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VISTO la propuesta de Protocolo Especifico de Trabajo enire la
Facultad de Ciencias Exactas Fisico-Quimicas y Naturales (Rio Cuarto,
Cérdoba, Argentina) v la Empresa NITRAP SRL; v

CONSIDERANDO:

Que dicho Protocolo Especifico de Trabajo se encuadra en el
Convenio de Cooperacién aprobado por Resolucién de Consejo Superior Ne
228/07 (Exp. N° 87846) enire la Universidad Nacional de Rio Cuarto y la
Empresa NITRAP SRL.

Que las actividades propuestas en el presente Protocolo se
desarrollarén en forma conjunta entre la Facultad de Ciencias Exactas Fisico-
Quimicas y Naturales, Universidad Nacional de Rio Cuario (Rio Cuarto,
Cérdoba, Argentina) y la Empresa NITRAP SRL.

Que se cuenta con el dictamen favorable de la Direccién de
Asuntos Juridicos N° 6443 y del informe correspondiente de la Secretaria
EFconbémica de la Universidad Nacional de Rio Cuarto

Que el mismo cumple con los requisitos establecidos en las
reglamentaciones vigentes.

Por ello y en uso de las atribuciones conferidas por el Articulo 32 del
Estatuto de la Universidad Nacional de Rio Cuarto.

EL CONSEJO DIRECTIVO
DE LA FACUTLAD DE CIENCIAS EXACTAS
FISICO-QUIMICAS Y NATURALES

RESUELVE:
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ARTICULO 1ro.- Elevar al Consejo Superior para su tratamiento la propuesta
de PROTOCOLO ESPECIFICO DE TRABAJO ENTRE LA FACULTAD DE
CIENCIAS EXACTAS FISICO-QUIMICAS Y NATURALES DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE RiO CUARTO Y LA EMPRESA NITRAP S.R.L.,
segun se detalla en ANEXQO de la presente. ,

ARTICULQ 2do.- Dejar establecido que a los fines administrativos se le asigna
al presente protocolo el CODIGO SRV CIE A851.

ARTICULG 3ro.- Registrese, comuniguese. Tomen conocimiento las Areas de
competencia. Cumplido, archivese.

DADA EN LA SALA DE SESIONES DEL CONSEJO DIRECTIVQ DE ESTA
FACULTAD, A LOS VEINTISEIS DIAS DEL MES DE MAYQ DEL ANO DOS
MIL ONCE.

RESOLUCION Nro: | 2 9 3

Dra. Ruéa lrerfe CATTANA
Tecans Fac. Cs. Exactas Feo-Qcas, y Nak
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ANEXQO

PROTOCOLO DE TRABAJO
ENTRE LA FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS FISICO-QUIMICAS Y
NATURALES DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL RIO CUARTO y
LA EMPRESA NITRAP SRL

En el marco del Convenio de Cooperacién aprobado por Resolucion de
Consejo Superior N° 228/07 (Exp. N° 87846) entre la Universidad Nacional de
Rio Cuario y la Empresa NITRAP SRL se estipula el presente Protocolo de
trabajo entre la Facultad de Ciencias Exactas Fisico-Quimicas y Naturales, en
adelante la “FCEFQyN’ con domicilio en Ruta 36, Km 601, de la ciudad de Rio
Cuarto, representada en este acto por su Sra. Decana, Dra. Rosa CATTANA,
por una parte, y por la ofra la Empresa NITRAP SRL, en adelante la
“EMPRESA”, con domicilio en ruta 188 Km 307,5 de la ciudad de Ameguino,
Buenos Aires, representada en este acto por su socio gerente el Ing. Agr. José
Luis GIACOMO DONATO, que se regira por las siguientes clausulas:

PRIMERA: Los objetivos del presente protocolo son:

1. Monitorear la produccién de metabolitos de biocontrol por cepas nativas
del grupo Bacillus subtilis (dichas cepas han sido aisladas por el grupo
de investigacion del Dr. Edgardo Jofré) bajo diferentes condiciones de
cultivo.

