteinas AtOXR2 vy
AtOXR4 tienen un efecto de proteccion con-
tra el dano oxidativo en esta cepa de bac-
terias. Ademas, cuando se complementa-
ron levaduras mutantes en el gen Scoxr1
observamos una reversion en el fenotipo de
sensibilidad al estrés oxidativo. Estos resul-
tados sugieren que las proteinas AtOXR2 y
AtOXR4 podrian cumplir un rol en la repa-
racién del ADN o en su proteccion contra
el dafo oxidativo, tal como se ha sugerido
previamente para sus homologos en leva-
duras y humanos. Los resultados obteni-
dos en bacterias y levaduras sugieren que
AtOXR2 y AtOXR4 podrian tener un rol simi-
lar en plantas y participar en la respuesta al
estrés oxidativo.
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Los estudios de localizacion subcelu-
lar en plantas transformantes estables de
Arabidopsis demostraron que AtOXR2 y
AtOXR4 se localizan en mitocondrias de
células de raiz, en plantas crecidas en con-
diciones normales. Ademas, las proteinas
quiméricas AtOXR24 y AtOXR42, desarrolla-
das en este trabajo de Tesis, también com-
parten esa localizacion subcelular.

Por otro lado, el estudio de las regiones
promotoras de los genes codificantes para
AtOXR2 y AtOXR4 revel6 un perfil de expre-
sion similar. Ambos promotores dirigen la
expresion en plantas recién germinadas
principalmente en meristemas; posterior-
mente en cotiledones, luego en el primer
par de hojas, y conforme pasa el tiempo la
expresion disminuye. Cuando la planta flo-
rece, ambos promotores dirigen la expresion
de GUS, la cual se incrementa hasta llegar a
polen maduro. La expresion de AtOXR2 y de
AtOXR4 se incrementa ante distintas con-
diciones de estrés, tanto cuando la expre-
sion se evalué mediante actividad del gen
reportero GUS como mediante Northen Blot
0 RT-gPCR. Para el caso de AtOXR2 obser-
vamos un aumento de la expresion, tanto
del transcripto como del gen reportero, en
condiciones que producen ROS como luz
prolongada, calor, UV-B y 3-AT. Para el gen
AtOXR4 observamos un incremento en los
niveles de expresion tanto en el gen repor-
tero como en los niveles de transcripto en
presencia de SA. Los resultados de expre-
sién asi como de induccién diferencial para
ambos genes, enfatizan en una posible
especializacion en la funcion para las protei-
nas AtOXR2 y AtOXR4.

Las plantas que sobreexpresan AtOXR2
(35S::AtOXR2) tienen una estructura radicu-
lar més compleja, mientras que plantas defi-
cientes en dicho gen mostraron el fenotipo
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opuesto. En condiciones de estrés severo,
las plantas 35S::AtOXR2 desarrollan una
raiz principal de mayor longitud. Las plantas
que sobreexpresan AtOXR2 llegan a tener
3 veces mas biomasa que sus pares salva-
jes. Mediante la caracterizacion fenotipica
detectamos que estas plantas presentan
diferencias de tiempo en el pasaje al esta-
dio reproductivo, las cuales podrian expli-
car las diferencias en el desarrollo foliar.
Asi, estas plantas tienen mayor tiempo para
invertir la energia capturada en el desarrollo
foliar; mientras que una vez que realizaron
el cambio metabdlico a la etapa reproduc-
tiva, cuentan con una maquinaria capaz de
captar méas cantidad de energia luminica.
Parte del incremento en la lamina foliar se
debe a un aumento en el tamarno celular,
mientras que el resto se corresponde con
un aumento en el nimero de células. Este
Ultimo proceso, podria ser la consecuencia
de iniciar el arresto celular a tiempos poste-
riores. En la misma direccién, encontramos
que el patron de areas foliares es similar en
plantas 35S::AtOXR2 y en plantas salva-
jes. Ademas, es probable que tengan una
pared celular menos rigida, lo cual les per-
mitirfa a estas plantas crecer mas.

Los pardmetros de fluorescencia
de la clorofila indican que las plantas
35S::AtOXR2 son mas eficientes en el uso
de luz capturada. Esta caracteristica se ve
acompanada de una tasa de transporte de
electrones incrementada, posiblemente por
una capacidad de restauracion del estado
redox aumentada. En coincidencia, los
resultados de intercambio gaseoso de plan-
tas 35S::AtOXR2 demuestran que estas
plantas son capaces de fijar mas CO2 que
sus pares salvajes. Todas estas caracteris-
ticas, mayor fijacion de CO2, mayor tasa
de transferencia de electrones y mayor
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lamina foliar, dan como resultado un orga-
nismo con mayor aptitud y eficiencia a la
hora de convertir la luz en energia quimica.
Asi, estas plantas son capaces de producir
mayor cantidad de semillas.

Las plantas que sobreexpresan AtOXR2
retienen el agua con mayor avidez, mien-
tras que las plantas doxr2 muestran el com-
portamiento contrario. Estas diferencias
serfan consecuencia de un cierre estoma-
tico acelerado en plantas 35S::AtOXR2.
Plantas 35S::AtOXR2 de 6 semanas tie-
nen alterado su contenido de ABA, posible-
mente de forma dependiente de los nive-
les de AtOXR2. Por otro lado, las semillas
35S::AtOXR2 demostraron germinar y esta-
blecerse bajo condiciones de estrés osmo-
tico y concentraciones de ABA que inhiben
el crecimiento en plantas WT.

El andlisis del transcriptoma de plantas
que sobreexpresan AtOXR2 nos permitié
determinar que tienen un perfil transcripcio-
nal basal similar al de plantas de Arabidop-
sis que estan siendo sometidas a situa-
ciones de estrés. Ademas, demostramos
que las plantas 35S::AtOXR2 tienen mayor
concentracion de ROS basales, mayores
niveles de peroxidacion lipidica, asi como
mayores niveles de las moléculas antioxi-
dantes ascorbato y glutation total. En linea
con las observaciones de fluorescencia de
la clorofila, las plantas 35S::AtOXR2 demos-
traron ser tolerantes al estrés por alta inten-
sidad luminica.

De acuerdo con nuestros resultados, es
probable que estas plantas estén mejor
preparadas para enfrentar el estrés bidtico.
Estas plantas tienen mayor concentracion de
la fitohormona SA respecto de plantas salva-
jes. Frente a la infeccién con P syringae, las
plantas 35S::AtOXR2 son capaces de mon-
tar una respuesta de defensa con mayor
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velocidad que las plantas salvajes, pudiendo
eliminar al patbgeno en menor tiempo.

Los resultados obtenidos en esta tesis
aportan informacién novedosa sobre la fun-
cion de proteinas de la familia OXR en plan-
tas y sientan las bases para futuras inves-
tigaciones. Debido a la mejora en las
propiedades de interés agrondémico que
presentan las plantas que sobreexpresan
AtOXR2, es posible pensar en el uso de este
gen como una herramienta novedosa vy (Util
para el desarrollo de nuevas tecnologias.

Functional studies of arabidopsis mito-
chondiral proteins related to defense mech-
anisms against biotic and abiotic stress

OXR (Oxidation Resistance) family genes
were discovered during a search of genes
capable of revert oxidative stress phenotype

From its discovery to date multiple studies
in yeast, humans and mosquitoes have been
published. Yeast genome contains only one
gene representing the family, while in mam-
malian previous studies reported 5 members
that are able to be spliced into different iso-
forms. In yeast, SCOXR7 gene is located in
mitochondria and is strongly induced by oxi-
dative stress. While in mammals previous
studies reported mitochondrial, cytosolic and
nuclear localization for HSOXR7 and NOCA?,
as well as differential expression on differ-
ent tissues. A role in development was pre-
viously described for L82, the first Drosophila
melanogaster reported OXR gene. In another
insect model, Anopheles gambiae, it was
shown a link between OXR7 expression and
biotic stress tolerance. Altogether, these stud-
ies, showed correlation between OXR genes
expression and oxidative stress response
modification. However, nothing is known
about the function of this family gene could
be carrying out on the plant kingdom. For this
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reason, in this Thesis work we focused on
Arabidopsis thaliana OXR protein family.

Arabidopsis OXR family is composed
by 5 members, which we named AtOXRT,
AtOXR2, AtOXR4, AtOXR5 and At5g06260.
We started our work studying AtOXR2 and
AtOXR4, whose sequence identity was the
highest, when compared it to HsOXR1 and
ScOXR1. By means of a mutant bacte-
rial system, we showed that AtOXR2 and
AtOXR4 are able to exert a protective effect
on such sensitive bacteria, by protecting or
repairing the damage of DNA exerted by oxi-
dative stress growing conditions. Moreover,
when ScOXR7 mutant yeast were comple-
mented with a yeast mitochondrial-targeted
version of AtOXR2 and AtOXR4, we found
a reversion on the oxidative stress sensi-
tivity phenotype. These results suggests
that AtOXR2 and AtOXR4 may play a role
in preventing or repairing DNA against oxi-
dative stress, as previously been reported
for its yeast and mammalian homologues.
Furthermore, these results suggest that
AtOXR2 and AtOXR4 may have a role in oxi-
dative stress response in plants.

We demonstrated that AtOXR2 and
AtOXR4 are localized in mitochondria of root
cells, when plants were grown on normal
conditions. Furthermore, chimeric proteins
AtOXR24 and AtOXR42 developed in this The-
sis work, are localized on mitochondria of root
cells too on stable Arabidopsis transgenic
plants. Moreover, studies on expression pat-
terns conferred by promoter regions of both
genes revealed a similar expression profile.
Both promoters direct expression on newly
germinated plants mainly in meristems; later
on cotyledons, and then in the first couple of
leaves, and as time goes on reporter gene ex-
pression disappears. When the plant blooms,
both promoters drive the expression of report-
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er gene GUS, which increases as time goes
on until pollen reaches mature stage.

In this work, we showed that expression
of AtOXR2 and AtOXR4 is increased under
different stress conditions, measured by
GUS activity of both promoters as well as by
Northern Blot or RT-gPCR. When we stud-
ied AtOXR2 we detected induction of both
transcripts and reporter gene, under con-
ditions that stimulate ROS production such
as lengthened photoperiod, heat, UV-B and
3-AT. When we studied AtOXR4, an increase
of the expression levels of transcript as
well as reporter gene was detected under
presence of salicylic acid (SA). Results of
expression patterns and differential induc-
tion upon different stimulus, emphasizes our
hypothesis of gene specialization and dis-
tinctive roles for AtOXR2 and AtOXR4.

Plants overexpressing AtOXR2
(85S::AtOXR2) show a more complex root
structure, while we detected that Arabidop-
sis plants deficient in AtOXR2 (Aoxr2) exhibit
the opposite phenotype. Under severe
stress conditions, 35S::AtOXR2 plants are
able to develop a main root larger than WT
roots. When plants overexpressing AtOXR2
grow up they reach three fold more bio-
mass than WT plants. By means of phe-
notypic characterization we detected that
these plants switch to reproductive stage
later than WT plants. This would allow
35S::AtOXR2 plants convert more light
energy into leaves; while once they switched
to reproductive stage, they developed a
machinery capable of capture more light. A
portion of the increase in leaf size is due to
a slight increase in cell size, while a major
cause of leaf size is due to an increase in
cell quantity. This could be consequences
of starting cellular arrest to later times. In
the same direction, we found that pattern
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of leaf size is similar in plants overexpress-
ing AtOXR2 and WT plants. Additionally,
35S::AtOXR2 plants may have a less rigid
cell wall which would allow these plants to
grow up with less constraint.

By measuring chlorophyll fluorescence
parameters, we detected that 35S::AtOXR2
plants are more efficient in the use of cap-
tured light. This characteristic is accompa-
nied with an increased electron transport
chain, possibly by an improved redox state
restoration. Gas exchange experiments
showed that 35S::AtOXR2 plants are able
to fix more CO2 than WT plants. Altogether,
these characteristics, increased CO2 fixa-
tion, improved electron transport chain and
increased leaf size, give rise to an organ-
ism with major aptitude to convert light into
chemical energy. Thus, these plants are
capable to produce more seeds.

Plants overexpressing AtOXR2 hold water
stronger than WT plants, while Aoxr2 plants
shows the opposite behavior. These differ-
ences could be due to an accelerated sto-
mata closure in 35S::AtOXR2 plants. When
these plants reach six weeks of age, they
have altered ABA content, possibly in an
AtOXR2 dependent-dose manner. Moreover,
35S::AtOXR2 seeds showed different germi-
nation and establishment rates under osmotic
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stress conditions and under ABA concentra-
tions that inhibits growing of WT plants.

Transcriptional analysis of plants overex-
pressing AtOXR2 allowed us to determine that
these plants possess a transcriptional pro-
file similar to Arabidopsis plants exposed to
stress conditions. Moreover, we showed that
35S::AtOXR2 plants have increased ROS con-
centration, increased lipid peroxidation levels,
as well as increased scavengers molecules
Ascorbate and Gluthation. Likely, these plants
are better prepared to face biotic stress.

In accordance with chlorophyll fluo-
rescence  determinations,  35S::AtOXR2
plants showed more tolerance to high light
stress. Moreover, these plants have more
SA concentration than WT plants. When
35S::AtOXR2 plants were challenged with P
syringe, these plants are capable to mount
a faster response tan WT plants, producing
pathogen elimination in less time.

Results obtained in this Thesis work bring
newly information about the functions of
proteins from OXR family on plants, pro-
viding new clues to understand the role of
these proteins and establishing a basis for
future studies. Due to improving in prop-
erties of agronomic interest that present
plants overexpressing AtOXR2, is possible
to think about using this gen as a new tool
useful to develop new technologies.
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Rickettsia parkeri forma parte de los paté-
genos que integran el grupo de las fiebres
manchadas transmitidas principalmente
por garrapatas del “Grupo de Amblyornma
maculatum”. En Argentina se detectaron
casos humanos en las provincias de Cor-
dobay la Rioja transmitidos por Amblyormma
tigrinum, y en Chaco, Entre Rios y Buenos
Aires por Amblyomma triste, jugando esta
especie de garrapata un rol fundamen-
tal en la ecoepidemiologia de este pat6-
geno en la regién. Poco se sabe tanto de
la ecologia de R. parkeri como de A. triste, a
pesar de que conocer los aspectos ecoldgi-
cos de ambos es fundamental a la hora de
comprender la dindmica de la fiebre man-
chada producida por R. parkeri y asi poder
evaluar situaciones de riesgo para la salud
publica. En la eco-region Delta e Islas del
Parang, los estadios inmaduros de A. triste
se encuentran parasitando principalmente
roedores sigmodontinos, mientras que los
estadios adultos se encuentran en mamife-
ros silvestres de mayor tamario asf como en
animales domésticos y humanos. En la pre-
sente tesis se estudio la fauna de los ecto-
parésitos de roedores sigmodontinos del
Delta del Parang, con énfasis en garrapa-
tas. Por otro lado, se evalué qué factores
influyen en el parasitismo de los estadios
inmaduros de A. triste en sus hospedadores
sigmodontinos asf como el rol de estos en
la ecoepidemiologia de R. parkeri.

Como resultados principales pueden
mencionarse el hallazgo de diversas fami-
lias y especies de garrapatas, acaros, pul-
gas y piojos que parasitan a los roedores
silvestres del area de estudio, reportando
primeros registros para las asociaciones
A. triste - Holochilus brasiliensis e Ixodes
loricatus — H. brasiliensis. Entre los facto-
res ambientales estudiados se encontrd
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que los estadios inmaduros de A. triste tie-
nen una distribucién estacional a lo largo
del afo con abundancias més elevadas en
verano, y que esta distribucion dependio
de las condiciones ambientales dadas por
la cantidad de precipitaciones, valores de
temperatura minima y déficit de saturacion.
La presencia de ganado fue otro de los fac-
tores que se asociaron positivamente a la
abundancia de A. triste en roedores sigmo-
dontinos; dependiendo la magnitud de esta
asociacion de la densidad de roedores en
el caso de las larvas, asi como también se
encontraron mayores abundancias de lar-
vas de A. triste en roedores en ambientes
de bosques implantados ante la co-infes-
tacion con I. loricatus. Otro de los factores
significativos hallados en el presente tra-
bajo fue la co-infestacién con otros ecto-
paréasitos, tanto larvas como ninfas de A.
triste se correlacionaron positivamente con
la co-infestacion con 1. loricatus, siendo esta
la interaccion mas relevante encontrada en
el presente trabajo. También fueron signifi-
cativas las asociaciones entre larvas de A.
triste y pulgas y piojos. Factores intrinsecos
al hospedador como la especie, sexo, con-
dicién corporal, largo del cuerpo vy titulos de
anticuerpos naturales también se encon-
traron asociados en diferente medida a la
abundancia de A. triste, siendo uno de los
hallazgos mas importantes en este aspecto
la gran abundancia media de A. triste detec-
tada en Oxymycterus rufus, convirtiéndolo
en un hospedador muy relevante para el
vector de R. parkeri.

