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VISTO la propuesta de Protocolo de Trabajo entre la FACULTAD DE
CIENCIAS EXACTAS FISICO-QUIMICAS Y NATURALES (RiO CUARTO,
CORDOBA, ARGENTINA) y el INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA

AGROPECUARIA ESTACION EXPERIMENTAL AGROPECUARIA MANFREDI
(INTA EEA MANFREDI); y

CONSIDERANDO:

Que dicho Protocolo de Trabajo se encuadra en el Convenio entre la
Universidad Nacional de Rio Cuarto y Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria, vigente hasta el 15 de Noviembre de 2013 (Exp. N° 63295).

Que las actividades propuestas en el presente Protocolo se
desarrollaran en forma conjunta entre la Facultad de Ciencias Exactas Fisico-
Quimicas y Naturales, Universidad Nacional de Rio Cuarto (Rio Cuarto, Cérdoba,
Argentina) y el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria Estacion Experimental
Agropecuaria MANFREDI (INTA EEA MANFREDI).

: Que se cuenta con el dictarﬁan favorable de la Direccion de Asuntos
Juridicos N° 6912.

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 FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS,
FISICO-QUIMICAS Y NATURALES

RESUELVE:




-
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ARTICULO 1ro.- Aprobar el Protocolo de Trabajo entre la Facultad de Ciencias

Exactas Fisico-Quimicas y Naturales de la Universidad Nacional de Rio Cuarto (Rio
Cuarto, Cordoba, Argentina) y el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria

Estacion Experimental Agropecuaria MANFREDI (INTA EEA MANFREDI), segln se
detalla en ANEXO de la presente.

ARTICULO 2do.- Registrese, comuniquese. Tomen conocimiento las Areas de
competencia. Cumplido, archivese.

DADA EN LA SALA DE SESIONES DEL CONSEJO DIRECTIVO DE ESTA

FACULTAD, A LOS VEINTE DIAS DEL MES DE DICIEMBRE DEL ANO DOS MIL
DOCE.

RESOLUCION Nro.: 2 7 9 ﬂ :
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ANEXO

PROTOCOLO DE TRABAJO ENTRE EL
INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA
ESTACION EXPERIMENTAL AGROPECUARIA MANFREDI
Y LA FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS, FiSICO-QUIMICAS Y NATURALES

En el marco del Convenio Marco entre la Universidad Nacional de Rio Cuarto vy el
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, la Estacion Experimental
Agropecuaria Manfredi en adelante el “INTA”, con domicilio en Ruta 9, Km 636,
Manfredi, Provincia de Cdrdoba, representado en este acto por el Ing. Agr.
ENRIQUE USTARROZ, por una parte y por la otra la Facultad de Ciencias Exactas
Fisico-Quimicas y Naturales, en adelante la “FACULTAD” con domicilio en Ruta 36
Km. 602, de la ciudad de Rio Cuarto, representada en este acto por su Decana, Dra.

ROSA CATTANA se estipula el presente protocolo que se regira por las siguientes
clausulas:

PRIMERA: La Facultad a través del Departamento de Ciencias Naturales y el INTA
a traves de la Estacion Experimental Agropecuaria Manfredi desarrollaran parte de
los siguientes proyectos:

1.- “Evaluacion fisiolégica y molecular de germoplasma de girasol en
respuesta a problemas productivos”

2.- ‘“Efectos fisiolégicos y productivos de Acrhomobacter xylosoxidans y
Bacillus pumilus sobre plantas de girasol”.

SEGUNDA: Para obtener los resultados mencionados en la clausula primera, se

estructurara un Programa de Trabajo hasta el 15 de Noviembre de 2013 a partir de
la firma del presente instrumento.

TERCERA: El proyecto de trabajo corresponde tipolégicamente a un estudio de tipo
colaborativo. Los aspectos especificos de este Protocolo de Trabajo, en lo que
concierne a los detalles técnicos y metodoldgicos se detallan en el ANEXO |. ———-

CUARTA: Para el logro de los objetivos arriba mencionados, la “FACULTAD’ y el
‘INTA” aportaran personal, infraestructura y equipamiento del que disponen. --——-----
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QUINTA: Las partes tienen la facultad de controlar y verificar la evolucion de las
actividades programadas. -

SEXTA: En caso de accidente, los participantes mantendrén las respectivas
relaciones contractuales y las correspondientes responsabilidades al respecto. En
referencia a los alumnos de grado, ademas de sus seguros de vida, se le agregara

un seguro de accidentes por parte de la “FACULTAD” siempre que realicen tareas
fuera de la Universidad Nacional de Rio Cuarto.

SEPTIMA: Las partes garantizan la observancia de las normas sobre secreto
profesional y la confidencialidad de la informacion de confarmidad con las
disposiciones legales vigentes, ello por parte de todas las personas que participan
de la actividad, motivo del presente protocolo.

OCTAVA: Los resultados seran informados por cualquiera de las partes, siempre
que la restante sea participante de dicha publicacién 6 en caso de no serlo, haya
sido informada fehacientemente de la difusion que se realizara y debera contar con
su aprobacion.

NOVENA: Por parte de la “FACULTAD” se designa como Coordinadores de las
actividades al Ing. Agr. Dr. Sergio ALEMANQO del Departamento de Ciencias

Naturales y como Coordinadores por parte del “INTA” al Ing. Agr. MS. Daniel
ALVAREZ y al Ing. Agr. Dr. Jorge GIECO.