2. Determinar el efecto de los metabolitos de bioconirol sobre estructuras
de resistencia fungicas.

3. Evaluar la efectividad del las formulaciones de Bacillus sp. sobre la
incidencia y severidad de enfermedades causadas por hongos
fitopatdgenos en plantas de mani, como asi también diferentes técnicas
de aplicacién de los formulados.

SEGUNDA: Las actividades a realizar en el marco del presente protocolo son:

Etapa 1: Evaluacién de diferentes medios y fases de crecimiento y
monitoreo del nimero de bacterias viables y la produccion de metabolitos
de biocontrol.

Se evaluarén 3 medios de cultivos: caldo papa dextrosa (papa 200 gll,
dextrosa 20 g/L) MPM (medio minimo de produccion) suplementado con
glucosa (2%) y medio MOLP (medic d&ptime para la produccion de
lipopéptidos). En todos los medios el pH seré mantenido entre 6,8-7,2.

/
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Si bien existe un medio dptimo para la produccién de lipopéptidos de Bacillus,
dicha produccién ha sido evaluada en cultivos en “baich”, ademas el medio
MOLP es un medio complejo por lo que se evaluaran como alternativas el caldo
papa dexirosa y MPM.
Los ensayos se llevaran a cabo en un fermentador de 1,25 L con un volumen
de trabajo de 200 ml..
Se evaluaran para las dos cepas de Baciflus los 3 medios de cultivo
manteniendo las condiciones de temperatura (30 °C), agitacién (200 rpm), pH
(6,8-7,2) y aireacion constantes (1,0 VVM). La fase de crecimiento deseada
(exponencial, exponencial tardia o estacionaria) sera lograda modificando la
velocidad de dilucién del cultivo. Una vez alcanzada la fase de crecimiento
deseada, se tomaran muestras a diferentes tiempos (5h, 8h, 12h, 24h, 48h,
- 72h). En cada punto se determinara la densidad ptica del cultivo, el numero de
células viables (mediante recuento en placa), la produccion de metabolitos
(segun se describe en el punto 2 de metodologia)
En base a los resultados obtenidos se seleccionara el medio mas apropiado
para la produccién tanto de biomasa como de metabolitos.

Etapa 2: Efectos de los metabolitos de biocontrol sobre la germinacion de
estructuras de resistencia fungicas
Las cepas de Baciflus serén cultivadas en el medio y condiciones que surjan
del objetivo especifico 1. Los metabolitos se obtendran a partir del
sobrenadante de 100 mL de cultivo (segin se describe en el punto 2 de
metodologia) provenientes del fermentador. Las estructuras de resistencia
fungicas se obtendran de acuerdo a lo descripto en el punto 4 de metodologia.
Para los ensayos de inhibicién de los esclerocios los metabolitos de Baciflus sp
seran sembrados en placa vertida de medio APD y luego se ubicaran en la
superficie los esclerocios desinfectados, determinando el porcentaje de
inhibicién de la germinacidn en comparacién al control. Como controles se
~ usaran un volumen de metanol 80% igual al volumen de metabolitos
agregados. La viabilidad de los esclerocios se determinaréa mediante la
germinacion en placas de APD.
Para los ensayos de inhibicidn de la germinacién de conidios se colocaran
sobre un portaobjeto 20 ul de una suspensién de conidios (1 0* conidios/mL) de
Fusarium en medio caldo papa dextrosa (CPD) y 20 pl de los metabolitos de
Bacillus sp. A las 5 horas de incubacién se tomaran alicuotas de 10 ul y se
determinara el porcentaje de germinacién de los conidios mediante recuento en
camara de Newbauer, en comparacibn a los coniroles: A) 20 pl de la
suspension de conidios de Fusarium (10 conidios/mL) en medio CPD y 20
de metanol 80% y B) 20 ul de la suspension de conidios de Fusarium (10"
conidios/mL) en medio CPD y 20 ul de medio CPD. De la misma manera se
procedera para determinar los porcentaje8 de germinacion de las ascosporas
de S. sclerotiorum.
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Etapa 3: Evaluacién de la incidencia y severidad de las enfermedades
causadas por fitopatégenos mediante la aplicacién de distintas
formulaciones y distintas técnicas de aplicacion.