En cuanto a la deteccion de R. parkeri
a partir de tejidos de roedores sigmodon-
tinos, si bien no pudo ser aislado ADN de
R. parkeri a partir de las muestras analiza-
das, se detectaron individuos seropositivos
a esta bacteria, siendo nuevamente O. rufus
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la especie que presentd los valores mas
elevados de seroprevalencia. También se
encontré que aquellos roedores que tuvie-
ron las mayores cargas de A. friste tuvieron
una mayor probabilidad de ser seropositi-
vos a R. parkeri.

El presente estudio permitié conocer cuéa-
les son los factores ambientales, del hospe-
dador vy el efecto de la co-infestacién con
otros ectoparasitos que estan asociados y
podrian influir en la abundancia media de los
estadios inmaduros de A. triste en los roedo-
res sigmodontinos estudiados. Tambien per-
miti6 conocer que la especie de roedor que
actla como principal hospedador de A. triste
en el area de estudio es O. rufus, siendo ade-
mas la especie que presentd los niveles mas
elevados de seroprevalencia de R. parkeri,
pudiendo entonces cumplir un rol principal
en la dinamica y distribucién de este paté-
geno en el Delta del Parana.

El hecho de conocer qué factores estan
implicados en las mayores abundancias
de A. triste nos permite predecir qué zonas
pueden ser mas O menos propensas a
la presencia de A. triste. Cabe destacar la
importancia de considerar el efecto positivo
que genera la presencia de ganado bovino
sobre la abundancia de A. triste a la hora
de planificar el asentamiento de explota-
ciones ganaderas en regiones donde esta
presente R. parkeri. Futuros estudios expe-
rimentales que evallen la potencialidad de
O. rufus como amplificador de R. parkeri y
los mecanismos por los cuales representa
un importante hospedador de A. triste, per-
mitiran dilucidar aquellos aspectos de la
interaccion A. triste - O. rufus - R. parkeri que
no han podido ser comprendidos mediante
el presente estudio observacional.
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Ecoepidemiology of Rickettsia parkeri
in the Parana Delta

In the present thesis, the ectoparasites of
sigmodontine rodents of the Parana Delta,
their role in the ecoepidemiology of Rickett-
sia parkeri and the variables that could be
associated with the abundance of its vec-
tor, Amblyomma triste immature stages, had
been studied.

Different ticks, mites, lice and fleas where
found parasitizing the wild rodents stud-
ied, while the associations A. triste — Holo-
chilus brasiliensis and Ixodes loricatus — H.
brasiliensis were not registered before. Sea-
son had a strong influence for immature A.
triste with the greatest records in summer. A.
triste larvae burdens were also associated
with levels of precipitations, minimum tem-
peratures and saturation deficit. The pres-
ence of cattle was positive associated with
A. triste burdens in rodents. Co-infestation
with other ectoparasites was another rele-
vant variable in the ecology of A. triste; lar-
vae and nymphs of A. triste were associated
with burdens of /. loricatus, lice and fleas.
Concerning host factors, host species, sex,
body condition, body length and natural
antibodies were correlated in different ways
with A. triste, being one of the most relevant
findings the association between A. triste
burdens and rodent species, in which Oxy-
mycterus rufus had the greatest burdens.

On the other hand, R. parkeri DNA was not
successfully amplified from rodent tissues,
but many individuals were found seropositive
to R. parkeri, being again O. rufus the spe-
cies with the greatest seroprevalence. The
knowledge of the factors that are associated
with higher burdens of A. triste in their rodent
hosts let us predict which areas are more or
less prone to the development of A. triste.
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La rabia es una zoonosis viral aguda,
con una mortalidad cercana al 100% y cuyo
Unico tratamiento disponible en la actuali-
dad es la vacunacién. El modo més comun
de contagio al ser humano es el contacto
con saliva de animales infectados, principal-
mente perros. Por esta razédn, la vacunacion
de animales de comparia es obligatoria en
la Argentina, buscando de esta forma con-
trolar la circulacién viral y disminuir el riesgo
de contagio.

Las vacunas antirrabicas hoy disponibles
en el mercado, tanto humanas como vet-
erinarias, son basadas en virus inactivado
producido en cultivos celulares. Aunque
eficaces, estas vacunas poseen efectos
adversos importantes y, ademas, para su
produccién es necesaria la manipulacion
del virus de la rabia activo, haciendo que en
el proceso se necesiten instalaciones con
elevada contencion viral. Debido a esto,
surge la necesidad de disefar una vacuna
antirrdbica de nueva generacién, que sea
eficaz y totalmente biosegura.

Las virus-like particles (VLPs) son
excelentes candidatos vacunales ya que

son capaces de generar una potente y
equilibrada respuesta inmune vy, al ser
particulas que no contienen genoma viral,
son bioseguras. Nuestra hipétesis con-
sistio, entonces, en desarrollar VLPs para
rabia (RV-VLPs) expresando en células de
mamifero proteinas estructurales del virus.
Por un lado, se evalud la expresion de la gli-
proteina Gy, por otro, la co-expresion de la
glicoproteina G y la proteina de matriz o M.
En una primera etapa de trabajo, se
evalud la expresion de RV-VLPs en tres lineas
celulares distintas: HEK293, BHK-21 y VERO.
La expresion de la glicoproteina G fue con-
firmada por citometria de flujo, microscopia
de fluorescencia y ELISA, mientras que la
expresén de la proteina M fue estudiada
por RT-PCR. De los resultados obtenidos,
se seleccionaron las lineas recombinantes
HEK?293 para continuar el trabajo.
Posteriormente, se llevd a cabo la car-
acterizacion de las RV-VLPs obtenidas. Se
observaron particulas circulares, con envol-
tura y con un didmetro hidrodindmico pro-
medio de 60 = 20 nm. A su vez, realizando
ensayos de microscopia electronica aso-
ciada a inmunomarcacién con oro coloidal,
se confirmd que la glicoproteina G estaba
anclada en la membrana y expuesta sobre
la superficie de las VLPs. De todas las car-
acteristicas estudidadas, no se encontraron
diferencias morfolégicas entre las RV-VLPs
producidas por las lineas celulares recom-
binantes que expresan solo la glicoproteina
G y por las que expresan ambas proteinas.
Por otro lado, tampoco se logrd obtener una
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mayor productividad de RV-VLPs cuando
la proteina M fue co-expreada. A partir de
estos resultados, entonces, se decididé con-
tinuar el trabajo con la linea celular HEK293
que expresa solo la glicoproteina G.

Mas adelante, y con el objetivo de eval-
uar la inmunogenicidad de las RV-VLPs pro-
ducidas, se llevd a cabo un protocolo de
inmunizacion en ratones. De estos experi-
mentos se pudo concluir que las RV-VLPs
son capaces de inducir la producciéon de
anticuerpos especificos, y que los titulos
obtenidos fueron comparables a los indu-
cidos por vacunas comerciales, tanto vet-
erinaria como de uso humano. Ademas,
se confirmd que los anticuerpos produci-
dos poseen capacidad neutralizante, car-
acteristica fundamental para una vacuna
antirrdbica. Por otro lado, para confirmar si
la respuesta inmune inducida es capaz de
proteger a individuos vacunados, se llevd a
cabo el test de potencia del NIH para vac-
una antirrabica. De los resultados de este
ensayo se pudo concluir que las RV-VLPs
son protectivas y que la potencia de vacuna
antirrdbica obtenida fue superior al minimo
requerido para una vacuna veterinaria.

A partir de esos resultados, se selecci-
ond un clon celular productor, para ser uti-
lizado en la producciéon de la vacuna. Fue
seleccionado el clon adhP2E5, el cual fue
analizado confirmando su productividad y
su estabilidad de expresion en el tiempo.
Posteriormente, dicho clon fue adaptado
para su crecimiento en suspension en
medio libre de suero, obteniendo asf un cul-
tivo que es capaz de llegar a altas densi-
dades celulares sin la formacién de agrega-
dos. ElI mismo fue renombrado como
sP2E5. Se estudiaron las caracteristicas de
las RV-VLPs producidas por el mismo, dem-
ostrando que sus propiedades no se vieron
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modificadas por el cambio en las condicio-
nes de cultivo.

Finalmente, el clon sP2E5 fue cultivado
en reactores de 1y 5 L, operados en modo
continuo. Los resultados de dichas fermen-
taciones brindaron informacion acerca de la
escalabilidad del proceso, confirmando que
las RV-VLPs son producidas durante todas
las etapas de cultivo, el cual puede man-
tenerse por tiempos prolongados, demost-
rando de esta forma la elevada productivi-
dad del proceso.

En conclusiéon, todos los resultados
obtenidos durante este trabajo de tesis con-
firmaron que el proceso desarrollado con-
stituye una plataforma de produccién de
una vacuna antirrdbica de Ultima gener-
acion, totalmente biosegura.

Development of an innovative platform
for the production of viral recombinant
vaccines. Its application to the rabies virus

The main goal of this thesis was to
develop a new generation vaccine for
rabies, based on the expression of virus-like
particles (RV-VLPs) in mammalian cells. In
a first stage of work, the expression of RV
VLPs in three different cell lines, HEK293,
VERO and BHK-21, was evaluated. The gly-
coprotein G expression was confirmed by
flow cytometry, fluorescence microscopy
and ELISA. From the results obtained, the
recombinant HEK293 line was selected
for further work. Subsequently, it was per-
formed the morphological and physico-
chemical characterization of the RV-VLPs
obtained and, later, we performed an immu-
nization protocol in mice, where it was con-
cluded that the RV-VLPs are capable of
inducing the production of neutralizing anti-
bodies. On the other hand, it was carried
out the NIH potency test for rabies vaccine



210

confirming that the RV-VLPs induce a pro-
tective immune response.

From these results, a producer cell clone
which was adapted for growth in suspen-
sion with serum free medium was selected.
Finally, the clone sP2E5 was cultured in 1
and 5 L bioreactors, operated in continu-
ous mode, confirming that RV-VLPs are pro-
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duced during all stages of culture, which can
be maintained for long periods, thus demon-
strating the high productivity of process.

In conclusion, the results obtained during
this thesis confirmed that the process devel-
oped is a platform for production of a new
generation rabies vaccine, totally biosecure.
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El estudio de sistemas biologicos se
puede realizar a partir de dos enfoques
opuestos y complementarios: el anali-
sis del sistema completo o la evaluacion
de sus componentes aislados. Este Ultimo
permite explicar los fendbmenos que ocu-
rren cuando las unidades que forman parte
del mismo interactian. En el presente tra-
bajo de tesis se han utilizado espectros-
copia de resonancia paramagnética elec-
tronica y espectroscopia de rotacién para
el estudio de enzimas involucradas en el
ciclo del azufre y obtenidas de la bacteria
sulfato-reductora Desulfovibrio  desulfuri-
cans desde los dos enfoques mencionados
anteriormente. En la reduccion de sulfato
a sulfito, intervienen ATP sulfurilasa y APS
reductasa presentando ambas metaloenzi-
mas centros paramagnéticos en su estruc-

tura. Mediante la técnica de resonancia
paramagnética electronica en fase conden-
sada, se caracterizaron estructural y mag-
néticamente estas dos metaloproteinas y
el sistema modelo de cobre [Cu(glu)phen].
siendo glu = é&cido L-glutdmico y phen =
1,10-fenantrolina Se determinaron el rol del
metal en la estructura y las propiedades
magnéticas de ATP sulfurilasa; las interac-
ciones de los sitios paramagnéticos durante
el proceso de transferencia electronica en
APS reductasa y los caminos quimicos e
interacciones magnéticas de sitios meta-
licos en presencia de los ligandos orga-
nicos, glu y phen en el complejo de cobre
[Cu(glu)phen]. En fase gas se caracteriza-
ron dos ligandos de interés bioldgico: acido
picolinico y nicotinamida, mediante espec-
troscopia de rotacién siendo las muestras
solidas previamente ablacionadas e inyec-
tadas en un jet supersénico. Ambas molé-
culas presentan un anillo piridinico lo que
ofrece posibilidades conformacionales para
la formacion de complejos con metales de
transicion y posibilita interacciones puente
hidrégeno e hidrofébicas, tipicas de las que
aparecen en metaloproteinas. De cada uno
de los ligandos, se determinaron los confor-
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meros tedricos y experimentales y se carac-
terizaron mediante pardmetros propios de
la espectroscopia rotacional. Se compara-
ron las estructuras cristalinas de los ligan-
dos (fase condensada) con sus conférme-
ros en fase gas, lo que permiti¢ el analisis
de la configuracion mas estable para gene-
rar caminos quimicos entre centros metali-
cos presentes en metaloproteinas.

Physicochemical Properties of Metal-
loproteins, Model Systems and Metal lon
Ligands Relevant in Biology

In this thesis we have used electron para-
magnetic resonance spectroscopy and
rotation spectroscopy for the study from
these two approaches in enzymes involved
in the sulfur cycle, obtained from the sul-
fate-reducing bacteria Desulfovibrio desul-
furicans. In the reduction of sulfate to sul-
fide, the metalloenzymes ATP sulfurylase
and APS reductase are involved, both have
paramagnetic centers. By the technique of
electron paramagnetic resonance in con-
densed phase, these two structurally and
magnetically metalloproteins and a copper
model system were characterized. The role
of the metal in the structure and the mag-
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netic properties of ATP sulfurylase, interac-
tions of paramagnetic sites in the electron
transfer process in APS reductase and the
chemical pathways and interactions bet-
ween magnetic metal sites in the presence
of the organic ligands, L-glutamic acid and
1,10-phenantroline in the copper complex
[Cu(glu)phen] were determined. In gas
phase two ligands of biological relevance
(picolinic acid and nicotinamide) are cha-
racterized. The solid molecules being pre-
viously ablated and injected into a super-
sonic jet. Boths molecules have a piridinic
ring, which provides conformational possi-
bilities for the formation of transition metal
complexes analogous presenting hidrogen
bonds and hidrofobic interactions to active
sites of proteins. For each ligand, the theo-
retical and experimental conformers were
determined and characterized by spectros-
copic parameters specific to it the rotational
spectroscopy. The crystal structures of the
ligands in condensed phase were compa-
red to the conformers in gas phase, allowed
the analysis of the more stable configuration
to generate chemical pathways between
metal centers present in metalloproteins.
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La importancia de los modelos funcio-
nales asi llamados bottom-up y top-down
como estructuradores de las comunida-
des acuaticas ha sido estudiada en los Ulti-
mos 30 arfos especialmente en sistemas
templados. En sistemas acuaticos subtro-
picales, componentes de los valles aluvia-
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les de rios de llanura, el pulso hidrolégico
se constituye también en un factor de con-
trol de reconocida relevancia. Existen pocos
estudios en que ambos factores de regu-
lacion (bottom-up/top-down y pulso hidro-
l6gico) sean analizados de forma simulta-
nea ponderando la importancia relativa que
tiene el pulso en lagunas con diferentes
tipos de conexion al sistema fluvial. Por esta
razén, esta tesis tuvo por objetivo explorar
a partir de diferentes enfoques (anélisis de
campo y experiencias de microcosmos) la
importancia que tiene el pulso hidrolégico
en una laguna con conexion vertical y otra
con conexion lateral como disruptor de los
efectos de bottom-up y top-down; aten-
diendo particularmente al efecto que tienen
los depredadores sobre la estructura del
fitoplancton. Se tomaron muestras de fito-
plancton, diferentes depredadores asocia-
dos (zooplancton, peces y el mejillén miti-
lido de origen asidtico Limnoperna fortunei
Dunker) y se midieron diferentes variables
ambientales incluidos los nutrientes (nitri-
tos-nitratos y ortofosfatos) con frecuencia
mensual en dos lagunas conectadas (una
lateral y la otra verticalmente) al sistema
del rio Parana Medio. Se realizaron ademas
dos experiencias de microcosmos en térmi-
nos de evaluar la capacidad de depreda-
cién de diferentes fracciones de zooplanc-
ton (micro, meso y macrozooplancton),
peces planctivoros y L. fortunei. Los resulta-
dos mostraron baja riqueza, elevado biovo-
lumen y dominancia de euglenoideos en la
laguna con conexion vertical y alta riqueza,
bajo biovolumen y dominancia de criptofi-
ceas en la laguna con conexién lateral. En
ambas lagunas la entrada de agua al sis-
tema mostré ser un factor de control, mas
importante en la laguna con conexion late-
ral. Fueron la conductividad, los nutrien-
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tes y la abundancia de claddceros (laguna
conexion vertical) y la temperatura, conduc-
tividad y turbidez (laguna conexiéon lateral)
los principales factores de control identifi-
cados en el analisis de redundancia (RDA).
La experiencia de microcosmos mostré que
los peces omnivoros (Cheirodon interrup-
tus Jenyns especie dominante en ambas
lagunas) no afecta significativamente al fito-
plancton, en tanto que el meso y macro-
zooplancton (cladéceros y copépodos) son
capaces de constituirse como factores de
control -en ausencia de peces- cuya inten-
sidad depende del tamano del depredador
y ademés de la forma, tamaro y caracteris-
ticas de la pared celular de las algas. L. for-
tunei también muestra una selectividad que
depende de la forma, el tamano, las carac-
teristicas de la pared celular y la presencia
de rotiferos como recurso alimentario pala-
table y accesorio. Se concluye que la impor-
tancia de los factores de control bottomn-
up y top-down ciertamente serfa mayor en
las lagunas con conexién vertical, estando
las lagunas con conexion lateral goberna-
das principalmente por las variaciones en el
pulso hidrolégico.