DECIMA: La “Facultad” designa como participantes del presente protocolo a: la
docentes Dra. Guillermina Abdala, Dra. Ana Vigliocco, Dra. Andrea Andrade, a los
becarios doctorales de CONICET, Mic. Paula Castillo y de ANCTyP Lic. Maximiliano
Escalante, el Adscripto Mic. Cristian Fernandez, Técnico del CONICET, Oscar
Masciarelli, y los alumnos de ingenieria agrondmica Francisco Gadea, Juan Pablo
Gonzalez, y Javier Bartolomei y la alumna de Microbiologia Noelia Miranda y por el
‘INTA" designa a la MSc. Maria Valeria Moreno, Claudia Vega, Diego CORDES,
Juan José Peroglia, Luis Ceballos, Gabriel Rojo, Cristian Bordese, Nancy Gabriela
Grandon, Mauro Yane y Carolina Del Pilar Diaz. De incorporarse nuevos
participantes, se deberan dar las altas correspondientes a través de los
cordinadores en las partes respectivas.
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DECIMA PRIMERA: Los documentos y/o proyectos que se elaboren, sean parciales
o definitivos, como resultado de las tareas realizadas en el marco del presente
Convenio, seran de propiedad intelectual, del “INTA” y de la “FACULTAD”, y cuando
los signatarios lo consideren conveniente, inscribiran esos derechos del autor o de
los responsables del trabajo.-—----

-

DECIMA SEGUNDA: En toda circunstancia o hecho que tenga relacién con este
Protocolo, las partes tendran la individualidad y autonomia de sus respectivas
estructuras técnicas, académicas y administrativas y asumiran particularmente, por
lo tanto, las responsabilidades consiguientes.

DECIMA TERCERA: Este Protocolo de trabajo, tiene vigencia a partir de su firma y
regira por el plazo estipulado en la Clausula Segunda del presente.

DECIMA CUARTA: Ambas partes acuerdan que por cualquier contingencia
derivada del presente acuerdo, se someten a los Tribunales Federales de la Ciudad
de Rio Cuarto, y constituyen como sus domicilios especiales los consignados para
cada uno de ellos. --

En prueba de conformidad firman tres ejemplares de un mismo tenor y a un
solo efecto, el Sr. Decano de la “Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y
Naturales” ROSA CATTANA y por el INTA” ENRIQUE USTARROZ, en la ciudad de
Rio Cuarto, alos ...... diasdelmesde .......... del afio dos mil Doce.--
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ANEXO Il
Proyecto |.

Evaluacion fisiolégica y molecular de germoplasma de girasol en respuesta a
problemas productivos

Antecedentes

El estres hidrico es uno de los factores ambientales que en mayor grado limita el crecimiento y la
productividad de los cultivos en el mundo (Bohnert et al. 1995; Boyer 1982). En este sentido, las
plantas han desarrollado un amplio rango de mecanismos que les permiten afrontar en forma mas o
menso optima condiciones adversas.

Entre los mecanismos de respuestas al estrés por sequia, se encuentra el incremento en |a sintesis de
fitohormonas, tales como jasmonatos (JAs), acido abscisico {(ABA) y acido salicilico (SA) (Zhu 2002;
Xiong y Zhu 2003; Hayat et al. 2008). La participacién de los JAs en respuesta a estrés bidtico y
abidtico fue ampliamente estudiada en diversas especies (Lehmann et al. 1995; Penninckx et al.
1996; Kramell et al. 2000; Wasternack y Hause 2002; Wasternack 2005). Recientemente nuestro
grupo ha demostrado la existencia de cambios en las concentraciones de los miembros de la familia
de los JAs en semillas de girasol generadas por plantas crecidas en sequia o en irrigacién, tanto en
lineas que se comportan como tolerantes o sensibles a sequia {Vigliocco et al. 2007). En adicién, ha
sido extensamente documentado que los niveles endégenos de ABA incrementan en respuesta a
condiciones de estrés hidrico, siendo este aumento esencial como factor desencadenante de la
respuesta de la planta (Bray 1997; Leung y Giraudat 1998; Zhu 2002). Similarmente, en hojas de
Phillyrea angustifolia sometidas a estrés hidrico los niveles enddgenos de SA incrementaron mas de 5
veces durante la sequia (Munne-Bosch y Pefiuelas 2003). En raices de plantas de cebada, un estrés
hidrico moderado o severo aumenté los niveles de SA, mientras que su contenido no varié en hojas
(Bandurska y Stroinski 2005).

En respuesta a estrés hidrico no sélo se observan cambios hormonales sino también de compuestos
del metabolismo secundario, tal como lo observada en raices de plantas de distintos genotipos de
citricos (Arbona et al. 2010). En este contexto, la metabolémica permite evaluar el metaboloma, que
representa el fenotipo final producido por la perturbacién de la expresién génica y la modulacion de
las funciones de las proteinas, alteraciones causadas por ejemplo, por situaciones de estrés
ambiental. Los aspectos que subyacen en la respuesta a estrés hidrico se han estudiado en un
reducido nimero de especies vegetales. Por tal motivo, este proyecto aportara conacimientos sobre
los metabolitos que participan en dicha respuesta durante el crecimiento temprano de plantulas de
girasol. Asimismo, la informacidn resultante brindara conocimientos que contribuiran a dilucidar las
redes bioldgicas en diferentes estadios fisiolégicos, al mismo tiempo que complementara a la
transcriptomica y protedmica (Fernie et al. 2004; Bino et al. 2004).