Se ensayaran peleteado de semillas, aplicacion de formulados liguidos en
suele y mediante asperjado de la parte aérea de la planta.

Los ensayos se realizardn en microcosmos con suelo proveniente del area
manicera de la provincia de Cordoba. Las plantas (Arachis hypogaea L.,
Runner Florman) seran cultivadas en macetas y mantenidas en camara de
cultivo con ciclos de luzfoscuridad 16/8 hs durante 45-60 dias.

Peleteado de semillas: Cultivos procedentes del fermentador (segun las
condiciones que se establezcan del logro del objetivo especifico 1) seran
mezclados en proporcidén 1:1 con una solucion comercial para peleteado de
semillas. Esta mezcla sera usada para peletear las semillas de mani.

Aplicacién de formulados liquidos: La formulacién liquida constara de una
mezcla 90% del cultive obtenido por fermentacion (en la condicién de cultivo
6ptima que surja del logro del objetivo especifico 1) mas 10 % de una
suspension de aditivos, protectores y estabilizantes. Esta mezcla (conteniendo
10° ufic/mL) sera aplicada en el suelo inmediato a donde se implante la semilla
de mani.

Asperjado: El asperjado se logrard mediante el esprayado de la formulacion
liquida scbre la parte aérea de planta. Este tratamiento se realizara a los 15
dias después de la emergencia de la planta.

El suelo serd mezclado con esclerocios viebles de S. minor o de S
sclerotiorum (10 esclerocios por maceta) o con ascosporas de S. sclerofiorum
(102 ascosporas/g suelo) o bien con conidios de F. sofani (10? conidios/g suelo).
El nimero de plantas enfermas en estas condiciones seré establecido como el
100% de incidencia.

Como control las semillas seran tratadas con el fungicida Maxim® XL,
aplicando una dosis de 250 mL por cada 100 kg de semillas.

El disefio experimental sera el siguiente:

1-Semillas sin inocular en suelo sin indculo fungico

2-Semiillas sin inocular en suelo con indculo fingico (control positivo 100%
incidencia)

3-Semillas fratadas con Maxim® XL sin inocular en suelo con indculo fungico
(control negativo)

4-Semillas inoculadas con el agente de biocontrol (peleteado, aplicacion de
formulacion liquida, o asperjado) en suelo sin indeulo fungico.

5-Semillas inoculadas con el agente de biocontrol (peleteado, aplicacion de
formulacién liquida, o asperjado) en suelo con indeule fungico.

En todos los casos se analizaré la incidencia y severidad de los sintomas de la
enfermedad en comparacién con sus respéctivos controles.

Los datos optenidos serén analizados estadisticamente.

s~
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TERCERA: Participaran en el desarrollo de esie acuerdo, por parte de la
FCEFQyN, el Dr. Edgardo Jofré, (D.N... 21.013.3888), en caracter de
responsable y coordinador de las actividades y por la EMPRESA el Ing. Agr.
José Luis Giacomo Donato, (D.N.I. 10.802.486), en caracter de socio gerentie.

CUARTA: Los coordinadores deberan presentar, al término de las actividades,
un informe con las tareas realizadas y resultados obtenidos a la Secretaria de
Investigacién y Extension de la Facultad de Ciencias Exactas Fisico Quimicas
y Naturales.

QUINTA: Las actividades estipuladas en cléusula segunda, se realizaran en un
plazo no mayor de 36 meses.