Importance of bottom-up and top-down
forces as phytoplankton structurers in allu-
vial shallow lakes with different types of
connection to the Middle Parana River

The importance of bottom-up and top-
down as controlling factors of aquatic com-
munities has been studied in the last 30
years, especially in temperate systems. In
subtropical systems, governed by Flood-
plain Rivers, the hydrological pulse is also
identified as a control factor. Nonetheless,
there are few studies that analyzed the rele-
vance of both regulatory factors (bottom-up/
top-down and hydrological pulse) in alluvial
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lakes with different kinds of connection to
the river system. For this reason, this thesis
aimed to explore from different approaches
(field analysis and microcosm experiences)
the importance of the hydrological pulse in
two shallow lakes (one with vertical connec-
tion and another with lateral connection to
the Middle Parana River system) as disrup-
tor of bottom-up and top-down; attending
particularly, to the effect of different preda-
tors on phytoplankton structure. Phytoplank-
ton samples, different associated predators
(zooplankton, fish and Limnoperna fortunei
Dunker (mytilid mussel of Asiatic origin)),
and different environmental parameters
including nutrients (nitrite-nitrate and ortho-
phosphate concentrations) were monthly
taken in the two shallow lakes. Two micro-
cosm experiences were also made in terms
of assessing the ability of different fractions
of zooplankton (micro, meso and macro-
zooplankton), planktivorous fish and L. for-
tunei to control phytoplankton. The results
showed low richness, high biovolume and
euglenoids dominance in the lake with ver-
tical connection and high richness, low bio-
volume and cryptophyceans dominance in
the lake with lateral connection. In both lakes
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water entering to the system showed to be
a controlling factor, but it was more impor-
tant in the lake with lateral connection. Con-
ductivity, nutrient concentration and the
abundance of cladocerans (vertically con-
nected lake) and temperature, conductiv-
ity, and turbidity (laterally connected lake)
were the main control factors identified in
the redundancy analysis (RDA). The expe-
rience of microcosm showed that omnivo-
rous fish (Cheirodon interruptus Jenyns, the
dominant species in both lakes) does not
significantly affect phytoplankton, while the
meso and macrozooplankton (cladocerans
and copepods) are capable of exerting -in
absence of fish- a controlling factor, which
will depend on predator size and further-
more shape, size and algae cell-wall charac-
teristics. L. fortunei also showed a selectivity
that depends on the shape, size, and cell-
wall characteristics of algae and the pres-
ence of rotifers as accessory palatable food
source. It is concluded that the importance
of the bottom-up and top-down would be
greater in those lakes with vertical connec-
tion to the river system, while the lakes with
lateral connection would be primarily gov-
erned by variations in the hydrological pulse.
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El yacaré overo (Caiman latirostris) es
una especie altamente sensible a la expo-
sicién de sustancias capaces de alterar la
homeostasis del sistema endocrino, llama-
das perturbadores endocrinos (PEs). El bis-
fenol A (BPA) es un PE con accion estro-
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génica y antiandrogénica ampliamente
presente en el medioambiente. En Caiman
latirostris (C. latirostris) el tracto reproduc-
tor femenino (TRF) u oviducto es un érgano
hormonodependiente cuya maduracion
se completa postnatalmente. En mamife-
ros, la diferenciaciéon postnatal del TRF esta
regulada por moléculas de la via de sefa-
lizacion wnt. Por otra parte, la vitelogéne-
sis es un proceso estrogeno-dependiente
que solo se observa en hembras postpu-
berales. La hormomodependencia del ovi-
ducto y la vitelogénesis ubica a ambos
como posibles blancos de accién de PEs.
Dados estos antecedentes, nuestra hipd-
tesis general fue “La exposicién postnatal
temprana a compuestos clasificados como
PEs induce vitelogénesis hepética y modi-
fica las caracteristicas histofuncionales del
oviducto de C. latirostris prepuberales”. En
el presente trabajo, en primer lugar comple-
tamos la caracterizacion histofuncional del
oviducto, desde neonatos a juveniles, esta-
bleciendo los patrones de expresion tém-
poro-espacial de moléculas representati-
vas de la via de sefalizacion wnt (WNT-5a,
WNT-7a y B-catenina). Ademas estableci-
mos la relaciéon entre el grado de diferen-
ciaciéon oviductal evaluado por score histo-
funcional, -definido en trabajos previos- y
la expresion de estas moléculas. El patrén
de expresion de WNT-7a y WNT-5a sugiere
la existencia de un mecanismo de regula-
cioén reciproca similar al propuesto en rato-
nes y ambas moléculas mostraron correla-
cién significativa con el grado de desarrollo
oviductal evaluado por el score histofuncio-
nal. La expresion de B-catenina no se modi-
ficd en los diferentes estadios madurativos
ni mostré correlacion con el grado de desa-
rrollo oviductal. Nuestros resultados sugie-
ren que la via de sefalizacion wnt interviene

FABICIB « 2017 » 21

en la diferenciacion postnatal del oviducto
de C. latirostris a través de una via no-cano-
nica (B-catenina independiente).

En segundo lugar, evaluamos los efec-
tos a nivel oviductal y sobre la vitelogéne-
sis de la exposicidon postnatal temprana a
BPA. Hembras de yacaré overo se expusie-
ron a dos dosis subcutaneas de BPA (1,4
0 140ppm), vehiculo (aceite de maiz) o 17
estradiol (E2), (0,014 o 1,4ppm) los dias
postnatales 26 y 33. Los animales se sacri-
ficaron a los 40 dias de edad y se extraje-
ron muestras de plasma, oviducto e higado.
Todos los tratamientos modificaron la his-
toarquitectura  oviductal, observandose
aumento de la altura epitelial, desorganiza-
cion del colageno y aumento en el grosor
y organizacion de la capa muscular. Res-
pecto a la histofuncionalidad, todos los tra-
tamientos, a excepcion de E2 0,014ppm
produjeron un aumento del score histofun-
cional. Tanto E2 1,4ppm como BPA 1,4ppm
produjeron aumento de la actividad prolife-
rativa y disminucion en la expresion de ERa,
mientras que la exposicién a BPA 140ppm
aumentd la expresion de ERa. Los nive-
les de expresion de PR no se modificaron
como consecuencia de los tratamientos.
Estos cambios en la histoarquitectura e his-
tofuncionalidad se acomparnaron con cam-
bios en la expresion de WNT-7a y de WNT-
5a. Estos resultados muestran cambios en
el patrén temporal de diferenciacion mor-
fogenética del tubo uterino de C. latirostris
como consecuencia de la exposicion a BPA
que involucrarian a miembros de la via de
sefalizacion wnt y que junto al aumento de
score histofuncional sugieren un adelanta-
miento de la maduracion oviductal.

Finalmente, para evaluar los efectos de la
exposicion a BPA sobre la vitelogénesis, se
estudié la transcripcion del gen que codi-
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fica para VTG (vtg), la VTG almacenada en
el hepatocito y la VTG en circulacion perifé-
rica. Como consecuencia de la exposicién a
E2 1,4ppm observamos induccion de vitelo-
génesis a nivel de mMRNA, depdsitos de VTG
in situ y niveles circulantes de VTG; mientras
que la exposicion a BPA 1,4ppm produjo
aumento de los niveles plasmaticos de VTG.
Esto demuestra que tanto E2 1,4ppm como
BPA 1,4ppm indujeron vitelogénesis y que la
exposicion postnatal a dosis ambientalmente
relevantes de BPA activa este proceso en
hembras inmaduras. La VTG circulante fue
el biomarcador mas sensible para detectar
exposicion a PEs en los tiempos elegidos.

Los resultados de esta tesis aportan
conocimiento acerca de las vias involucra-
das en la diferenciacion del oviducto de C.
latirostris, asi como el adelantamiento del
proceso de maduracién oviductal como
consecuencia de la exposicion postna-
tal temprana a PEs, alertando sobre posi-
bles efectos que pueden afectar su fun-
cién reproductiva. Finalmente, convalida a
la deteccién de VTG circulante como una
herramienta Util para la deteccion de expo-
sicion a contaminantes ambientales con
accion estrogénica.

Effects of agro-industrial compounds
on vitellogenesis and oviductal histo-
functional features of Caiman latirostris

Caiman latirostris is a crocodilian spe-
cies highly sensitive to endocrine disrup-
ting compounds (EDCs) pollution, being
early stages of development critical periods
of exposure. Bisphenol A (BPA) is an envi-
ronmentally relevant EDC. In Caiman latiros-

215

tris, the female reproductive tract (FRT) is an
estrogen-dependent organ that completes
its differentiation postnatally. In mammals,
this process is controlled by members of
wnt proteins signaling pathway. Additiona-
lly, vitellogenesis is an estrogen-dependent
process characteristic of mature females.
The aims of this study were: 1)- to charac-
terize the ontogenic changes in wnt signa-
ling molecules expression establishing its
relationship with FRT development, evalua-
ted by an scoring system; and 2)- to assess
the effects of early postnatal exposure to
17-B-estradiol (E2) or BPA on vitellogene-
sis and histofunctional features of the FRT.
Wnt protein expression pattern suggests a
mutual regulation between wnt7a and wntba.
Wnt-7a and wnt-5a expressions significantly
correlate with FRT development suggesting
that this process is controlled by wnt signa-
ling pathway. Early postnatal FRT was highly
sensitive to E2 or BPA. Increased luminal
epithelial height and higher proliferative acti-
vity were observed in E2 and BPA groups.
Changes in the scoring system, steroid hor-
mone receptors; collagen remodeling and
muscle-associated proteins suggest a pre-
cocious FRT histofunctional differentiation in
E2 or BPA exposed caimans. Environmen-
tally relevant doses of BPA induced vitello-
genesis in immature female caimans. These
results provide evidence on Caiman latiros-
tris FRT postnatal differentiation pathways
and EDCs-induced changes. In addition,
we propose the study of vitellogenesis in
immature female caimans as a tool to moni-
tor estrogen-like EDCs exposure.
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Las plantas son organismos sésiles que
deben gatillar respuestas multiples frente
a un medio ambiente continuamente cam-
biante; para integrar dichas respuestas, el
metabolismo primario es finamente modu-
lado. El carbono fijado fotosintéticamente
es particionado a distintos niveles: a nivel
intracelular, puede ser utilizado para la sin-
tesis de almidon o, como triosas fosfato,
puede ser exportado hacia el citosol. En
dicho compartimento, el principal fotosin-
tato producido a partir de triosas fosfato es
la sacarosa (Suc). Por otra parte, la parti-
cién intercelular del carbono se da cuando
dicho disacarido se dirige a los tejidos no-
fotosintéticos para suplirlos de esqueletos
carbonados. Si bien la mayorfa de las plan-
tas producen Suc, un grupo de plantas de
interés agronémico y comercial (manzano,
peral, duraznero, ciruelo, entre otras) produ-
cen glucitol (Gol) como fotosintato primario,
el cual es sintetizado en el citosol y luego
exportado a los tejidos no-fotosintéticos,
junto con la Suc. Es evidente que en estas

especies vegetales existe un grado mayor
de complejidad en cuanto a la particién del
carbono a nivel intra e intercelular.

La sintesis citosolica del Gol esta mediada
por dos enzimas, la aldosa-6-fosfato reduc-
tasa (Ald6PRasa) y la Gol-6-fosfato fosfa-
tasa, las cuales convierten la glucosa-6-fos-
fato en Gol. Una vez que es descargado en
el tejido no fotosintético, el Gol es oxidado a
fructosa por una Gol deshidrogenasa (GolD-
Hasa) y es la Fru la cual ingresa en las dis-
tintas vias metabdlicas en el fruto. Debido
a que en los Ultimos afos los estudios rea-
lizados en roséaceas se han focalizado a la
expresion de los genes que codifican para
las enzimas del metabolismo del Gol en dis-
tintos tejidos y en distintas condiciones y a
la obtencién de las enzimas y su caracteri-
zacion bioquimica basica, existe un déficit en
cuanto al estudio de la regulacion de estas
enzimas por modificaciones pos-traduccio-
nales. En este trabajo de tesis nos centra-
mos en el estudio de las enzimas Ald6PRasa
y la GolDHasa presentes en hojas y frutos
de duraznero (Prunus persica) obtenidas de
manera; como asi también otras proteinas
que participan en la regulacién pos-traduc-
cional de las primeras.

Caracterizamos la Ald6PRasa y encon-
tramos que la enzima es inhibida por azu-
cares-fosfato y por Pi. La actividad de
la Ald6PRasa disminuyé en una manera
dependiente del tiempo y de la concen-
tracion de compuestos oxidantes; tanto
el H202 como la diamida inactivaron la
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enzima, de manera irreversible. La oxi-
dacién llevd a la desestabilizacion de la
enzima induciendo la formacién de agre-
gados proteicos, correlacionado directa-
mente con la pérdida de actividad enzima-
tica. Sin embargo, dicho proceso podria ser
modulado y atenuado por la glutationilaciéon
dependiente de GSSG. En su conjunto los
resultados sugieren que, frente a situacio-
nes oxidantes y debido a la resistencia a la
oxidaciéon de la Ald6PRasa, la produccion
de Gol podria ser mantenida, permitiendo
que este actlie como osmoprotector (tanto
in situ como también a larga distancia. El
flujo de carbono dirigido hacia la sintesis
del poliol sélo disminuiria bajo perturbacio-
nes extendidas del estado redox intracelu-
lar como consecuencia de la inactivacion
de la Ald6PRasa. En dicho escenario, la sin-
tesis de Gol tendria un rol secundario y los
sustratos no utilizados, Glc6P o NADPH,
podrian ser redirigidos hacia metabolismos
que permitirian combatir el estrés.
Caracterizamos la GolDHasa bioguimi-
camente y encontramos que los metales
pesados inhibieron totalmente a la enzima,
lo cual sugiere que existirian residuos de
Cys involucrados en tal proceso. Distintas
moléculas oxidantes y alquilantes inhibie-
ron la enzima de manera reversible, ya que
el agregado de GSH o tiorredoxinas (TRX)
recuperaron la inactivacion. Nuestros resul-
tados nos llevan a proponer un escenario
metabdlico en el cual, bajo condiciones nor-
males, la GolDHasa se encontraria activa y
el Gol acumulado o descargado en tejidos
heterotréficos (frutos) se convertiria en Fru,
con la produccién concomitante de NADH.
Sin embargo, en condiciones que produ-
cen un ambiente oxidativo, la actividad de
la GolDHasa disminuiria debido a su oxi-
dacién, llevando a la acumulaciéon de Gol.
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La reversion de esta situacion dependeria
de los niveles de GSH y de TRX reducida,
lo cual esté ligado a una situacién opuesta
de un ambiente intracelular reductor. Los
resultados sugieren que en un ambiente
oxidante se acumularia Gol, protegiendo a
la célula de las especies oxidantes darinas
producto del estrés. Una vez que el balance
redox se restablece, los agentes reductores
como GSH o TRX podrian reducir a la GolD-
Hasa y permitir el flujo normal del carbono.

About Carbon Storage within Auto-
trophic and Heterotrophic Cells. Kinetic
and structural characterization of sugars
and sugar-alcohols metabolism enzymes.