Durante el déficit hidrico, diferentes tipos celulares responden incrementando o disminuyendo la
expresion de algunos genes. El analisis de expresion de genes inducidos por estrés en Arabidopsis,
arroz y maiz entr?utras_especies, ha permitido estimar que cientos de genes estan involucrados a
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nivel transcripcional en la respuesta a estrés hidrico y la afectan en diferentes niveles (Seki et al.
2002; Rabbani et al. 2003; Kawaguchi et al. 2004; Boominathan et al. 2004). A consecuencia de este
estrés, también se ve alterada la transcripcion de ciertos genes implicados en la sintesis y
metabolismo de acido jasmdnico (JA), ABA, SA y etileno (ET). Ma et al. (2006) pusieron en evidencia
la complejidad de las respuestas a estrés; estos autores analizaron 1500 genes mediante técnicas de
micro-arreglos de DNA, de los cuales aproximadamente el 25% responden a tratamientos de estrés u
hormonas.

El control genético de la respuesta al estrés hidrico es esencial para definir cuales genes podrian
servir como marcadores en los distintos estadios fisiologicos de la planta y cuales productos génicos
pueden ser considerados metabolitos secundarios inducidos por este estrés {Sorrells et al. 2000). Por
ello, el uso de marcadores moleculares neutros de genes ligados a la tolerancia a estrés hidrico
(microsatélites) de la poblacion segregante F2, y los datos fenotipicos en condiciones de estrés
hidrico, permitiran definir las asociaciones marcador-gen o marcador -QTL y finalmente determinar
las distancias en los ligados y cuantificar la participacion relativa de cada QTL en la expresion total del
caracter en evaluacion. Esto proveeria una rapida seleccion de alelos en programas de mejoramiento
(Al-Chaarani 2005) e incrementaria la eficiencia de transferencia de estos genes de interés a nuevas
lineas endogamicas “elite” de girasol con la finalidad de desarroliar hibridos tolerantes a sequia.

En adicion a la problematica planteada, cabe mencionar que en algunas campanas agricolas el cultivo
de girasol presenta problemas de dormicion en sus semillas, lo cual representa un importante retraso
para la siembra inmediata y conlleva dificultades en su comercializacion. En esta especie la dormicion
impuesta por el embrién comprende un corto periodo de tiempo (4 a 8 semanas), mientras que
aquella inducida por la cubierta seminal y el pericarpo persiste generalmente por mas de 32
semanas. En general, los hibridos mostraron elevados niveles de dormicion en relacion a otros
genotipos cultivados (Maiti et al. 2005), inclusive el mismo genotipo presentd variabilidad de
acuerdo a su origen (condicidn agro-ecolégica). Ademds, el girasol es un excelente modelo para
estudiar el proceso de dormicion porque sus semillas estan profundamente dormidas al momento de
cosecha, disminuyendo progresivamente durante el periodo de almacenamiento (Corbineau et al.
1990; Corbineau y Come 2003).

La germinacion y dormicion de semillas estan reguladas por la accion simultanea de diferentes
fitohormonas las cuales actiuan promoviendo o inhibiendo dichos procesos. Asi, el balance hormonal
entre ABA y giberelinas (GAs) juega un rol central en la modulacién de la germinacion y/o dormicion
(Nambara y Marrion-Poll 2005; Feurtado y Kermode 2007; Hilhorst 2007; Yamaguchi 2008). Otras
hormonas como etileno, citocininas, auxinas, JA y brasinoesteroides pueden interactuar en dichos
procesos (Kucera et al. 2006; Holdsworth et al. 2008). Mas atin, se ha observado que el metabolismo
de las hormonas vegetales depende uno de otro, y cambios en los niveles enddgenos de una de ellas
eventualmente altera el contenido de las otras (Preston et al.,, 2008). Numerosas evidencias
demostraron que durante la imbibicion de las semillas ABA se comporta como inductor de la
dormicion primaria y de su mantenimiento: sintetizado en el embrién contribuye a la imposicién de
la dormicién (Finch-Savage y Leubner-Metzger 2006), en tanto que su sintesis de novo es un requisito
para el mantenimiento de tal estado en Arabidopsis thaliana ecotipo Cvi (Ali-Rachedi et al. 2004),
Nicotiana plumbaginifolia (Grappin et al. 2000) y Helianthus annuus (Le Page-Degivry y Garello 1992).
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En relacion a esto, Millar et al. (2006) y Gubler et al. (2008) observaron que el mantenimiento de la
dormicion en Arabidopsis y cebada depende del balance entre sintesis y catabolismo de ABA (Finch-
Savage y Leubner-Metzger 2006). A nivel molecular, la mayoria de las modificaciones bioguimicas y
fisioldgicas que ocurren durante los procesos de germinacién y/o dormicién de semillas estan regidas
por la expresion de diversos grupos de genes (Toorop et al. 2005; Pestsova et al. 2008; Preston et al.
2009). Las modificaciones en la expresion de algunos genes que codifican enzimas del metabolismo
de ABA y GAs son considerados los principales reguladores genéticos de estos procesos. En tal
sentido, estudios en semillas de Arabidopsis thaliana y Nicotiana plumbaginifolia demostraron que
genes asociados con la sintesis y desactivacion de ABA y GAs estan reciprocamente regulados

durante el mantenimiento y remocién de la dormicién (Bove et al. 2005; Cadman et al. 2006; Finch-
Savage et al. 2007).