SEXTA: La Empresa aportard a la Universidad por el desamollo de esta
actividad la suma de $ 54.000, pagaderos en 36 cuotas mensuales de $1500.

SEPTIMA: La suma mencionada en la clausula anterior sera destinada a cubrir
los gastos que se detallan en Anexo |.

La empresa también proveera al grupo de investigacion el matenal bioldgico
necesario para el desarrollo de las actividades citadas en la clausula segunda
del presente protocolo.

OCTAVA: Las actividades se desarrollaran segun las pautas de seguridad
establecidas en el Plan de seguridad del grupo de firabajo oportunamente
aprobado por el Area de Seguridad y Medio Ambiente de la Facultad.

NOVENA: La FCEFQyN vy la EMPRESA convienen que los resuliados que se
logren, parciales o definitivos, obtenidos a través de las actividades propuestas
en el presente protocolo, podrén ser publicados en comun acuerdo por ambas
partes, dejandose constancia en las comunicaciones de la participacion de
ambas organizaciones.

DECIMA: Las partes se comprometen a no revelar a terceros y a devolver, a la
finalizacién del presente protocolo, toda la informacion técnica originada en la
otra parte, a la que se le haya dado carécter de confidencialidad y a hacer que
el personal que tuviese acceso a la informacion no la revele a terceros y la
manienga estrictamente confidencial, dejandose clara excepcion a o
expresado en la clausula novena

DECIMO PRIMERA: En caso de existir resultados del proyecto que puedan ser
sujeto de proteccion industrial o intelectual deberé ser acordado previamente
por las partes realizando los correspondientes convenios que contemplen la
participacién de la FCEFQyN v la EMPRESA.
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DECIMO SEGUNDA: Este acuerdo tendra vigencia a partir de su fima vy se
mantendra hasta la finalizacién de las actividades propuestas en este Protocolo
y segun los plazos estipulados en la Clausula QUINTA.

DECIMO TERCERA: Las partes podran rescindir este acuerdo mediante
notificacion fehaciente a la contraparte, con una antelacién no menor a treinta
(30) dias. Cuando se incurra en incumplimiento de lo acordado, dentro de los
quince dias de producido y comprobado el motive que provocd la situacion.——

En prueba de conformidad se firman tres (3) ejemplares de un mismo fenor y
un solo efecto en la ciudad de Rio Cuario a los .... dias del mes de ...
e eeennonodel afio 2011
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ANEXQO |

Protocolo FCEF-QyN y Empresa NITRAP SRL

PRESUPUESTO
Personal ¢ $700,00
INSUMOS (3 $400,00
Equipos @) $100,00

— Gastos Generales ¢ $0,00

Tr:;g;ga:ges Equipo de $0,00
Utilidades Facultad (5 $0,00
Subtotal $1.200,00
Ret. UNRC 20 % $300,00

st.60000

Segin Articulo 4° Res. Con.
Sup. N° 117/04:
(1) Se refiere a las asignaciones complementarias para el personal de la
Universidad
- {2) Refiere a tos gastos especificos, como material fungible, vidticos, pasajes, construceién de prototipes, ate.
(3) Incluye el costo de alquiler de equipas especiales o de acoesorios de equipos existentes, o de otra naturaleza.
(4) Incluye los gastes refatives a fa organizacién y administracion de ta
prestaeién.
(5) Se fijara sobre el costo total un porcentaje en concepto de wtilidad, que las facultades y secretarias consideren apropiado, en
funcién del
Interés o prioridad que asignen al proyecto y la posibilidad de generar recurses gue permitan a la facultad o secretaria fortalecer
politicas de

vinculacién social o desamoitarse en otras dreas.

(6) Distribuido de la siguiente manera: 10% al Sistema de Becas Estudiantiles, 5% Gastos Generales (electricidad, gas, telefonia,
internet, efe.)

y 5% restante Programas Sociales