Plants are complex organisms that must
integrate internal responses and external
stimuli to coordinate its development, finely
regulating both synthesis and use of carbon.
In most plants, fixed carbon is partitioned
within cells between starch and sucrose;
the latter, can be translocated to sink tis-
sues for carbon supplying. In a small num-
ber of plant species, along with sucrose and
starch, polyols are produced (glucitol) as
primary photosynthates. These, also act as
osmotic regulators and free radical scaven-
gers against stress situations. In this work,
we studied how posttranslational modifi-
cations modulate the activity of the main
enzymes related to glucitol metabolism in
peach: aldose-6-phosphate reductase (Ald-
6PRase, glucitol synthesis) and glucitol
dehydrogenase (GolDHase, glucitol catab-
olism). Ald6PRase was inhibited by sugar
phosphates and inorganic phosphate, also
by oxidants. With our results, it is tempting
to speculate that polyol synthesis would not
be affected under oxidative conditions, due
to Ald6PRase is highly resistant to oxida-
tive molecules, even more, it could be glu-
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tathionylated, protecting the enzyme. Under
severe stress conditions, the enzyme would
be inactivated, whereas NADPH could feed
antioxidant systems. Gol catabolism in
non-photosynthetic tissues would be rapidly
downregulated under oxidative stress con-
ditions, due to the high sensibility of GolD-
Hase to oxidants. When redox balance is
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restored, GolDHase could be reactivated by
thioredoxins, allowing normal carbon flux.
Altogether, under stress conditions glucitol
could exert protective functions not only in
its synthesis site but also at long distance.
Overall, both transcriptional and posttrans-
lational regulation of glucitol enzymes would
operate in the same direction in plants.
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La investigacion y el desarrollo de ingre-
dientes funcionales (probioticos, prebidti-
cos, &cidos grasos poliinsaturados, entre
otros) son actualmente un importante foco
de desarrollo en la industria alimentaria. En
este contexto, la produccion de microor-
ganismos probidticos autdctonos  para
su incorporacion a alimentos funcionales
resulta de potencial interés cientifico para la
industria de alimentos. En este sentido, uno
de los desafios de la industria alimentaria
hoy es producir cultivos probiéticos nacio-
nales deshidratados a bajo costo.

En este trabajo se abordé el desarrollo de
un cultivo probidtico autéctono deshidratado
por secado spray con potencial tecnoldgico

y funcional para ser utilizado en alimentos
0 suplementos funcionales. En una primera
etapa se evalud el potencial tecnolégico de
tres cepas de lactobacilos pertenecientes a
la coleccion del INLAIN: L. paracasei Jp1, L.
rhamnosus 64 y L. gasseri 37, y la posibili-
dad de usar suero de queso como medio
de crecimiento y como matriz de secado.
Por su capacidad de desarrollar en subpro-
ductos lacteos (suero de queseria, suero de
ricota, permeado de suero) como medios de
cultivo de bajo costo, y por su resistencia al
secado spray, se selecciond L. rhamnosus
64 para ensayos posteriores en los cuales se
estudio la utilizacion de permeado de suero
de queso como medio de cultivo, la aplica-
cién de distintas condiciones de estrés para
mejorar la resistencia intrinseca de la cepa
al secado spray, y el uso de distintas matri-
ces de secado (suero de queso combinado
con almidén, WPC, maltodextrina o goma
arabiga). La suplementacion de permeado
de suero con extracto de levadura, triptona,
Tween 80, Mg-Mn permitié la produccién (en
anaerobiosis y a pH controlado) de L. rham-
nosus 64. Los resultados obtenidos hasta
este punto, junto a algunos aspectos practi-
cos que podrian condicionar un futuro esca-
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lado (facilidad de manejo de los ingredien-
tes, disponibilidad, solubilidad, costo, entre
otros), fueron considerados en conjunto para
elegir un tratamiento de estrés moderado y
una matriz para el secado por pulverizacion.
En particular, la aplicacion de un estrés tér-
mico moderado previo al secado spray tuvo
un efecto positivo sobre la viabilidad celular
durante la conservacion del cultivo deshidra-
tado a largo plazo.

Para evaluar la funcionalidad de L. rham-
nosus 64, se realizaron estudios en ani-
males de laboratorio, donde se evalud el
efecto del secado spray sobre la capacidad
probidtica de la cepa y el comportamiento
frente a modelos de salmonelosis e inflama-
cién intestinal. En un modelo de inmunoes-
timulacion, L. rhamnosus 64 se administro
de forma oral, como cultivo fresco y secado
spray. La cepa en estudio demostro ser
capaz de estimular las defensas intestina-
les. Por otro lado, el tratamiento tecnolégico
aplicado modificd la expresion de estos
parametros y de los perfiles de citoquinas.
También se evalué el potencial de L. rham-
nosus 64 frente a modelos murinos de pato-
logias intestinales. Si bien en un ensayo de
salmonelosis la cepa en estudio no demos-
tré efectos protectores en este modelo,
como cultivo secado spray sf se observd un
efecto protector frente a la colitis inducida
por TNBS. La evaluacién macroscépica de
los tejidos permitié observar que los ani-
males tratados con el cultivo secado spray
presentaron un grado de inflamacién menor
que los tratados con el cultivo fresco y que
los del grupo control. Si bien los resultados
son preliminares y deberia profundizarse el
estudio, se observd que la administracion
de L. rhamnosus 64 como cultivo secado
spray, podria tener un papel moderador de
procesos inflamatorios intestinales.
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En su conjunto, los resultados obteni-
dos sugieren que L. rhamnosus 64 posee
potencial tecnoldégico para desarrollarse
utilizando medios de cultivo econdmicos a
partir de subproductos lacteos y ser produ-
cido mediante secado spray. Esta tecnolo-
gla es adecuada y econdmica para la con-
servacion ciertas bacterias probidticas y
permite también la utilizacién de suero de
queso, enriquecido con ingredientes tales
como almidén, maltodextrina o concen-
trado de proteinas de suero como material
de pared para su uso en alimentos funcio-
nales. Ademas los resultados obtenidos en
los estudios funcionales in vivo demuestran
su robustez frente al secado spray, man-
teniendo la capacidad de estimular la fun-
cién inmune. Los resultados de este trabajo
de tesis permitieron avanzar en el conoci-
miento sobre el potencial de la deshidrata-
cién por secado spray para el desarrollo de
cultivos probidticos utilizando cepas autdc-
tonas y una tecnologia de deshidratacion
ampliamente disponible en nuestro pais
en todas las etapas del escalado desde el
laboratorio hasta el nivel industrial.

Spray drying applied to the develop-
ment of probiotics cultures from auto-
chthonous lactobacilli strains.

The aim of this work was to develop a
spray-dried autochthonous probiotic cul-
ture, with technological and functional
potential to be used in functional food or
supplements. In a first stage, three stra-
ins of lactobacilli from the INLAIN collection
were studied: L. paracasei Jp1, L. rhamno-
sus 64 and L. gasseri 37. Their technologi-
cal potential was evaluated, with emphasis
on using cheese whey as culture medium
and as thermoprotectant or carrier for spray
drying. Due to its capacity to develop in
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dairy media (cheese and ricotta whey and
whey permeate) and its resistance to spray
drying, L. rhamnosus 64 was selected for
further studies. The biomass production in
whey permeate supplemented with different
ingredients was optimized. Also, the effect
of mild stresses to improve the intrinsic
resistance of the strain to spray drying and
the use of different carriers (cheese whey
combined with starch, WPC, maltodextrin
and arabic gum) were studied. The functio-
nal characteristics of L. rhamnosus 64 were
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studied in in vivo models, in particular the
effect of spray drying on its functional pro-
perties. The strain showed, in different expe-
rimental models, to be able to stimulate the
gut mucosa immune response.

The results of this work allowed us to go
forward on the knowledge about the potential
of dehydration by spray drying for the deve-
lopment of probiotic cultures using a techno-
logy which is widely available in our country
from the laboratory to the industrial level.
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El funcionamiento de los grandes rios
con llanura aluvial es regulado por el pulso
hidrosedimentologico, que influencia la
dinamica de los materiales disueltos y parti-
culados, lo cual repercute sobre la biota. En
el rio Parana Medio, los pulsos hidroldgicos
y sedimentolégicos suelen desacoplarse
temporalmente, permitiendo identificar los
efectos de cada uno. El objetivo de esta
tesis fue evaluar la dindmica de nutrien-
tes y materia organica disuelta (MOD) en
el sistema del Parana Medio, conside-

rando el efecto de las fluctuaciones hidro-
l6gicas y sedimentolégicas y las relaciones
con el fitoplancton. Para ello, se muestrea-
ron ambientes con diferente conectividad al
cauce principal durante dos fases de aguas
bajas (la primera de ellas coincidente con
el pulso de sedimentos) separadas por una
fase de aguas altas.

Tanto el pulso sedimentolégico como el
hidrolégico influyeron en los patrones espa-
cio-temporales de las variables estudiadas.
El primero aport6 sales, NH,*, fésforo reac-
tivo soluble (PRS) y solidos suspendidos
(incluyendo Ny P), e incrementd las pér-
didas de NO,, NO,, N orgéanico disuelto
(NOD) y C organico disuelto (COD) proba-
blemente debido a su adsorcion y remo-
cién por microorganismos sobre las parti-
culas suspendidas. Durante la inundacion,
aumentd el aporte de silice disuelto por la
cuenca del Parana Superior; mientras que
llanura removié N inorganico disuelto (NID)
y fue una fuente de PRS, NOD y MOD cro-
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moforica (MODC). Finalmente, la clorofila-
a aumentd durante la limnofase exenta del
pulso sedimentoldgico. La inundacion dis-
minuy6 la heterogeneidad espacial, mien-
tras que el pulso de sedimentos disminuy la
heterogeneidad de la conductividad e incre-
mento la del clima luminico y clorofila-a.

La importancia relativa de la turbidez
y el color del agua (directamente relacio-
nado con la concentracién de MODC) varié
de acuerdo a las fases, y se relacioné con
la especiacién de nutrientes y la biomasa
del fitoplancton. El cociente turbidez/color
fue menor durante la potamofase y lim-
nofase exenta del pulso de sedimentos en
ambientes con baja conectividad hidrolo-
gica; mientras que los mayores valores ocu-
rrieron durante el pulso de sedimentos en
ambientes mas conectados al rio. La turbi-
dez se asocio positivamente a las propor-
ciones de Py N particulados y de NH,* res-
pecto a las concentraciones totales de P y
N; y negativamente a las proporciones de
otros nutrientes disueltos. El color se asocio
positivamente a las proporciones de PRS, P
organico disuelto (POD) y NOD, y negativa-
mente a la de NID. En ambientes aislados,
la biomasa del fitoplancton se asocié positi-
vamente con la turbidez (que habria aumen-
tado al resuspenderse sedimentos conte-
niendo células algales).

La calidad de la MODC se asoci6 con la
actividad enzimética, estructura y estado
fisioldgico del fitoplancton (evaluado a tra-
vés del cociente Feo/Clo). La actividad de
la fosfatasa alcalina asociada a particu-
las algales (APA) aumentd en los ambien-
tes mas aislados de la planicie, relacio-
nandose positivamente con la acidez de la
MODC. Los grupos funcionales acidos de la
MODC podrian aumentar la mineralizacion
de los compuestos orgénicos fosforados al
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estimular la sintesis de la enzima por dismi-
nucion de la biodisponibilidad de PO,*. La
MODC de mayor peso molecular se rela-
cioné positivamente con la densidad de
fitoflagelados mixotréficos y negativamente
con grupos fototroficos. Asimismo, en lagu-
nas aisladas, se asocié positivamente con
el cociente Feo/Clo. Esto sugiere que la
MODC de mayor peso molecular repercute
tanto en la estructura del fitoplancton como
en el estado fisioldgico de las células alga-
les. Dado que el cociente Feo/Clo se asocio
negativamente con el nivel hidrométrico, la
inundacién habria tenido un efecto rejuve-
necedor sobre el fitoplancton.

Puede concluirse que la planicie aluvial y
el pulso de sedimentos no sélo remueven y
aportan materiales, sino que también favore-
cen su transformacion afectando su especia-
cion. Esto responderia al aumento del tiempo
de residencia del agua en la llanuray, durante
el pulso de sedimentos, a la elevada dispo-
nibilidad de superficies donde las reacciones
quimicas pueden ocurrir. Por lo tanto, las alte-
raciones de la conectividad rio-llanura alu-
vial y del pulso de sedimentos pueden afec-
tar el funcionamiento ecolégico del Parana
Medio y de ambientes ubicados aguas abajo
que reciben los materiales exportados. Final-
mente, en ambientes sujetos a fluctuacio-
nes en la calidad de la MODC, esta varia-
ble deberia ser considerada para estudiar la
dinamica del fitoplancton.

Dynamic of chemical species with eco-
logical importance in the system of the
Middle Parana River: influence of the
hydrological phases and relations with
phytoplankton

In the Middle Parana River, hydrological
and sedimentological regimes are uncou-
pled allowing to identify the effects of each
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one on chemical species and biota dynam-
ics. The aim of this thesis was to assay the
dynamics of nutrients and dissolved organic
matter (DOM) in the Middle Parana sys-
tem, considering the effect of hydrological
and sedimentological fluctuations and the
relations with phytoplankton. The sediment
pulse supplied salts, ammonium, soluble
reactive phosphorus, and particulate nutri-
ents; but incremented other dissolved nitro-
gen forms and dissolved organic carbon
(DOC) removals. During high waters, the
floodplain constituted a source of soluble
reactive phosphorus, DOC, chromophoric
DOM (CDOM), and dissolved organic nitro-
gen; whereas the Upper Parana increased
silica supply. The flood decreased the
spatial heterogenity in the main channel-
floodplain gradient. The sediment pulse
decreased the heterogenity of conduc-
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tivity but increased light environment and
chlorophyll-a heterogeneities. Phytoplank-
tonic biomass was negatively affected by
the flood and the sediment pulse. Finally,
CDOM quality was associated to phospha-
tase alkaline activity, structure and physio-
logical state of phytoplankton. It can be con-
cluded that the floodplain and the sediment
pulse not only affect the input and remotion
of materials, but also their transformation
probably due to increaments in water resi-
dence time and surfaces where reactions
occur. Therefore, modifications of the river-
floodplain connectivity and the sediment
pulse can affect the ecological functioning
of the Middle Parana River and downstream
environments receiving exported materi-
als. Finally, CDOM appear as an important
factor that should be taken into account for
evaluating phytoplankton development.
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Los vectores basados en el virus Herpes
simplex tipo 1 (HSV-1) se presentan como
un sistema de gran potencial tanto en tera-
pia génica, como en vacunas de Ultima

generacion. Recientemente, se han desa-
rrollado  diferentes sistemas de vectores
virales basados en HSV-1, los que se han
utilizado en ensayos clinicos para el trata-
miento de tumores en humanos, y como
vacunas contra diferentes patégenos.

En el presente trabajo, se evalud el uso
de distintos tipos de vectores basados en
HSV-1, como candidatos para el estableci-
miento de una plataforma de vacunas de
nueva generacion contra diferentes pato-
genos humanos y animales, a través de
la expresidon de antigenos pertenecientes
a Rotavirus (RV) grupo Ay grupo C, la ric-
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kettsia Anaplasma marginale, y el Virus de la
Fiebre Aftosa.

Se construyeron vectores herpéticos
defectivos y de tipo amplicén para la expre-
siéon de las proteinas de RV NSP4, VP2,
VP4, VP6 y VP7, de manera individual, o en
construcciones dobles, portando los genes
VP2 y VP6, o VP4 y VP7 de RV grupo A. Adi-
cionalmente se trabajé con un vector para
la expresion de la proteina VP6 de RV grupo
C, de una cepa no cultivable. Para la rickett-
sia Anaplasma marginale, se construy6 un
vector amplicén para la expresion de la pro-
teina de superficie MSP5.

En el caso del Virus de la Fiebre Aftosa,
se ensay6 un vector viral capaz de presen-
tar en la superficie de la particula un epitope
inmunodominante de la proteina VP1, deno-
minado RGD, responsable de interactuar
con el receptor celular. Para esta estrategia,
el vector viral fue modificado para insertar el
epitope RGD en la secuencia que codifica
para el gen de la glicoproteina C de HSV-1.

Por medio de transduccién o infeccion
de cultivos celulares con estos vectores, se
pudo comprobar la expresion de los antige-
nos heterélogos en los diferentes sistemas.

Se seleccionaron algunos de los vecto-
res obtenidos para realizar una prueba de
concepto sobre su uso como agentes vacu-
nales, generando los stocks de cantidad y
calidad necesarios, para aplicar los dife-
rentes planes de inmunizacion en anima-
les de experimentacion, y asi poder evaluar
la respuesta inmune especifica generada.
De este modo se utilizaron los vectores
que expresan la proteina VP6 de RV grupo
C, VP4 de RV grupo A, y MSP5 de A. mar-
ginale, para evaluar la respuesta inmune
inducida luego de su inoculacion a ratones
Balb/c, como modelo de experimentacion.
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Los resultados indicaron que los vectores
herpéticos fueron capaces de generar una
respuesta inmune especifica. En el caso de
los antigenos de RV analizados, se estu-
di6 el desarrollo de una respuesta inmune
humoral, y en el caso del vector que codi-
fica para MSP5 de A. marginale, se deter-
mind una respuesta inmune principalmente
celular, la cual se balanced hacia una res-
puesta multiple luego del suministro de un
refuerzo con el antigeno proteico adyuvado.