Hipotesis

1.- En oleaginosas como girasol existen germoplasmas tolerantes y sensibles a estrés hidrico que

presentan perfiles genéticos y hormonales diferentes en respuesta a sequia durante la germinacion y
el crecimiento vegetativo.

2.- Semillas de lineas endocriadas de girasol con diferente grado de dormicién a la cosecha
evidencian cambios en el poder germinativo y en los perfiles hormonales.

Objetivo general

Nuestro grupo ha caracterizado lineas de girasol en condiciones de campo en conjunto con el INTA
Manfredi durante todo el ciclo de cultivo y en laboratorio desde la siembra hasta la obtencién de
plantula en respuesta a condiciones de estrés hidrico. Entre estas lineas se determinaron la B59 como
sensible y las HAR4, B71 y R432 como tolerantes (Andrade et al., 2009). Ademas se detectaron
cambios en la configuracién hormonal de semillas generadas bajo irrigacion o sequia en las lineas
B59 y B71 (Vigliocco et al. 2007; Andrade et al. 2009). Por otra parte, y a fin de profundizar la
caracterizacion de la respuesta a estrés hidrico, se generaron dos poblaciones segregantes F2 a partir
del cruzamiento de las lineas B59 x B71 y B59 x R432, cuyas parentales propiedad del INTA Manfredi
se caracterizaron genotipicamente con marcadores moleculares neutros. Las familias F3 (B59 x R432)
se evaluaron fenotipicamente a través de parametros morfo-fisiolégicos y perfiles hormonales
durante el crecimiento vegetativo temprano (V2), y genotipicamente las plantas F2 provenientes del
mismo cruzamiento. Se encuentra en avance la evaluacion geno y fenotipica de las lineas
endocriadas recombinantes (RILs) (F6) del mismo cruzamiento durante el crecimiento vegetativo
tardio (V6). En relacion a la segunda hipdtesis nuestro grupo se encuentra abocado a la
caracterizacion fisioldgica de semillas de dos lineas endocriadas de girasol con diferente capacidad
germinativa al momento de cosecha. Resultados preliminares han permitido detectar diferencias en
este parametro, estableciéndose la linea B123 como dormante y la linea B91 como no dormante. A
partir de las implicancias que tendria conocer las respuestas a estrés hidrico durante la germinacién y
el crecimiento vegetativo -etapas que a campo impactan en el rendimiento de granos y materia
grasa- asi como los mecanismos que regulan la germinacion y/o dormicién de las semillas en
germoplasmas de girasol, proponemos como objetivo general de este proyecto “caracterizar
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germoplasma de girasol mediante parametros fisiologicos genéticos en estrés hidrico durante
germinacion y crecimiento y dormicion durante la etapa de germinacion”.

Objetivos especificos

1- Determinar la concentracién de hormonas (JAs, ABA y catabolitos y SA) en plantulas de girasol de
las lineas endocriadas B59 y B71, en condiciones optimas de humedad y sometidas a estrés hidrico.

2- Detectar y caracterizar locus polimorficos en plantas de poblaciones segregantes F2 (B59 x B71) y
en las lineas RILs (F6) (cruzamientos B59 x B71 y B59 x R432) mediante la utilizacion de
microsatélites.

3.- Evaluar fenotipicamente las familias F3 del cruzamiento B59 x B71 en crecimiento vegetativo
temprano (V2) y las lineas RlLs (F6) de los cruzamientos B59 x B71 y B59 x R432 en crecimiento
vegetativo tardio (V6).

4- Determinar el poder germinativo y cuantificar los niveles endégenos de ABA, GAs, JAs, SA y acido
indol-3-acético (AlA) en semillas secas y embebidas de las lineas endocriadas dormante (B123) y no
dormante (B91), correlacionando ambos parametros.

5- Aislar e identificar genes que se expresen diferencialmente en semillas secas y embebidas de las
lineas mencionadas en el objetivo 4.

Material vegetal

Se utilizaran semillas de girasol de las lineas endocriadas B59, B71, R432, B123 y B91 (INTA
Manfredi)

Ghjetiuu especifico 1
Ensayo de germinacion {Finalizado)
Cien semillas de las lineas B59 y B71, desinfectadas con hipoclorito de sodio 3%, se sembraron en

bandejas plasticas entre toallas de papel humedecidas a saturacion con agua destilada. Se colocaron
a germinar en camara de crecimiento Conviron E15 con un fotoperiodo de 8 h de osc. a 20°Cy 70%
de HR y 16 h de luz (130 pE.m2.s-1) a 28°C y 65% de HR, por el término de 48 h. Como criterio de
germinacion se considero la profusion de la radicula a través del pericarpo. Se coseché el 50% de
semillas germinadas a las 48 h.

Ensayo de crecimiento y tratamiento de estrés hidrico

Las semillas germinadas a las 48 h se transplantaron a bandejas plasticas conteniendo arena fina
como sustrato. El contenido hidrico al momento de la siembra sera de 60% de la capacidad de
campo. A los 4 dias del transplante (6 dias de edad de las plantulas) se comenzo a aplicar los
tratamientos: 1- riego a capacidad de campo cada 3 dias mediante ascenso capilar con solucién de
Hoagland 50% de fuerza ionica (control); 2- estrés hidrico proporcionado mediante riego con solucion
de manitol 400 mM durante 8 dias.

Determinaciones hormonales

Para la extraccion y purificacion se utilizara el protocolo modificado de Durgbanshi et al. {2005). Se
utilizara 200 mg de peso seco de parte aérea y radical de plantulas (controles y estresadas) y se
triturara en mortero con N2 liquido y 5 ml de agua deionizada (solvente de extraccion). A la mezcla
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obtenida se adicionaran los correspondientes estandares deuterados, se homogeinizara y mediante
una particién liquido-liquido con éter etilico se purificara. Posteriormente se secara en evaporador
rotativo. Los extractos secos se resuspenderan con metanol, se filtraran y finalmente se secaran a
temperatura ambiente en SpeedVac. lLa identificacion y cuantificacion se realizara mediante
Cromatografia Liquida-Espectrometria de Masas Tandem (LC-ESI/MS-MS), en modo Monitoreo de
Reaccién Multiple {(MRM). Los valores de concentracion de cada hormona se obtendran mediante
curvas de calibracién para el compuesto enddgeno y su estandar deuterado. Los valores se
expresaran en pmol de hormona por gr. PS-1. El software ha utilizar sera MassLynx TM v.4.1.

Objetivo especifico 2

Material vegetal

Se generaran plantas de poblaciones segregantes F2 provenientes del cruzamiento de las lineas
endocriadas B59 y B71 y lineas RlLs (F6) obtenidas de los cruzamientos B59 x B71 y B59 x R432.

Extraccion de DNA
El DNA se extraera de hojas provenientes de plantas en estado vegetativo, pertenecientes a las lineas

parentales y a cada una de las progenies F2 y a las lineas RlLs (F6) mediante el protocolo CTAB
(Hoisington et al. 1994).

Analisis molecular con marcadores microsatélites:

Se efectuard en las familias F2 provenientes de la autofecundacién de la F1 resultante del
cruzamiento de los parentales enunciados anteriormente y de las lineas RlLs (F6) obtenidas de los
cruzamientos B59 x B71 y B59 x R432.

Objetivo especifico 3

Ensayo de crecimiento y tratamiento de estrés hidrico

Se utilizaran plantulas de las familias F3 (B59 x B71) de 11 dias post-siembra crecidas en laboratorio
bajo condiciones control y de estrés hidrico generado por aplicacién de manitol 400 mM.

Las lineas RiLs {F6) seran obtenidas de los cruzamientos B59 x B71 y B59 x R432 en invernaculo bajo
condiciones control y de estrés hidrico moderado (-0.65 MPa) durante la etapa de crecimiento
vegetativo tardio (V6). El disefio experimental consistira en parcelas sub-divididas con b repeticiones
(macetas individuales).

Determinaciones morfo-fisioldgicas y hormonales

En las familias F3 el recuento final de germinacion (RFG) se determinara a los 11 dias post-siembra
considerando aquellas plantulas cuya longitud de parte aérea y/o radical sea igual o mayora 0,5cmy
se descartaran las que presenten anomalias segtin criterios establecidos por reglas de la International
Seed Testing Asociation {ISTA). El peso fresco (PF) y seco (PS} se evaluara en las plantulas normales
obtenidas.

En las lineas RiLs [F6) las variables a determinar seran area foliar, peso fresco y materia seca relativa
al final del periodo de estrés.
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El contenido hormonal enddgeno (JAs, ABA y SA) se evaluara en plantulas de las familias F3 y en
hojas jovenes de las lineas RiLs segun protocolo descripto en objetivo especifico 1.

Construccion de mapa genético o Analisis de Segregantes Agrupados (BSA)

El mapeo de genes o BSA (seglin corresponda) se realizara utilizando los datos genéticos obtenidos a
través de los marcadores moleculares neutros citados anteriormente y las determinaciones
fenotipicas (variables fisiologicas y hormonales) de las plantas de la familia F3 y de las lineas RiLs

(F6).

Objetivo especifico 4

Material vegetal

Semillas de las lineas endocriadas dormante (linea B123) y no dormante (linea B91) (INTA Manfredi).
Determinacion de poder germinativo

Veinticinco semillas {(por repeticion) se colocaran a germinar entre toallas de papel himedo bajo
condiciones ambientales generadas por una camara de crecimiento Conviron E15 con un fotoperiodo
de 8 h de osc. a 20°C y 70% de HR y 16 h de luz (130 uE.m2.s-1) a 28°C y 65% de HR. El recuento de
germinacion se realizara a los 4 dias post-siembra (energia germinativa) y a los 10 dias post-siembra
(poder germinativo), segin reglas ISTA para la especie en estudio. Se considerardn germinadas
aquellas semillas que presenten la emergencia de la radicula.

Condiciones de imbibicién de las semillas y determinaciones hormonales

Veinticinco semillas (por repeticion) se colocaran a germinar entre papel humedo bajo condiciones
ambientales generadas por una cAmara de crecimiento Conviron E15 con un fotoperiodo de 8 h de
osc. a 20°Cy 70% de HR y 16 h de luz (130 pE.m2.s-1) a 28°Cy65% de HR. Alas 3,6, 12, 18y 24 hs de
imbibicién se recolectaran las semillas y se separaran en embrion y pericarpo.

El contenido hormonal endégeno (ABA, GAs, JAs, SA y AlA) se evaluara en pericarpo y embrién de
semillas las lineas B123 y B91 seglin protocolo descripto en objetivo especifico 1.