Ademas, otro de los principales logros de
este trabajo ha sido el establecimiento de los
protocolos de produccion de diferentes vec-
tores virales para su uso como inmundgenos.

Teniendo en cuenta los resultados obte-
nidos en el presente trabajo, se demuestra
que vectores basados en HSV-1 son candi-
datos atractivos para el desarrollo de vacu-
nas genéticas de nueva generacion, dirigi-
das contra patégenos virales y bacterianos
que afectan a humanos y animales.

HSV-1 based amplicon vectors and
defective viruses as transgenic vectors
for proteins from human and veterinary
pathogens

Herpes simplex virus type 1 (HSV-1)
based vectors have shown a great potential
for gene therapy and are considered prom-
ising vehicles to deliver heterologous anti-
gens for new generation vaccines.

In the present work, HSV-1 viral vectors
have been evaluated for the assessment
as a vaccine vector platform against group
A and group C rotavirus (RV), the rickettsia
Anaplasma marginale, and Foot-and-mouth
disease virus (FMDV) infections.

Defective herpesviruses and ampli-
con vectors that express, individually or
co-expressing, group A RV proteins were
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developed. Additionally, amplicon vectors
which express VP6 protein from a non-culti-
vable group C RV strain or the surface anti-
gen MSP5 of A. marginale were constructed.

A display vector, which expresses in its
surface the FMDV-RGD epitope of the struc-
tural protein VP1, was generated.

Stocks of the selected amplicon vectors,
expressing group A RV VP4 and VP7, or A.
marginale MSP5 were produced to carry out
different immunization schedules in Balb/c
mice, to assess the specific immune response
elicited, in the absence of adjuvants.
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The results showed an induction of specific
immune responses in the vaccinated animals.
The development of specific humoral immune
response was obtained with amplicon vectors
expressing RV proteins. A cellular immune
response was mainly observed after inoc-
ulation of the A. marginale MSP5 amplicon
vector, which shifted to a multiple immune
response when boosted with the homologous
adjuvanted recombinant protein.

The results presented in this work indi-
cate that HSV-1 amplicon vectors are attrac-
tive candidates for the development of safe
genetic vaccines against human and animal
pathogen infections.
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El linaje méas derivado de la tribu Cyno-
donteae esta constituido por las subtribus
Monanthochloinae, Hilariinae, Boutelouinae,
Scleropogoninae y Muhlenbergiinae. Sus
especies se caracterizan por presentan una
gran diversidad morfolégica en inflorescen-
cias, espiguillas y flores. Sin embargo, no
existen trabajos que describen las estructu-
ras reproductivas y los procesos de desa-
rrollos involucrados en la diversificacion de
las inflorescencias en un contexto evolutivo.

Es por eso que se realizd un estudio mor-
folégico comparativo de las inflorescen-
cias adultas de 91 especies abarcando la
mayoria de los géneros presentes en las
subtribus. Considerando que las estructu-
ras adultas son el resultado final de un pro-
grama de desarrollo, se realizd un estudio
comparativo del desarrollo de inflorescen-
cia, espiguilla y flor utilizando imagenes de
microscopia electrénica de barrido (MEB)
de 17 especies pertenecientes al linaje en
estudio. Para entender la evolucion de la
morfologia de las inflorescencias, se rea-
lizaron reconstrucciones ancestrales de
los caracteres de inflorescencia mediante
los métodos Maxima Parsimonia e Inferen-
cia Bayesiana. Los resultados obtenidos
demuestran que varios caracteres morfolé-
gicos y procesos tipoldgicos podrian expli-
car la diversidad aparente que presentan
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las inflorescencias adultas. Por otro lado, se
identificaron diferentes patrones de desarro-
llo en el sistema de ramificacién de la inflo-
rescencia y en espiguilla. Ademas, se reco-
nocieron diversos patrones de desarrollo
floral que determinan la sexualidad de la flo-
res. El estudio filogenético muestra que el
linaje méas derivado de Cynodonteae vy las
subtribus que lo conforman son monofiléti-
cos. La reconstrucciéon ancestral del carac-
ter presencia/ausencia de florescencia prin-
cipal muestra una clara tendencia hacia
inflorescencias que pierden la florescencia
principal en grupos derivados. Sin embargo,
los analisis de reconstruccion ancestral de
los caracteres homogenizaciéon, grado de
ramificacion y tipo de inflorescencia mos-
traron varias tendencias evolutivas, debido
a que son caracteres propensos a cambiar
entre los diferentes estados. En conclusion,
las inflorescencias del linaje méas derivado
de Cynodonteae resultaron ser un grupo de
estudio muy interesante debido a la gran
diversidad morfolégica que presentan las
estructuras adultas y a los diversos proce-
sos de desarrollo que se encuentran involu-
crados en la formacion de dichas estructu-
ras reproductivas. Al analizar la morfologia
de las inflorescencia desde una perspectiva
evolutiva, podemos concluir que varias ten-
dencias evolutivas debieron ocurrir para ori-
ginar la diversidad de inflorescencias pre-
sente en linaje estudiado.

Inflorescence diversity and evolution
of the most derived subtribes within Cyn-
odonteae (chloridoideae-poaceae)

The most derived lineage within Cyn-
odonteae is constituted by Monanthochloi-
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nae, Hilarinae, Boutelouinae, Scleropogo-
ninae and Muhlenbergiinae subtribus. Their
species are characterized by having a large
morphological diversity in inflorescence,
spikelet and flower. However, there are not
studies that describe the reproductive struc-
tures and development processes involved
in the diversification of the inflorescence in
an evolutionary context. For this reason, the
objectives of this thesis are: 1) to study the
morphology of adult inflorescences of 91
species, 2) to perform a comparative devel-
opment study of inflorescence, spikelet and
flower of 17 species using images of scan-
ning electron microscopy and 3) to evaluate
ancestral reconstructions of inflorescence
characters using the Maximum Parsimony
and Bayesian Inference methods. Seven
morphological characters and eight typo-
logical processes could explain the appar-
ent diversity in adult inflorescences. Vari-
ations between different development
patterns were identified in the inflorescence
branching system, spikelet and flower. The
most derived lineage of Cynodonteae and
the subtribes that comprise it were mono-
phyletic. The ancestor of the group could
have been a non-truncated inflorescence
that lost the main florescence in derivatives
groups. Ancestral reconstruction of char-
acters homogenization, degree of branch-
ing and type of inflorescence showed sev-
eral evolutionary trends, because they are
characters likely to change between differ-
ent states. In conclusion, the diversity that
presents the studied inflorescences is the
result of morphological and developmental
changes occurred during the evolution of
the lineage.
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El objetivo general de este trabajo fue
estudiar, mediante el uso de modelos in
vivo, el efecto de la edad, la experien-
cia reproductiva y el ambiente enriquecido
sobre la regulaciéon transcripcional de las
enzimas esteroidogénicas en el hipocampo
de la rata. Para dicho andlisis se cuantifica-
ron los niveles de ARNm (mediante la reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR) en
tiempo real) y se comparé el estado de
metilacidn de las regiones regulatorias pre-
sentes en las secuencias promotoras de
cada uno de los genes (utilizando enzimas
de restriccion sensibles a metilacion y pos-
terior PCR en tiempo real).

Para determinar el efecto de la edad sobre
la neuroesteroidogénesis hipocampica, se
utilizaron ratas hembra y macho de la cepa
Wistar en dia post-natal (DPN) 90 (jévenes
adultas) y 450 (adultos mayores). Previo a su
sacrificio, los animales fueron evaluados en el
test de memoria episddica. Segun nuestros
resultados, el aumento de la edad disminuyd
significativamente la transcripcion de las
moléculas StAR, P450scc, 3a-HSD, 3p-HSD,
S5a-reductasa-1, P450(11B)-2, P450(17a),

P450arom y 17B-HSD-3 y aumenté el estado
de metilacién de determinados sitios CpG de
los promotores de P450scc, 5a-reductasa-1
y 3a-HSD en el hipocampo de las ratas hem-
bra, pero no de las ratas machos. El enveje-
cimiento, ademas, afecto negativamente la
performance de las ratas hembra y macho
en el test de memoria episddica. Cuando se
compararon animales jovenes se observd
mayor expresion génica de StAR, P450scc,
3a-HSD, 3B-HSD, 5a-reductasa-1, P450
(17a) y 17B-HSD-3 en las hembras compa-
radas con los machos. También se detecta-
ron diferencias a nivel cognitivo en el test de
memoria empleado.

Para evaluar el efecto del ambiente enri-
quecido sobre la regulacion transcripcio-
nal de las enzimas neuroesteroidogénicas
se utilizaron ratas hembra en DPN 90 y 450
expuestas durante 10 y 105 dias a ambien-
tes con estimulacién motora y estimulacién
sensorial. La exposicion breve a ambientes
estimulados sensorialmente generd en el
hipocampo de las ratas jovenes un aumento
en la expresion del ARNm de las enzimas
3a-HSD, 5a-reductasa-1y P450 (17a) y una
disminucion de P450arom. Sumado a ello,
disminuyd el estado de metilacion de uno
de los sitios CpG del promotor de la enzima
5a-reductasa-1. Por su parte, la exposicion
breve a ambientes con estimulacién motora
aumentd la expresion génica de las enzi-
mas 3o-HSD, P450 (17a) y P450(11pB)-2.
En cuanto a la estimulaciéon sensorial pro-
longada, la misma fue capaz de atenuar la
caida en la transcripcién de ciertas enzi-
mas neuroesteroidogénicas asociada a
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la edad, incrementando la expresion de
ARNm de StAR, 3a-HSD, 5a-reductasa-1 y
P450(17a) en el hipocampo de ratas adul-
tas. Sumado a ello, el ambiente enriquecido
disminuyd el estado de metilacion de uno
de los sitios CpG del promotor de la enzima
5a-reductasa-1, lo que podria explicar los
mayores niveles de ARNm encontrados.

En la dltima etapa, se estudié el efecto de
la prefiez y la lactancia sobre la expresion
génica de las enzimas neuroesteroidogéni-
cas y los mecanismos regulatorios intervinien-
tes. Para ello, se compararon ratas adultas de
15 meses de edad sometidas a 3 prefieces
completas con sus respectivas lactancias y
sin ellas frente a ratas virgenes de la misma
edad. Segun nuestros resultados, los sucesi-
Vos ciclos de prefiez y lactancia incrementa-
ron la transcripcion de las enzimas P450scc,
5a-reductasa-1, P450arom y P450(11B)-2) y
disminuyeron el estado de metilacion del pro-
motor correspondiente al gen de la enzima
Sa-reductasa-1 en las ratas adultas. La pre-
fiez en ausencia de lactancia también incre-
mento la expresion génica de las proteinas
P450scc y 5a-reductasa-1; sin embargo, dis-
minuyd los niveles de ARNm de P450arom
y P450 (B11)-2. Sumado a ello, disminuyo el
estado de metilacion de los promotores de
P450scc y 5a-reductasa-1 y aumento el del
gen correspondiente a la enzima P450arom.

Estos hallazgos contribuyen con el estu-
dio de los mecanismos moleculares impli-
cados en los efectos negativos asociados
al envejecimiento y el rol de los tratamientos
conductuales como factores atenuantes de
dichos efectos.

Physiological factors that modulate
hippocampal steroidogenesis

The aim of this thesis was to determine the
effects of age, reproductive experience and
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enriched environment on the gene expres-
sion of StAR, P450scc, 3B-HSD, 3a-HSD,
5a-reductase-1, P450(17a), P450(11p)-2,
17B-HSD-3 and P450arom in the rat hippo-
campus. To analyze the effects of aging, Wis-
tar male and female rats at post-natal day
(PND) 90 (young adult) and PND 450 (aged)
were used. According to our results, aging
has negative effects on episodic-like memory
and modifies the transcription of the genes
that are involved in the synthesis of neuros-
teroids, decreasing the methylation state of
P450scc, 5a-reductase-1 and 3a-HSD pro-
moters. Moreover, sexual dimorphism was
found in the expression of steroidogenic
molecules in young and aged animals.

To evaluate the effects of environmental
enrichment, Wistar female rats at PND 90
and PND 450 were exposed during 10 and
105 days to environmental with sensory and
motor stimulation. Short-term exposure to
environments with sensory and motor stimu-
lation modifies the expression of steroidoge-
nic enzymes in the hippocampus of young
and aged rats. Moreover, long-term expo-
sure to an environment with sensory stimu-
lation attenuates the age-related decline
in the mRNA expression of steroidogenic
enzymes. In addition, short- and long-term
exposure to environments with sensory sti-
mulation decreased the methylation levels
of the ba-reductase-1 promoter.

Finally, we compared nulliparous and
multiparous rats at PND 450 subjected to
three pregnancies with and without their res-
pective lactation and we found that preg-
nancy and lactation differentially modifies
the transcription of steroidogenic enzymes,
changing the methylation state of P450scc,
5a-reductase-1 and P450arom promoters.
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El objetivo de la tesis fue abordar el estu-
dio de las comunidades bioldgicas del rio
Parana medio desde la perspectiva de la
ecologia funcional. En primer término se
analizé la variacion de los rasgos bioldgi-
cos de las especies bentdnicas de cua-
tro ambientes representativos del sistema.
Dicho anélisis indicé que las caracteristicas
fisicas de los cuerpos de agua determinan
el set de rasgos biolégicos de las especies
residentes. Tal resultado plantea la posibili-
dad de que un doble gradiente de inesta-
bilidad ambiental sea un factor estructura-
dor de los ensambles bentdnicos. Por otra
parte se clasificd a las especies bentoni-
cas dominantes en grupos funcionales tro-
ficos mediante un anélisis de dieta y sola-
pamiento de nicho. La mayor parte de las
taxa estudiadas fueron clasificadas como
colectores recolectores. Asimismo, se uti-
liz6 el andlisis de proporciones isotopi-
cas para determinar la importancia relativa
de las fuentes de carbono en el sistema
durante el ciclo hidrolégico. Los resultados
de dicho analisis apuntan a que en las lagu-
nas desconectadas las variaciones del nivel
hidrométrico provocan variaciones drasti-
cas en la importancia relativa de las fuen-

tes. Finalmente se construyé un modelo de
trama tréfica incluyendo productores pri-
marios, invertebrados y peces. Sobre dicho
modelo se estimaron los parametros: nivel
trofico medio, longitud de cadena y omni-
voria. Tales parametros resultaron relativa-
mente bajos lo cual siguiere que en el sis-
tema del Parana medio existen mecanismos
de control de las tramas tréficas que aun
deben ser analizados

Trophic structure of the benthos of river-
lake systems in the Middle Parana river
floodplain by means of diet and stable
isotopes analysis of carbon and nitrogen.

The thesis aimed to analyze the biological
communities of the Middle Parané river from
the functional ecology approach. Firstly, we
analyzed the biological traits variations of
benthic species in four representative habi-
tats of the river system. This analysis indi-
cated that physical features of the habitat
acts as environmental filter for benthic inver-
tebrates. This result suggests that a double
gradient of environmental instability could
be a structuring factor of benthic assembla-
ges. Moreover, we classified benthic taxa
into functional feeding groups by means
of gut content and niche overlap analysis.
Most of studied species were classified as
gatherer collectors. Likewise, we used sta-
ble isotopes analysis to determine the rela-
tive importance of carbon sources along the
hydrologic cycle. The results of this analy-
sis showed that in temporarily connected
lakes the hydrologic fluctuations drive dras-
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tic changes in the relative importance of car-
bon sources. Finally, we constructed a food
web model including primary producers,
invertebrates and fishes. On the basis of this
model we estimated the parameters: Mean
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trophic level, food chain length and omni-
vory. These parameters turned out to be
relatively low, suggesting that in the parana
system there are food web controllers that
remain to be analyzed.
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Nuestra hipdtesis general de trabajo pos-
tula que la exposicion a quimicos clasifica-
dos como xenoestrégenos (Xe) en periodos
hormono-sensibles del desarrollo induce
alteraciones en procesos criticos del desa-
rrollo normal de las gdénadas y el tracto
reproductor femenino, impactando nega-
tivamente en la capacidad reproductiva en
la vida adulta. Entre los Xe mas utilizados
estudiamos al bisfenol A (BPA) y al dietiles-
tilbestrol (DES).