Objetivo especifico 5

Evaluacion de la expresion de genes por PCR-semicuantitativa

Los niveles de expresion de los genes candidatos NCED1, AAO3, ABA-8-OH, GT, B-Glucosidasa, ABIS
{factor de transcripcién relacionado a la sefializacion de ABA), GA20-ox (GA20-oxidasa), GA2-ox (GA2-
oxidasa) y GA3oxs (GA3B-hidroxilasa) seran probados en embrion de semillas secas y embebidas.
Para ello, se empleara la metodologia de PCR-semicuantitativa. El RNA total se extraera de 200 mg
de peso fresco utilizando el reactivo de TRIZOL (Invitrogen, Argentina), segin especificaciones del
fabricante. La transcripcion reversa (RT) se realizara a partir de 1 pg de RNA total tratado con DNasas,
utilizando First-Strand c¢cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, Argentina) segun protocolo descrito por el
fabricante.
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Analisis estadisticos

Los datos de parametros morfo-fisioldgicos se analizaran con el programa estadistico STATGRAPHICS
Plus 5.1 (Manugistics 1997) empleando el test ANNOVA simple por comparacion de medias de las
variables evaluadas. Se empleara a posteriori un test de Rangos Multiples de diferencias minimas
significativas (LSD de Fisher; p < 0.05). Para el analisis de perfil metabdlico se realizaran
comparaciones por parejas empleando el Test t de Student a fin de detectar picos cromatograficos
cuyas areas hayan sido significativamente alteradas. Los datos transcriptémicos se analizaran
utilizando la plataforma Babelomics. Para el mapeo de genes o regiones genomicas asociadas a
genes de tolerancia a estrés hidrico se realizara un ANNOVA monofactorial. Para la construccion del
mapa de ligamiento se llevara a cabo un anélisis multi-punto a través del programa MapMaker/Exp
versién 3.0. Se realizaran pruebas Chi-cuadrado para cada marcador a fin de verificar la proporcion
mendeliana esperada, la cual en ausencia de distorsion de la segregacion debera ser 1:2:1.
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Proyecto Il.

Efectos fisiologicos y productivos de Acrhomobacter xylosoxidans y Bacillus pumilus
sobre plantas de girasol

Antecedentes

En el ciclo de vida de una planta, la germinacién y el crecimiento de las plantulas son condicionantes
de la productividad de los cultivos, y ambos estadios son muy sensibles a estrés (Bewley y Black,
1994; Koornneef y col., 2002). Estas condiciones de estrés no sdlo maodifican el desarrollo de las
plantas sino también causan alteraciones en la rizosfera de los cultivos, donde se desarrollan
rizobacterias con capacidad de colonizar las raices. Bacterias asociadas con el crecimiento de plantas
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en condiciones de estrés crénico se han adaptado a dichas condiciones lo cual proveen beneficios a
las plantas. Asi, bacterias crecidas en sitios donde el agua es limitada o donde se suceden frecuentes
periodos de sequia promueven en mayor medida el crecimiento de plantas que bacterias crecidas en
sitios donde el agua es abundante (Mayak y col., 2004).

Estos microorganismos benéficos de vida libre fueron definidos por Bashan y col., 1998, como
bacterias que promueven el crecimiento de las plantas (PGPB). Por ej. en cultivos de interes
comercial (por ej. soja) la estimulacién del crecimiento de las plantas por la inoculacion con B.
japonicum se produce a traves de un incremento en la emergencia, vigor y peso de plantulas, un
mayor desarrollo del sistema radical y un incremento en la fijacién de nitrégeno (Dashti y col., 1997).
La promocion del crecimiento por PGPB puede ocurrir por dos vias, una de ellas afecta directamente
el metabolismo de la planta, y la otra la previene de los efectos deletéreos provocados por
fitopatdgenos (Bashan y col., 2008). Entre las PGPB se mencionan diversos géneros tales como:
Achromobacter, Acetobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium y otros.
Para favorecer el establecimiento de bacterias benéficas en los cultivos, una de las estrategias mas
utilizadas es la pre-seleccién de microorganismos que se encuentran en la zona préxima a la raiz
{bacterias del rizoplano) o dentro de los tejidos radicales (bacterias endofiticas). Las cepas “nativas”
aisladas de la rizésfera promueven mejor el crecimiento de las plantas en comparacion a cepas
aisladas en otras regiones. La introduccién de bacterias benéficas “no nativas” en la rizosfera de
cultivos de interés agronémico no ha arrojado resultados muy satisfactorios, debido a la presencia de
comunidades microbianas pre-establecidas. Este es el caso de experimentos de inoculacion de
plantas de girasol con bacterias no especificas, como por ej. Azospirillum.

En girasol, nuestro grupo de trabajo informd el aislamiento de Bacillus sp. (99.9% idéntico a Bacillus
pumilus), y Achromobacter sp. (99.9% identico a Achromobacter xylosoxidans) de raices de plantas
cultivadas en irrigacién y sequia (Forchetti y col., 2007). Las cepas aisladas de girasol pertenecientes
al género Bacillus son bacteria Gram-positiva, formadora de esporas, con alta tolerancia a
‘condiciones ambientales adversas. Debido a su capacidad de formar esporas, las cepas de Bacillus se
adaptan facilmente a formulaciones comerciales para aplicar a campo (Liu y Sinclair, 1993; Vendan y
Thangaraju 2006). Achromobacter sp. son bacilos Gram-negativos, aerobios, no formadores de
esporas. Este género fue reportado por Kochy Oya (1974) como una especie de vida libre fijadora de
nitrogeno.