Capitulo 1. Disfunciones ovaricas en
ratas adultas nacidas de madres trata-
das con bajas dosis de BPA por via oral.
En este capitulo demostramos que hem-
bras adultas nacidas de madres tratadas
con bajas dosis de BPA (50 ug/kg.dia'y 0,5
ug/kg.dia) por via oral durante la gestacion

y la lactancia poseen disfunciones ovaricas.
Estas disfunciones comprenden un menor
reclutamiento inicial asociado a un desba-
lance en la expresion del receptor de andro-
genos (RA) entre los foliculos primordial/pri-
mario y un mayor nimero de cuerpos lUteos
(CL) (indicio de incremento en el nimero de
ovocitos ovulados), junto con mayores nive-
les de progesterona sérica. Estos resultados
muestran que el BPA es capaz de afectar los
estadios tempranos del desarrollo ovarico
con consecuencias en la edad adulta.
Capitulo 2. Efectos del BPA sobre la
respuesta ovarica al tratamiento con
gonadotrofinas exdégenas en ratas. En
este capitulo estudiamos la respuesta ova-
rica a un tratamiento con gonadotrofi-
nas exdgenas, en ratas inmaduras, naci-
das de madres tratadas con BPA por via
oral durante el periodo perinatal. Pudimos
observar un mayor desarrollo folicular luego
del tratamiento con PMSG en los ovarios de
las hembras expuestas a BPAS0 durante el
periodo perinatal. Este estimulo en la folicu-
logénesis se evidencia por un incremento
de la subpoblacién de foliculos antrales chi-
cos. Este incremento en el desarrollo folicu-
lar estuvo asociado a mayor expresion de
FSHR y LHR, de las enzimas esteroidogé-
nicas Cyp17 y Cyp19, asi como también de
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RA y REB. En base a estos cambios, pen-
samos que la exposicion a BPA en etapas
tempranas de la vida prenatal y postnatal
causa una mayor susceptibilidad de los foli-
culos ovaricos a la accion de la FSH. La res-
puesta a hCG se tradujo en una mayor inci-
dencia de foliculos atrésicos sin cambios en
la ovulacion, con un menor tamano de CL.
Nuestros resultados muestran que la expo-
sicién perinatal a BPA, condiciona la capa-
cidad de respuesta del ovario a un trata-
miento con gonadotrofinas exégenas.

Capitulo 3. Accion del BPA en el
ensamblado folicular en cultivos de ova-
rios enteros. Nuestro objetivo fue profun-
dizar el estudio de los efectos directos del
BPA sobre la formacién de foliculos pri-
mordiales, en cultivos de ovarios enteros.
Los ovarios expuestos in vitro a E2 o BPA
mostraron un mayor porcentaje de ovoci-
tos no ensamblados en foliculos primordia-
les y una menor expresion de FoxI2 en los
ovarios expuestos a BPA. Estos resultados
nos permiten concluir que el BPA actuaria
de manera similar a E2, inhibiendo la rup-
tura de los nidos de células germinales y el
posterior ensamblado folicular en cultivos
de ovarios enteros, sugiriendo que lo hace
a través de la menor expresion de FoxI2.
Estos resultados en conjunto, agregan evi-
dencia a la capacidad de BPA de impactar
de forma directa sobre procesos tempranos
del desarrollo ovérico.

Capitulo 4. La exposicion neonatal a
xenoestrégenos altera la respuesta ova-
rica al tratamiento con gonadotrofina en
corderas. Corderas prepUberes expuestas
a BPA o DES durante los primeros 14 dias
de vida posnatal tienen un escaso desarro-
llo folicular y bajos niveles de estradiol en
respuesta al tratamiento con oFSH, relacio-
nando esta menor capacidad de respuesta
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del ovario a FSH exdgena con anomalias en
la expresion de GDF-9.

Los resultados detallados en esta tesis
doctoral fundamentan la preocupacion
mundial por la creciente exposicion a estro-
genos ambientales, y demuestran que el
desarrollo folicular y la sintesis esteroido-
génica ovaricas son un blanco de accion
constante de los mismos.

Effects of perinatal exposure to endo-
crine disruptors on ovarian development
and female fertility

In this doctoral thesis our general hypoth-
esis postulates that exposure to chemicals
classified as xenoestrogens in hormone-sen-
sitive developmental periods induces alter-
ations in critical processes of the normal
development of the gonads and the female
reproductive tract, negatively impacting repro-
ductive capacity in adulthood. We studied
two of the most used xenoestrogens, Bisphe-
nol A (BPA) and Diethylstilbestrol (DES).

In Chapter 1: Ovarian dysfunctions in
adult rats born to mothers treated with
low doses of oral BPA, our results show
that BPA is able to affect the early stages of
ovarian development with consequences in
adulthood. In Chapter 2: Effects of BPA on
ovarian response to exogenous gonado-
tropins treatment in rats, we demonstrated
that perinatal exposure to BPA, conditions
the ovary’s responsiveness to exogenous
gonadotropins treatment. In Chapter 3:
Action of BPA on follicular assembly in
whole ovary cultures, we demonstrated
that in both rats and OCT4-GFP mice,
BPA is able to directly impact the follicular
assembly. Finally in Chapter 4: we demon-
strate that neonatal exposure to xenoestro-
gens alters the ovarian response to gonado-
tropin treatment in lambs.
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The results detailed in this doctoral thesis
are based on the worldwide concern about
the increasing exposure to environmental
estrogens, and demonstrate that the follicu-
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lar development and steroidogenic ovarian
synthesis are a constant target of the xen-
oestrogens.
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Reportamos un estudio magneto estruc-
tural de cinco compuestos dinucleares de
Cu" unidos por puentes pirofosfatos. Tres
de ellos, [Cu,(terpy),(HP,O,)(H,PO,)(H,PO,)
(H,0)] 1, (terpy = 2,2":6',2"-terpiridina, bpa
= 2,2'-bipiridilamina and bipy=2,2’-bipiri-
dina), [Cu,(bpa),(P,0,)(H,0),]-2.5H,0, 2 y
[Cu(bpa)(H,P,0.)],, son nuevos; fueron sin-
tetizados y su estructura cristalina determi-
nada por difraccién de rayos X en mono-
cristal. Otros dos, previamente reportados:
[Cu(bipy)(H,P,0,)],-3(H,0), 4, cuya estruc-
tura cristalina fue refinada, y [Cu(bipy)
(H,P,0.)1,, 5, bipy = 2,2"-bipiridine, fueron
anadidos a los anteriores. Los cinco com-
puestos son triclinicos, grupo espacial Pl
, 'y contienen unidades dinucleares de Cu"
unidos por aniones pirofosfatos. Espectros
de resonancia paramagnética electronica
(RPE) fueron estudiados en muestras de
monocristal con el campo magnético B, en

tres planos perpendiculares, en funcion de

la orientacion de B, a 293 K, para los com-
puestos 1,3,4y5,yaT = 47,50y 293 K
para el compuesto 2. También fueron estu-
diados los espectros en funcion de la tem-
peratura (T) entre ~4 y 293 K para una ori-
entacion fija de B en cada uno de los cinco
compuestos. En los compuestos 1, 3, 4, y
5 los espectros muestran una Unica reso-
nancia para toda orientaciéon del campo
y a temperaturas T entre 4 y 293 K, como
en un sistema mononuclear de espines,
sin estructura hiperfina. Las matrices g cal-
culadas son discutidas en términos de las
estructuras moleculares. La dependen-
cia con la temperatura de la intensidad de
la sefal de RPE observada por encima de
4 K muestra un comportamiento de Curie
(paramagnético) indicando que |J,| < 2
K (definiendo H = -J,S,-S,), sin estruc-
turas derivadas de acoplamientos hiperfi-
nos o interacciones de intercambio intradi-
nuclear. La ausencia de estructura hiperfina
y splitting dinuclear de las unidades se
explica considerando procesos de angosta-
miento por intercambio, donde la interac-
cién de intercambio interdimuclear destruye
las interacciones dipolares y de intercam-
bio anisotropico intradinuclear. EI modelo
usado permite establecer un limite inferior
de las interacciones entre unidades dinucle-
ares vecinas. Los espectros de RPE obser-
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vados en el compuesto 2 muestran una rica
estructura dependiente de T. Por debajo
de ~ 8 K los espectros se asignan a dos
tipos de defectos cristalinos mononucle-
ares de cobre acoplados a dos nucleos de
nitrégeno. Las matrices g y los acoplamien-
tos hiperfinos observados a esa T propor-
cionan informacion acerca de las estructu-
ras de los defectos. Por encima de 10 K los
espectros estan dominados por la respu-
esta dinuclear del material, mostrando
interacciones hiperfinas con dos nucleos
de cobre. La estructura de los espectros
colapsa a un solo pico por encima de 18
K cuando las unidades estan magnética-
mente conectadas, y el comportamiento
magnético se convierte en 3D. Los resul-
tados obtenidos por encima de 10 K en el
compuesto 2 se atribuyen a una interaccion
de intercambio intradinuclear AFM (J, = -28
(8) cm™), y a un acoplamiento de intercam-
bio tres érdenes de magnitud méas débil
|J,| ~ 0.022 cm™ entre iones Cu'" de uni-
dades dinucleares vecinas. Se discuten las
interrelaciones entre la estructura, el acopla-
miento de intercambio, la dimensién mag-
nética y la dinamica de espines.

Electronic structure and magnetic
interactions in transition metal complexes
with ligands of biological interest

We report a magneto-structural study
of five pyrophosphate-bridged Cu'" com-
plexes: [Cu,(terpy),(HP,O.)(H,PO,)
(H,PO)HO)] 1, terpy = 22.6,2"-terpy-
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ridine,  [Cu,(bpa),(P,0,)(H,0),]-2.5H,0 2,
[Cu(bpa)(H,P,O)], 3, bpa = 22-bipyri-
dylamine, [Cu(bipy)(cis-H,P,0,)],-3(H,0)
4, and [Cu(bipy)(trans-H,P,0.)], 5, bipy =
2,2-bipyridine. The EPR spectra were col-
lected in three planes of single crystal sam-
ples as a function of the orientation of the
magnetic field B, and as a function of tem-
perature (T) between ~ 4 and 293 K for fixed
orientations of B, In the compounds 1, 3, 4
y 5 the EPR spectra display a single reso-
nance for any field orientation and tempera-
ture (T) between 4 and 293 K, without hyper-
fine structure. The calculated g-matrices are
discussed in terms of the molecular struc-
tures and of the results for Cu" ions in related
compounds. The temperature dependences
of the intensity of the EPR signals observed
above 4 K display a paramagnetic Curie
behavior, indicating that |J,| < 2 K, with no
structure arising from hyperfine coupling or
intradinuclear exchange interactions. The
EPR signals observed below ~8 K the spec-
tra are assigned to two types of mononuclear
crystal defects of mononuclear copper. The
g-matrices and hyperfine couplings at these
T provide information about the structures of
the defects. We attribute the results above 10
K to the interplay of an AFM intradinuclear
exchange interaction J, = -28(3) cm™ and
|J,| ~ 0.022 cm between Cu' ions in neigh-
bor dinuclear units. The interplays between
structure, exchange couplings, magnetic
dimension and spin dynamics in the dinu-
clear compound are discussed.
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En la actualidad se asume plenamente
que los alimentos pueden aportar compues-
tos bioactivos para el organismo humano,
proporcionar beneficios para la salud y
reducir el riesgo de padecer ciertas enfer-
medades. Péptidos bioactivos encriptados
en las estructuras de proteinas se generan
usualmente in vivo por accién de enzimas
gastrointestinales, o pueden también obte-
nerse in vitro con enzimas especfficas, y/o
producirse durante los procesos biotecno-
|6gicos de elaboracion de determinados ali-
mentos. Los péptidos bioactivos pueden
ejercer su efecto sobre los sistemas cardio-
vascular, digestivo, inmunolégico y/o ner-
vioso. En este trabajo se propuso estudiar
y evaluar in vitro la actividad inhibitoria frente
a la enzima acetilcolinesterasa (AChE) y a la
enzima convertidora de angiotensina (ECA),
asf como la actividad antimicrobiana, tanto
de hidrolizados de manoproteinas obte-
nidos por hidrolisis enzimética como de
hidrolizados proteicos obtenidos de cul-

tivos de bacterias &cido lacticas (BAL) y
levaduras, en soluciones de caseinas y del
producto (hidrolizado) comercial NZ-Case
Plus. Ademas, los objetivos del trabajo tam-
bién incluyeron fraccionar y caracterizar los
hidrolizados que presentaron las propieda-
des bioactivas mas interesantes.

Por un lado, se obtuvieron 5 extractos de
manoproteinas desde 5 cepas de levadu-
ras por extraccion térmica y posterior sepa-
racion por Concanavalina A y didlisis. Cada
extracto se hidrolizé con diferentes enzi-
mas comerciales y la capacidad proteoli-
tica se confirmdé por electroforesis en gel de
poliacrialamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) y por determinacion del grado
de hidrdlisis (GH). La actividad inhibitoria de
todos los extractos hidrolizados de mano-
proteinas frente a ECA fue nula o baja, con
valores de inhibicién que no superaron el 20
%. La actividad antimicrobiana se determiné
frente a bacterias Gram (+) y Gram (-). Se
observo inhibicion frente a la cepa de Lis-
teria monocytogenes tipo | DTUNLu 328,
con un halo de inhibicién maximo de 14 mm
de diametro, y Bacillus cereus DBFIQ B 28,
con un halo de inhibicién maximo de 18 mm
de didmetro. Se evalud el modo de accion
de estos extractos inhibidores mediante
el estudio de la cinética de crecimiento o
muerte de las cepas blanco. Los extractos
manoproteinicos de la cepa de Candida
blankii LTW7 y de la cepa de Pichia anomala
LTW6, ambos hidrolizados con tripsina, pre-
sentaron un efecto bacteriostatico sobre
las poblaciones celulares proliferantes de
las cepas de B. cereus DBFIQ B 28 y de L.
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monocytogenes tipo | DTUNLu 328, respec-
tivamente. El screening de la actividad anti-
acetilcolinesterasa permitid observar una
variada actividad inhibitoria, con un maximo
de inhibicion del 59 %. Se seleccionaron los
6 extractos mas activos y a cada uno de
ellos se le determind la concentracion inhi-
bitoria 50, siendo el extracto de S. cerevi-
siae DBFIQ L2 hidrolizado con pepsina/qui-
motripsina el que presentd el menor valor
(6,8 mg ml"). El fraccionamiento de los 6
extractos manoproteinicos seleccionados
por cromatografia de fase reversa permi-
tic obtener 6 fracciones con actividad inhi-
bitoria importante frente a AChE, siendo la
mayor actividad inhibitoria de 64 %. Dichas
fracciones se analizaron por métodos cro-
matograficos y espectrométricos. Se pudo
comprobar la presencia de péptidos prin-
cipalmente hidrofilicos, cuyo peso molecu-
lar estuvo comprendido entre 700 y 4800
Da. Ademas, se determiné la presencia de
azlicares en todas las fracciones, siendo
manosa el azlicar mayoritario. Las fraccio-
nes mas activas se purificaron por croma-
tografia de afinidad, obteniéndose dos nue-
vas fracciones: una fracciéon peptidica (FP)
y una fraccién glicopeptidica (FGP). Todas
las FPs y FGPs presentaron actividad inhi-
bitoria frente a AChE, y las FGPs exhibie-
ron mayor capacidad de inhibicién que las
FPs, con valores de actividad comprendi-
dos entre 49,3y 77,8 %.

En lo que respecta a los hidrolizados
proteicos (HP) libres de células, el método
de obtenciéon resultd adecuado en todos
los casos. La hidrdlisis tanto de la caseina
como del sustrato comercial NZ-Case Plus
por parte de todas las cepas de BAL y leva-
duras fue confirmada tanto por SDS-PAGE
como por GH. La actividad inhibitoria frente
a ambas enzimas, tanto AChE como ECA,
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fue nula o baja. Ninguno de los HP presenté
actividad antimicrobiana frente a las cepas
bacterianas ensayadas.

Los resultados obtenidos en este tra-
bajo de Tesis evidencian que la hidrdlisis de
manoproteinas obtenidas a partir de cepas
de levaduras provenientes de ecosistemas
alimentarios regionales, condujo a la for-
macion de una gran cantidad y variedad
de péptidos y/o glicopéptidos con propie-
dades antimicrobianas y antiacelticolines-
terdsicas, aunque carentes de propieda-
des antihipertensivas considerables. La
actividad anti-AChE, sumada a la actividad
antimicrobiana, los hacen potencialmente
aptos para ser utilizados como aditivos ali-
mentarios funcionales y/o como agentes
terapéuticos.

Bioactive peptides of microbial origin
of interest for the development of func-
tional foods.

The aim of this Thesis was to study the
enzyme inhibitory activities against ace-
tylcholinesterase (AChE) and angioten-
sin converting enzyme (ACE) of peptides
and glycopeptides produced by enzy-
matic hydrolysis of mannoproteins, isolated
from different yeast strains. The antimicro-
bial activity of hydrolysated of mannopro-
teins and hydrolysates obtained from cul-
tures of lactic acid bacteria and yeasts (PH)
from casein and commercial hydrolysed NZ-
Case Plus solutions were also investigated.

The Inhibitory activity of all hydrolysated
mannoproteins extracts against ACE was nil
or low. Antimicrobial activity against Liste-
ria monocytogenes type | DTUNLu 328 and
Bacillus cereus DBFIQ B28 strains was only
observed. Mannoprotein extracts showed a
bacteriostatic effect on the proliferating cell
populations of the strains of B. cereus and L.
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monocytogenes, respectively. A wide inhibi-
tory activity against AChE was observed,
with a maximum inhibition of 59%. Fraction-
ation of the selected mannoprotein extracts
by reverse-phase chromatography allowed
obtaining 6 fractions with significant inhibi-
tory activity against AChE. Peptides mainly
hydrophilic, with molecular weight in the
range of 700 to 4800Da, were detected. The
presence of sugars in all fractions was deter-
mined. The most active fractions were sep-
arated by affinity chromatography. Results
demonstrated that glycopeptide fractions
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showed greater inhibition against AChE than
peptide fractions, with activity values ranging
between 49.3 and 77.8%.

The inhibitory activity of PH against both
enzymes, either AChE or ACE, was nil or
low. None of the PH presented antimicrobial
activity against the bacterial strains tested.

As final conclusion, we can say that anti-
aceltycholinesterase property, together with
the antimicrobial activity, make the bioactive
peptide fractions from yeast's mannoprote-
ins potentially suitable for use as functional
food additives and/or as therapeutic agents.
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Las fluctuaciones hidricas de los sistemas
con llanura aluvial conectan el cauce princi-
pal del rio y la zona de inundacién promo-
viendo el intercambio de nutrientes y orga-
nismos entre ambientes I6ticos y leniticos.
Las poblaciones de decépodos dulceacui-
colas estan ajustadas a la dindmica hidrica
que presenta el rio Parana, mostrando orde-
namiento y distribucion espacial goberna-
dos por factores fisicos, quimicos y biolégi-
€os. Los movimientos y conectividad de las

poblaciones de los crustaceos del rio Parana
presentan ciertas dificultades en su estu-
dio debido a las dimensiones del sistema y
visibilidad. Estos se pueden evaluar a partir
de las variaciones del fenotipo de los indivi-
duos, y el flujo génico entre las poblaciones.
Ademéas, estudios de dindmica poblacio-
nal, a partir de la estimacién de la abundan-
cia y los métodos de marca-recaptura de
organismos pueden ser Utiles para estimar
dichos patrones. Asimismo, las poblacio-
nes de decdpodos en ambientes de plani-
cie de inundacién pueden ser explicadas
en términos metapoblacionales. El objetivo
de la presente tesis fue describir y analizar
la dinamica metapoblacional de decapo-
dos dulceacuicolas en relacion a las fluctua-
ciones hidricas del rio Parana Medio y sus
afluentes. Entre las dinamicas evaluadas, se
analizaron los cambios y la estructura pobla-
cional en distintos sitios en diferentes perio-
dos del rio. Ademas, se estimaron movi-
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mientos de decépodos entre poblaciones
en distintos periodos del rio, a partir de varia-
ciones genéticas y de forma, y en lagunas
conectadas y aisladas temporalmente. Las
escalas espaciales micro y mesogeogréfi-
cas se consideraron de acuerdo a las dis-
tancias entre los sitios muestreados en los
rios (alejados y cercanos). La abundancia
de camarones y cangrejos de agua dulce
cambié con las micro-fluctuaciones de los
rios: M. borellii y Trichodactylus borellianus
aumentaron en aguas con tendencia a bajar
y P argentinus en aguas bajas. Ademas, las
variaciones poblacionales dependieron de la
presencia o ausencia de la vegetacion acua-
tica flotante o arraigada y de las variables
de espacio (sitios): M. borellii'y T borellianus
fueron méas abundantes en sitios con vegeta-
cion flotante libre, mientras que R argentinus
en sitios con aguas libres y vegetacion arrai-
gada. Estas variaciones mostraron un patron
inverso entre las abundancias de M. borellii
y T borellianus con P argentinus que depen-
dieron de las micro-fluctuaciones, presen-
cia de vegetacion y temperatura. Los tama-
fos de las especies variaron en relacion a
las micro-fluctuaciones ocurridas en el ano.
Por ejemplo, las mayores tallas y hembras
ovigeras se registraron predominantemente
cuando el rio comienza a bajar y en aguas
bajas, coincidiendo con la estacién de pri-
mavera. Los movimientos de decapodos
fueron indicados en rios conectados, consi-
derando una escala microgeografica a par-
tir de las similitudes entre el fenotipo de los
individuos. Un intercambio menor de deca-
podos ocurrié cuando la distancia entre los
sitios  aumenté (escala mesogeogréfica).
Esto indicd una mayor relacién entre cam-
bios en el fenotipo y ubicacion geogréfica de
los sitios observados. Las relaciones entre
las formas de individuos fueron diferen-
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tes en momentos distintos del ciclo hidrico
(micro-fluctuaciones  hidricas) indicando
posibles movimientos en relacion a la dina-
mica del rio. En cuanto a las variaciones de
forma interpoblacionales en cada especie se
observé algun tipo de dispersion diferencial
entre los distintos morfotipos estudiados, en
relacién a la historia de vida y tipo de loco-
mocién. Las poblaciones del camarén M.
borelli de los sitios alejados, considerando
una escala mesogeografica, estuvieron leve-
mente estructuradas genéticamente. Esto
determind la existencia de flujo génico entre
poblaciones y niveles altos de heterocigosis.
La densidad poblacional de los camarones
M. borellii y P argentinus variaron acorde a
las fases de conexion de las lagunas con el
sistema I6tico adyacente. Ademas, la densi-
dad poblacional fue diferente considerando
la interaccion de los dos camarones y fases
de conexion. En relacion a los tamafos de
los camarones, estos fueron méas grandes
cuando la densidad poblacional fue menor.
Las variaciones en el tamafo poblacional del
camarodn M. borellii y del cangrejo T. bore-
lianus en una laguna conectada sugirie-
ron posibles movimientos y mortalidad en
periodos de aguas bajas. EI mayor porcen-
taje y frecuencia de recapturas observadas
en T borellianus indicarian tasas de disper-
sion diferencial en las especies M. borelliiy T.
borellianus. Las tallas de cangrejos y cama-
rones mas recapturados fueron las interme-
dias en ambas especies. La ocurrencia de
movimientos de individuos entre poblacio-
nes, conectividades y aislamientos pobla-
cionales, se evidenciaron durante el trabajo
determinando dindmicas metapoblaciona-
les de camarones y cangrejos en ambientes
|6ticos y leniticos de llanuras de inundacion
acorde al momento del ciclo hidrico. En con-
clusién, las fluctuaciones y conectividades
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hidricas en un sistema dinamico de llanura
de inundacion regulan cambios y movimien-
tos de subpoblaciones de decépodos en
el marco de un concepto metapoblacional.
En este sentido, las fluctuaciones hidricas
constituyen un macrofactor que regula otras
variables ambientales y explica la riqueza,
distribucion y abundancia de los decapodos
que viven en estos sistemas.

Freshwater decapods of the Middle Pa-
rana: relationship between population and
river dynamics in a meta-population scale

Freshwater decapods populations are
adjusted to the hydrodynamic of the Parana
River, showing spatial distribution governed
by physical, chemical and biological factors.
The aim of this dissertation is to describe
and analyze the metapopulation dynam-
ics of freshwater decapods regarding water
fluctuations of the Middle Parana River and
its tributaries. The analysis focused on the
structure of the population and its changes,
in different locations and phases of the river.
Decapods movements among populations
were estimated as well, using as a reference
different periods of the river and considering:
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genetic and shape variations, and differen-
tiating temporarily connected and isolated
ponds. The abundance and size of fresh-
water prawns and crabs changed in accor-
dance with environmental variables, type of
vegetation and micro-fluctuations of rivers.
The relationships among shapes of speci-
mens were different in several moments of
the water cycle and according to meso and
microgeographic scales, indicating possi-
ble movements related to the river dynamic.
The existence of gene flow among popula-
tions of M. borellii between closest sites and
high levels of heterozygosity was demon-
strated. The population density of M. borel-
li and P argentinus changed according to
the connection phases of the ponds con-
sidering the interaction of the two species.
The percentage and frequency of recapture
observed indicated different dispersal rate
between prawns and crabs in a connected
pond. Water fluctuations and hydrological
connectivity in a dynamic system of flood-
plain regulate the changes and movements
of decapods subpopulations. This is a com-
plex phenomenon that can be understood
by the concept of meta-population.

Efectos de la exposicion perinatal a bajas dosis
de Bisfenol A sobre el desarrollo y funcionalidad
del tracto reproductor femenino

Lucia Vigezzi

lucia.vigezzi@gmail.com

Director: Dr. Enrique Hugo Luque
Co-Director: Dra. Verdnica Lis Bosquiazzo
Lugar de realizacion: Instituto de Salud y
Ambiente del Litoral (UNL-CONICET). Facul-
tad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas.
Universidad Nacional del Litoral

Fecha de defensa: 11 de Marzo de 2016

En el presente trabajo de tesis estudia-
mos los efectos de la exposicion perinatal
a bajas dosis de Bisfenol A (BPA) sobre la
diferenciacién funcional uterina en ratas
adultas en distintas edades reproductivas y
en un modelo de rata ovariectomizada tra-
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tada con estrogenos. Los resultados pre-
sentados nos permitieron concluir que la
exposicion perinatal a BPA altera el desarro-
llo del Utero con consecuencias adversas a
largo plazo en la histologia y la diferencia-
cion funcional uterina de ratas de distintas
edades reproductivas. Observamos impor-
tantes cambios en el compartimento glan-
dular del Utero, lo que sugiere que el BPA
podria alterar la funcionalidad de las glan-
dulas uterinas. También demostramos que
la exposicién perinatal a BPA altera la res-
puesta uterina al estradiol (E2) en ratas
adultas de edad avanzada. Esto fue eviden-
ciado por alteraciones en la histologia y en
la expresion de proteinas implicadas en la
diferenciacién funcional de las glandulas
uterinas; y por cambios en la expresion de
receptores hormonales y de moléculas aso-
ciadas a las interacciones estroma-epitelio
mediadas por E2. En esta tesis se presen-
tan evidencias experimentales de efectos
adversos de la exposicién perinatal a BPA
sobre la diferenciacion funcional del Utero y
en consecuencia, la salud reproductiva de
la hembra. Estos resultados deberian con-
tribuir a la toma de conciencia para promo-
ver la elaboracion de normas que regulen/
eviten la exposicion a quimicos clasificados
como perturbadores endocrinos que conta-
minan el medio ambiente y que afectan la
salud animal y de los seres humanos.
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Effects of perinatal exposure to low
doses of Bisphenol A on the develop-
ment and function of the female repro-
ductive tract

In the present work we investigated the
long-term effects of perinatal exposure to
low doses of Bisphenol A (BPA) on the uter-
ine functional differentiation in adult rats at
different reproductive stages; and in ovari-
ectomized adult rats treated with Estrogen.
The results presented here demonstrate
that perinatal exposure to low doses of BPA
alters the histology and uterine functional dif-
ferentiation of rats from different reproduc-
tive ages. We observed significant changes
in uterine glands, suggesting that BPA could
alter the glandular function. We also demon-
strated that perinatal exposure to BPA alters
the uterine response to estradiol (E2) in aged
rats. This was evidenced by alterations in
the histology and the expression of proteins
involved in the glandular functional differen-
tiation; and by changes in the expression of
hormonal receptors and molecules involved
in stromal-epithelial interactions mediated
by E2. In this thesis we presented experi-
mental evidence showing adverse effects
of perinatal exposure to BPA on the uterine
functional differentiation and therefore, the
female reproductive health. These results
should contribute to promote the elaboration
of future norms that will regulate the degree
of human and wild life exposure to chemicals
classified as endocrine disruptors.
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La epistemologia y la historia de la cien-
cia brindan el encuadre necesario para
construir secuencias didacticas en las cua-
les las representaciones iconicas cumplan
una funcién sustancial para detectar pre-
concepciones y obstaculos epistemolo-
gicos en el proceso de aprendizaje de las
teorfas evolutivas, la clasificacion y taxono-
mia, y la historia evolutiva y filogenia de los
Seres Vvivos.

Se eligi6 como problema de investiga-
cién la utilizacion de imagenes y diagramas
representativos de la relacion histérica y evo-
lutiva de los seres vivos, elementos que tie-
nen presencia conspicua en libros de texto
y propuestas educativas. Se partid de los
siguientes objetivos especificos: 1. anali-
zar las producciones sobre evolucion de las
especies (producciones graficas, imagenes,
esquemas y diagramas, y su justificacion)
de estudiantes de ensefanza secundaria
bésica; 2. detectar los principales obstacu-
los en la construccién de arboles evolutivos y

cladogramas; 3.confrontar las imagenes con
sus justificaciones y con el discurso escrito;
4. comparar las representaciones histoéricas
de la evolucién con los obstaculos episte-
moldgicos presentes en los estudiantes; 5.
sistematizar y buscar patrones comunes en
las representaciones y sus obstaculos en
estudiantes de distintos niveles educativos.
Para ello se efectud un estudio longitudinal,
de caracter exploratorio, con un seguimiento
de los mismos estudiantes durante 3 anos,
teniendo en cuenta una variedad de catego-
rias analiticas, tales como: representacion
lineal o ramificada; continuidad, direccio-
nalidad y progreso; temporalidad; comple-
jidad; diferenciacion; ancestro comun; des-
cendencia con modificacion. Se analizaron
la correspondencia descriptiva o explicativa,
la coherencia conceptual y representativa y
los distintos niveles de errores conceptuales.
Los mismos fueron vistos desde modelos
evolutivos actuales.

De las indagaciones realizadas y del
seguimiento sistematizado de las represen-
taciones graficas producidas por los estu-
diantes se infiere que el esquema de arbol
no es espontaneo. Dicha representacion
surge cuando es ensefada por analogia
con el arbol genealdgico, pero se mantie-
nen las confusiones con el desarrollo indi-
vidual, la linealidad y la progresion. La con-
cepcion lineal y progresiva de la evolucion
resurge en los distintos niveles educativos
y esta fuertemente asociada a la inclusion
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del hombre dentro de los esquemas gréfi-
cos. Es significativa la separacion del ser
humano de los animales, o su diferencia-
cién como peldafio superior de la evolu-
cién. Se observé asimismo una escasa rela-
cién con conocimientos previos, y tambiéen
la existencia de preconcepciones errbneas
y persistentes provenientes del sentido
comun y del imaginario colectivo. Se regis-
tr6 en el andlisis multivariado escasa rela-
cién entre laimagen y el discurso escrito; se
vio también que el lenguaje utilizado en las
consignas impacta en los resultados de las
producciones. La utilizacién de estrategias
de construccion e interpretacion de image-
nes como activadoras resulté ser muy fruc-
tifera; en los talleres llevados adelante con
los estudiantes se evidencié su utilidad
como mediadoras del aprendizaje de con-
ceptos abstractos como descendencia y
ancestro comun.

Como principal derivacion de esta tesis
se sugiere la utilizacién de la iconografia,
las imagenes y los diagramas como ins-
trumentos dentro de secuencias didacticas
que se encuadren histérica y epistemoldgi-
camente a fin de ensenar las representacio-
nes de la evolucion de las especies y sus
diversas interpretaciones.

Interpretation of biological evolution by
iconic representations and phylogenetic
diagrams.

Epistemology and history of science pro-
vide the necessary to build didactic sequen-
ces in which the iconic representations fulfill
a substantial function to detect preconcep-
tions and epistemological obstacles in the
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learning process of evolutionary theories,
classification and taxonomy, evolutionary
history and phylogeny of living beings.

The use of pictures and diagrams repre-
senting the historical and evolutionary rela-
tionships of living things, elements that
have conspicuous presence in textbooks
and educational proposals was chosen as
research problem. Compare the historical
representations of evolution with the epis-
temological obstacles in students; syste-
matize and look for common patterns in the
representations and obstacles in students
from different educational levels.

A longitudinal, exploratory study, following
the same students for three years was made,
taking into account a variety of analytical cate-
gories, such as linear or branched represen-
tation; continuity, direction and progress; sea-
sonality; complexity; differentiation; common
ancestor; and descent with modification.

From the investigations carried out and
the systematic monitoring of graphic repre-
sentations produced by students is inferred
that the scheme is not a spontaneous tree.
It arises when such representation is taught
by analogy with the family tree, but the con-
fusions remain with the individual develop-
ment, linearity and progression.