Es importante destacar que en la “rizosfera”, término que describe la parte del suelo en la que se
induce la proliferacién de microorganismos por la presencia del sistema radicular de las plantas
(Garate y Bonilla, 2000), existen exudados radicales de distinta naturaleza quimica: hormonas,
aminoéacidos, péptidos, proteinas, aziicares, polisacaridos y acidos organicos. Estos compuestos son
aportados al suelo y utilizados por los microorganismos alli presentes como fuente energética y como
sefializacién por parte de la planta, produciéndose en la rizosfera la interaccion planta-
microorganismo. Actualmente existen nuevos abordajes al estudio de las respuestas fisiol6gicas de |a
planta en situaciones de estrés o en su interaccion con microorganismos benéficos. Tales estudios
corresponden a la metabolémica (campo emergente de la investigacién postgenomica),
particularmente importante dado que un metaboloma representa el fenotipo final producido por la
perturbacidn de la expresion génica y la modulacion de las funciones de las proteinas, alteraciones
causadas por ejemplo, por situaciones de estrés ambiental.
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Desde el punto de vista fisiolégico, una de las primeras respuestas de la planta al estrés hidrico es el
incremento en la sintesis de fitohormonas, particularmente a estrés hidrico. Nuestro grupo identifico
y cuantificé acido jasménico (JA),su precursor el acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA) y acido abscisico
(ABA) en el medio de cultivo de las 3 cepas seleccionadas; ademas, el contenido de estos compuestos
incrementd cuando las cepas se sometieron a estrés (Forchetti y col.,, 2007). Asimismo se han
detectado en medios de cultivo liquido de B. pumilus y B. licheniformis bajo condiciones normales,
auxinas (Gutiérrez-Mafiero y col., 1996) y giberelinas GAl, GA3, GA4 y GA20 (Gutiérrez-Mariero y
col., 2001). Por otra parte, la co-inoculacién con cepas nativas de girasol se ha propuesto como una
nueva herramienta tecnolégica en la formulacién de inoculantes. Se busca combinar caracteristicas
de cada microorganismo, con la finalidad de potenciar de manera sinérgica los mecanismos de
promocién de crecimiento en las plantulas (Bashan y Holguin, 1997 ay b). El efecto sinérgico se debe
a intercambio de nutrientes, remocién de algunos productos inhibidores 6 estimulacion de otros a
través de mecanismos fisicos 6 bioquimicos, o bien por la suma de efectos benéficos (Bashan y
Holguin, 1997 b).
Existe una nueva tendencia comercial mediante la cual estos productos se le incorporan oftros
aditivos como sustancias promotoras del crecimiento que mejoran la “verformance” del mismo en
las etapas tempranas. En este sentido, estudios realizados por Rong-Min YU y col., (2006) mostraron
que la aplicacién exdgena de fitohormonas favorece el crecimiento de los pelos radicales en
Polygonum multiflorum, lo cual concuerda con hallazgos obtenidos por Weathers y col. (2005) en
Artemisia annua. .
Actualmente, algunas industrias agropecuarias realizan aplicaciones exégenas de sustancias a través
del peleteo de semillas, el cual consiste en agregado en capas con diferentes “aditivos”. Estos
podrian, por un lado disminuir la dificultad de siembra por la diversidad del tamafio de las semillas
(Pasturas y Forrajes, 2011) y por otro complementar los progresos genéticos aportando condiciones
éptimas para la germinacién y desarrolio de las plantulas, asegurando una adecuada inoculacion y
logrando una mayor eficiencia de implantacién. Los componentes del peleteado en contacto con el
suelo forman un halo alrededor de la semilla la cual al germinar absorbe los productos adicionados,
traslocindose los mismos a las distintas partes de las plantulas, protegiéndolas en los primeros
estadios de diversos factores biolégicos, fisicos y quimicos, y estimulando su crecimiento (Nitragin,
2011; Polovo y col., 2000).

Hipotesis

1.- Los perfiles hormonales son diferentes en plantas de girasol y en su rizosfera, cuando son
inoculadas con cepas de Achromobacter xylosoxidans (SF2) y de Bacillus pumilus (SF3 y SF4).

2.- La inoculacién con las cepas individuales 6 combinadas Achromobacter xylosoxidans y Bacillus
pumilus, como con el agregado de reguladores del crecimiento, beneficiara el establecimiento de
plantulas y rendimiento del cultivo de girasol.
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Objetivo general

Nuestro grupo realizé el aislamiento de cepas bacterianas de Bacillus pumilus (cepas SF3; SF4y SF5) y
Achromobacter xylosoxidans (cepa SF2) , a partir de raices de plantas de girasol cultivadas en
irrigacion y sequia (Forchetti et al., 2007). Las bacterias endofiticas aisladas de plantas cultivadas en
sequia, cepas SF2; SF3; SF4 y SF5, inhibieron el crecimiento de hongos especificos de girasol,
principalmente de Verticillium dahliae y Sclerotinia sclerotiorum. Esta capacidad biocontroladora
mejoraria indirectamente el crecimiento de las plantas en condiciones ambientales normales y de
estrés. Dado que las condiciones de estrés no sélo afectan el crecimiento de las plantas sino tambien
el de las bacterias asociadas, las cepas SF2, SF3 y SF4 se expusieron a estres hidrico severo. Se
comprobé que la cepa SF4 presenté mayor velocidad de crecimiento, demostrando asi una mejor
adaptacién a la sequia. Ademas, las tres cepas mencionadas presentaron actividad ACC-deaminasa,
indicando que esta capacidad podria aliviar indirectamente el estrés generado en las plantas
(Forchetti y col., 2007). Recientemente informamos la capacidad de estas cepas de incrementar el
crecimiento de plantulas de girasol paraiso 24 {comercial) y de las lineas endocriadas B5S y B71,
crecidas in vitro y sometidas a estrés hidrico (Forchetti y col., 2010). Por otra parte, ensayos “in
vitro” de co-inoculacién de las cepas en evaluacién, han demostrado que la combinacion de la cepas
SF2-SF3 y SF3-SF4 produjeron la mejor respuesta en condiciones de estrés hidrica (lrigaray, 2010).
Ensayos a campo en dos 0 tres campafias agricolas (en evaluacion), han dado resultados promisorios
aungue sin presentar diferencias estadisticamente significativas hasta el momento. A partir de ello es
que se propone “Evaluar la sefializacién in vitro entre cepas SF2, SF3 y SF4 y la planta de girasol y el
efecto de la aplicacion de reguladores exdgenos. Ademas se propone valorar la estabilidad de las
cepas y la accién de estas bacterias nativas en la produccidn de este cultivo a campo, con y sin
adicionar reguladores de crecimiento 6 cuando se aplican en forma combinada”.