Using construction and interpretation
of images strategies as activating proved
very fruitful; As main proposal of this thesis,
suggested use the iconography, images and
diagrams as tools in teaching sequences
that fit historical and epistemological repre-
sentations to teach the evolution of species
and their models and interpretations.
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Este trabajo de investigacion, explora-
toria descriptiva, ha tenido como finalidad
encontrar algunas relaciones entre las his-
torias personales/escolares de los alum-
nos del Ultimo afo del profesorado de Bio-
logia del Instituto de Nivel Terciario de Villa
Angela Chaco, en relacion con el estilo de
implementacion de sus practicas. Los obje-
tivos de de dicho trabajo fueron:

Analizar la historia escolar de los estu-
diantes practicantes del profesorado en Bio-
logfa. Identificar las representaciones que
se forman a partir de sus historias escolares
ligadas a la ensefianza y que se plasman
en sus practicas profesionalizantes. Deter-
minar cuales son las ensefanzas implicitas
que subyacen de las historias escolares de
los estudiantes. Caracterizar las préacticas
profesionalizantes de los estudiantes en el
Periodo de Residencia Docente. Identificar
los modos como se entrecruzan la histo-
ria escolar de los estudiantes del profeso-
rado y sus practicas profesionalizantes en
el periodo de Residencia Docente.

El andlisis de la informacion estuvo
basado en las distintas variables que inter-
vienen en: planificaciones aulicas: objetivos,
estrategias de ensefianza, recursos did4cti-
cos y actividades; de observaciones aulicas:
objetivos, actividades y estrategias de ense-
Aanza; de las historias escolares: estrategias
de ensefanza, recursos didacticos, tipos de
comunicacion, comunicacion del ejercicio.

La informacién recabada permitié dar
cuenta de que hay similitud entre las formas
de ensenanza que han recibido en su trayec-
toria escolar con la que impartieron en sus
préacticas aulicas como futuros docentes.

La revision bibliografica, referidas al pen-
samiento del futuro profesor ha permitido
inferir que los residentes reflejan en sus
practicas &ulicas caracteristicas, modos
de proceder, de pensar, que fueron propios
del transito por diferentes niveles educati-
vOs porque evidentemente han dejado en la
mayoria de ellos una fuerte impronta.

Conocidas y analizadas cada una de las
diez clases dadas de las Planificaciones
Aulicas de los alumnos residentes, se regis-
tra que de cinco residentes, la nimero 1 uno
de ellos no se muestra del todo definida por
uno de los enfoques de ensefanza, es decir
que de diez clases, cinco corresponden al
enfoque constructivista y cinco al academi-
cista, en tanto que tres ( los residentes 2,
3, y 4, muestran en las mismas, la predo-
minancia de rasgos del enfoque construc-
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tivista, la 5° residente, en tanto, apunta un
poco méas al enfoque academicista o tradi-
cional en sus clases, con un esfuerzo por
incorporar aspectos o rasgos del enfoque
constructivista.

Teniendo en cuenta los datos que arroja-
ron el andlisis de las Historias Escolares de
dichos residentes, se puede decir que hay
similitud entre las formas en las que la resi-
dente 1 ha recibido la ensefianza con la que
ella hoy imparte como futura docente, es
decir no se define hacia uno u otro enfoque.
La residente 2 y 3 han trabajado de manera
muy similar a o que en su época de estu-
diante ha recibido. Se evidencian en los
docentes que han transitado por su etapa
escolares rasgos que apuntan mucho a un
enfoque constructivista sin dejar de utilizar
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en algunas clases el enfoque academicista.
En tanto que el residente 4 a diferencia de
lo recibido durante su escolarizacion (cla-
ses academicistas), ha preferido apuntar a
clases de tipo constructivista. Finalmente la
residente 5, a mantenido el estilo de ense-
flanza recibida en su época escolar, la de
tipo tradicional, la que ella hoy evidencia en
sus clases, con un débil intento de realizar
modificaciones, incorporando en algunas de
ellas, aspectos del enfoque constructivista.

De cinco residentes, solo uno de ellos
ha cambiado su visién respecto del modelo
de ensenanza recibida, los otros cuatro han
mantenido, en el momento de dar sus cla-
ses, la forma de ensefanza que han reci-
bido durante su trayectoria escolar.
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En las areas rurales, las mujeres pueden
estar expuestas a plaguicidas tanto ocupa-
cional como ambientalmente. La informa-
cién vinculada con la exposiciéon a pestici-
das y la salud de las mujeres es escasa y
frecuentemente no publicada en la literatura
cientifica internacional. Muchos de los efec-
tos de los plaguicidas en la salud humana
podrian ser los mismos en hombres y en
mujeres pero las diferencias biolégicas vin-
culadas con el sexo demuestran impor-
tantes variaciones en la susceptibilidad
causada por la accién téxica de estas sus-
tancias quimicas. Con el objetivo de evaluar
la accion de los plaguicidas en mujeres en
edad fértil, se seleccionaron como biomar-
cadores de exposicion, las enzimas ace-
til y butirilcolinesterasa (AChE y BChE) y de
genotoxicidad, el ensayo cometa (EC) en
leucocitos de sangre periférica y su modi-
ficacion para determinar pirimidinas oxi-
dadas utilizando la enzima de reparacion
especifica Endonucleasa Il (Sitios Endo),

junto con la frecuencia de microndcleos en
mucosa bucal (MNMB). Se incluyeron 46
mujeres provenientes de areas rurales alta-
mente pulverizadas con plaguicidas y los
resultados se contrastaron con 101 contro-
les que provenian de localidades urbanas y
que ademas no utilizaban frecuentemente
plaguicidas en su hogar. Se observaron
diferencias estadisticamente significativas
para AChE (p=0,001) pero no para BChE
(p=0,179). Ademas se observo un incre-
mento significativo en el dano al ADN y en
el dafo oxidativo en las pirimidinas en muje-
res expuestas respecto de las controles (p
= 0,01 y p < 0,001 respectivamente) pero
no se obtuvieron diferencias en la frecuen-
cia de MNMB (p = 0,85). Se determin6 que
el dafno en el ADN, en mujeres expuestas,
esta influenciado por el consumo de alco-
hol y por realizar trabajos rurales (p <0,05).
La frecuencia de MNMB también estuvo
influida por realizar tareas rurales (p= 0,02)
Estos resultados permiten seleccionar a
AChE vy Sitios Endo como biomarcado-
res adecuados para poblaciones expues-
tas ambientalmente a plaguicidas. Como
consecuencia, se resalta la importancia
del desarrollo de estrategias para intervenir
y atenuar la exposicién a plaguicidas, que
podria reducir potencialmente la incidencia
de sus efectos sobre la salud.
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Assessment of genetic damage due
to environmental exposure to pesticides
in reproductive age women of Santa Fe
province

In the rural areas, women may be occupa-
tionally- or environmentally exposed to pes-
ticides. Pesticide exposure and women’s
health information is scarce and frequently
not published in the international scien-
tific literature. Many of the effects of pesti-
cides in human health could be the same for
males and females, but sex-related biolog-
ical differences strongly support a distinct
susceptibility to the toxic action of these
chemicals. In order to evaluate the action
of pesticides on reproductive-age women,
we selected acetyl and butyrylcholines-
terase enzymes (BChE and AChE) as bio-
markers of exposure, while the comet assay
(EC) in peripheral blood leukocytes,its mod-
ification to determine oxidized pyrimidines
using specific repair enzyme endonuclease
Il (Endo sites)and the frequency of micro-
nuclei in buccal cells (BCMN),were used
as biomarkers of genotoxicity. A total of 46
women from rural areas highly sprayed with
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pesticides were studied and their results
were compared with 101 controls from
urban localities without frequent use of pes-
ticides in their homes. A statistically sig-
nificant difference was observed between
exposed and controls in AChE (p = 0.001)
but not in BChE (p = 0.179). Furthermore
a significant increase in DNA damage and
oxidative damage in pyrimidines was found
in exposed women respect to controls (p
= 0.01 and p <0.001, respectively) but no
differences were obtained in the frequency
of BCMN (p =0.85). It was determined that
DNA damage in exposed women is influ-
enced by alcohol and by performing rural
work (p <0.05). BCMN frequency was also
affected by performing rural activities (p=
0.02). These results allow us to select AChE
and Endo Il sites as suitable biomarkers for
the study of populations environmentally
exposed to pesticides. It has to be high light
the importance of developing strategies to
intervene and mitigate exposure to pesti-
cides, which could potentially reduce its
incidence on human health.

Procesos quimicos en los suelos. Su impacto en la salud
ambiental. Dosis de fertilizantes, nutrientes biodisponibles
en suelos agricolas de la provincia de Santa Fe

Azucena Margarita Mondino
amondino@fbcb.unl.edu.ar

Director: Dr. Héctor Santiago Odetti

Lugar de realizacion: Laboratorio de Inves-
tigacion, Departamento de Quimica Gene-
ral e Inorganica. Facultad de Bioquimica y
Ciencias Bioldgicas. Universidad Nacional
del Litoral

Fecha de defensa: 14 de octubre de 2016

Es un motivo de preocupacion actual,
intensificar la produccién agricola a los efec-
tos de abastecer una creciente demanda de
alimentos de la poblacién mundial, que se
calcula estara en 9000 millones de perso-
nas para el afo 2050. Esta intensificacion
no es viable incrementando las tierras cul-
tivables avanzando sobre bosques y zonas
de nuestro planeta que sirven para mante-
ner el equilibrio ecolégico ambiental.
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La intensificaciéon agricola sustentable
puede lograrse aplicando mejores préacticas
de manejo en materia de nutricién vegetal,
obteniendo més rendimiento por unidad de
superficie y mayor nimero de cultivos por
hectarea por afno.

El fésforo (P), es luego del nitrébgeno
(N), el nutriente que con mayor frecuencia
afecta la produccion de las plantas. Aun
cuando los requerimientos de P de los cul-
tivos no son elevados, las cantidades direc-
tamente disponibles para los cultivos sue-
len ser reducidas. Un considerable aumento
del P-disponible se logra con la adicion de
nutrientes fosfatados.

Si bien el uso de fertilizantes en forma
adecuada es necesario para recuperar el
estado nutricional 6ptimo del suelo, el uso
abusivo sin tener en cuenta los movimien-
tos quimicos internos que en él se originan,
puede resultar en una degradacion de la
calidad y rendimiento futuro de las tierras.

Este trabajo presenta un modelo de fer-
tilizacién que puede calcularse para cada
suelo en particular, teniendo en cuenta las
caracteristicas fisico-quimicas propias del
mismo. Debe tenerse en cuenta que las
técnicas extractivas usadas habitualmente
para determinar el contenido de fosforo de
los suelos evallan el fésforo total y no el
disponible para las plantas.

El foésforo biodisponible se encuentra
en equilibrio con el fosforo adsorbido y es
afectado por numerosos factores fisicos y
quimicos, del suelo y de la planta.

Inicialmente se realiza un anélisis de
suelo para conocer las caracteristicas fisi-
cas y quimicas del mismo.

Luego se determina la relacion entre el
contenido de fosforo total del suelo y el fos-
foro biodisponible, no hallando vinculacién
entre los mismos.
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Finalmente, el trabajo propone el uso de
herramientas sencillas, como son la realiza-
cién de las isotermas de adsorcion para cal-
cular la dosis Optima de fertilizante fosforado
que debe agregarse al suelo para lograr
niveles de fésforo adecuado a los cultivos.

Las isotermas experimentales pueden
ajustarse con modelos estadisticos que
permiten obtener pardmetros mateméticos
que tienen relacion con los procesos ciné-
ticos que ocurren en los suelos y que nos
permiten calcular la dosis de fertilizante en
forma mas precisa y especifica, para cada
suelo en cuestion.

Los resultados nos muestran buena
correlacion entre las dosis calculadas con
el modelo y los niveles de fésforo biodispo-
nibles alcanzados en la solucion del suelo
luego de la fertilizacion. La dosis de fertili-
zante calculada con el modelo, es menor
que la propuesta por otros sistemas de cal-
culo para el suelo en cuestion, permitiendo
disminuir los costos de produccién y prote-
ger al medio ambiente, especificamente al
suelo que es un recurso no renovable, de
importante protagonismo futuro para ali-
mentar a la poblacién mundial.

Chemical Processes in Soils. Its impact
on Environmental Health. Dosage of Bio-
Bioavailable Fertilizers in Soils of the
Province of Santa Fe

Is a reason of current concern, intensify-
ing agricultural production to supply a grow-
ing demand of food of the world population,
which is estimated to be 9000 million people
by 2050. This intensification is not viable to
increase arable land advancing forests and
areas of our planet that serve to maintain
the environmental ecological balance.

Sustainable agricultural intensification
can be achieved by applying best man-
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agement practices in plant nutrition, getting
more yield per unit area and greater number
of crops per hectare per year.

Phosphorus (P) is after nitrogen (N), the
nutrient that most often affects the produc-
tion of plants. Even when requirements of P of
crops are not high, the quantities directly avail-
able for crops are generally reduced. A signifi-
cant increase of P-available can be achieved
with the addition of phosphate nutrients.

While properly use of fertilizers is neces-
sary to recover the optimal nutritional state
of the soil, the misuse regardless of the
internal chemical movements that therein
originate, can result in a degradation of the
quality and future performance lands.

This paper presents a model of fertiliza-
tion that can be calculated for each partic-
ular soil, considering the physical-chemi-
cal characteristic of it. It should be noted
that extractive techniques commonly used
to determine the phosphorus content of the
soil total phosphorus and not plant-avail-
able. The bioavailable phosphorus is in
equilibrium with the adsorbed phosphorus
and is affected by many physical and chem-
ical factors, of soil and plant.

Initially, a soil analysis is realised to meet
the physical and chemical characteristics.
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The relationship between the content
of total phosphorus soil and biocavailable
phosphorus is then determined, finding no
link between them.

Finally, the paper proposes the use of
simple tools, such as the realization of the
adsorption isotherms to calculate the opti-
mal dose of phosphorus fertilizer to be
added to soil to achieve adequate levels of
phosphorus to crops.

The experimental isotherms can be
adjusted with statistical models to obtain
mathematical parameters that are related to
the kinetic processes occurring in soils and
that allow us to calculate the dose of fertil-
izer more precisely and specifically, for each
floor in question.

The results show good correlation
between the calculated dose pattern and
levels of bioavailable phosphorus achieved
in the soil solution after fertilization. The fer-
tilizer rate calculated by the model is lower
than that proposed by other computing
systems for the land in question, enabling
decrease production costs and protecting
the environment, specifically the soil, which
is a nonrenewable resource, an important
role to feed the future world population.
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El presente trabajo plantea tendencias
mundiales sobre el reto de la competitividad
econdémica y la globalizacién de los merca-
dos, y su influencia en las organizaciones
locales territoriales, haciendo foco en el Par-
que Industrial de Crespo (en adelante PIC) y
sus zonas de influencia. Se evallan la dina-
mica de crecimiento de los avances tecno-
l6gicos, sus impactos previsibles y la nece-
sidad de achicar la brecha tecnolégica,
para aprovechar las oportunidades y neu-
tralizar las amenazas que tales tendencias
traen consigo.

A partir de este contexto, y luego de ana-
lizar casos nacionales e internacionales
semejantes, se propone la creaciéon de una
Unidad de Vigilancia Tecnoldgica (en ade-
lante UVT) que bregue por reducir las bre-
chas, evidenciando tendencias actuales
y futuras, identificando tecnologias emer-
gentes de modo temprano, facilitando con
ello, la toma de decisiones de los lideres de
las organizaciones del PIC. Se plantea la
estructura de tal Unidad, su configuracion

funcional, los resultados esperables y los
recursos necesarios tanto humanos como
materiales y de software para su imple-
mentacion. Ademas de estimar el presu-
puesto necesario para su implementacion
se presenta un andlisis FODA (fortalezas,
oportunidades, debilidades y amenazas)
incluyendo variables controlables y no con-
trolables que permiten evaluar el impacto
sobre el PIC.

System of Technological Vigilance in
charge of an organization of Territorial
Development. The case of the Industrial
Park of Crespo, in the state of Entre Rios.

In this work we present global trends
regarding the challenges on economic com-
petitiveness and markets globalization, and
their influence on local land organizations,
focusing on the Industrial Park of Crespo
(PIC) and its influence areas. We evaluate
the growing dynamics of technological
breakthroughs, their foreseeable impacts
and the need to reduce the technologi-
cal gap, in order to take advantage of the
opportunities and neutralize the threats that
such trends bring along.

Considering this context, and after having
analyzed similar national as well as interna-
tional cases, we propose the creation of a
Technological Vigilance Unit (UVT), aimed
to reduce the gaps, evidencing current and
future trends, early identifying emerging
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technologies, and facilitating the decision
making process carried out by the leaders
of the organizations in the PIC. We present
the structure of the Unit, the configuration of
its functions, the expected results, and the
human, material and software resources
needed for its implementation. We estima-
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ted the budget required for the implementa-
tion, as well as a FODA analysis (strengths,
opportunities, weaknesses and threats),
including the controllable and uncontrolla-
ble variables, which allow us to evaluate the
impact over the PIC.