Objetivos especificos

1- Cuantificar los niveles enddgenos de giberelinas, auxinas, citocininas, jasmonatos y acido salicilico
en el medio de crecimiento de plantulas de girasol, en raiz y parte aérea de las mismas, provenientes
de semillas inoculadas con SF2, SF3 y SF4, crecidas en condiciones control y de estrés hidrico.

2- Determinar el efecto “in vitro”, que causan promotores del crecimiento e inéculos bacterianos
aplicados a semillas de girasol peleteadas, en plantulas crecidas en condiciones control y de estres
hidrico y sobre rizosfera de plantulas crecidas en condiciones control.

3- Determinar el efecto a campo que causan promotores del crecimiento e inéculos bacterianos
aplicados a semillas de girasol peleteadas.

4.- Determinar la viabilidad de las cepas SF2, SF3 y SF4 en funcién de la formulacion del medio de
cultivo y del tiempo de almacenamiento.
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5.- Estimar el efecto de la inoculacién a campo de las cepas SF2, SF3 y SF4 e integrar informacion de
campafias anteriores. Evaluar el efecto sobre el rendimiento a campo de la co-inoculacion de las
cepas SF2-SF3, SF2-SF4 y SF3-SF4.

Materiales, Técnicas y Métodos

Objetivo especifico 1

Ensayos con bacterias rizosféricas de vida libre

El material serd generado in vitro en Argentina y consistira en la interfase generada por cultivos
hidropénicos inoculados con cepas SF2, SF3 y SH4, con y sin estrés hidrico generado con
polietilenglicol 6000 (PEG) al 14,7 %. Se utilizara germoplasma comercial de girasol Paraiso 24.
Veinticinco semillas inoculadas con las cepas bacterianas (1 ml de cultivo bacteriano con 10° ufc.ml™
+ 160ul de adherente glucosado/ 100g de semillas) se colocaran en bandeja entre papel humedecido
con agua destilada. Se llevaran a cdmara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h de luz (282C) / 8
h oscuridad (202C). Cumplidas las 72 h, las plantulas se trasplantaran a tubos de policloruro de vinilo
(PVC) conteniendo solucién Hoagland % carga idnica (sistema hidropdnico) con o sin PEG. Los
tratamientos seran: T (testigo sin inéculo), TP (Testigo sin indculo y PEG), LB (Testigo de medio LB),
inoculadas con SF2, SF3 y SF4, crecidas en Hoagland o PEG. Se realizaran 6 repeticiones. A los 14 dias
del trasplante se determinara longitud, peso fresco y seco de parte aérea y radical. El material
vegetal, el exudado radical y el medio de cultivo bacterial se liofilizara en un liofilizador LABCONCO
FREZONE 45.

Determinacion de fitohormonas

Se realizara en plantulas de girasol y en medio de la interfase planta-microorganismo (segun lo
explicitado en Materiales y Métodos). La extraccién y purificacion de JA, acido 12-oxofitodienoico
(OPDA) y JA conjugado con isoleucina, (JA-lle), ABA y catabolitos (acido faseico, PA; acido
dihidrofaseico, DPA; ABA conjugado con glucosa, ABA-GE), acido Indol-Acético (AlA), Giberelinas
(GA3) y SA se llevara a cabo seglin protocolo de Durgbanshi et al. (2005) con modificaciones. Para
ello, 200 mg de peso seco de parte aérea y radical de plantulas (controles y estresadas) se triturara
en mortero con N2 liquido y 5 ml de agua deionizada (solvente de extraccién). La mezcla obtenida (6
en el caso de los exudados el sobrenadante de la interfase rizésfera de la planta - microorganismo) se
transferira a tubos falcon de 50 ml. Como estéandares internos se adicionaran 50 ng de [2H6]-JA,
[2H6]-ABA y [2H4]-SA y 100 ng de [2H5]-OPDA, [2H3]-A-lle, [2H3]-PA, [2H3]-DPA y [2H5]-ABA-GE,
[2H5]-AlA y [2H2]-GA3. Cada muestra se pasara brevemente por ultraturrax para completar la
homogeneizacién y facilitar la equilibracién de estandares. Luego se centrifugaran 15 min a 5000
rpm. Se recogera el sobrenadante y se ajustara el pH a 2,8 con acido acético 15%. Posteriormente se
realizara una doble particion con éter etilico (1:1), se descartaran las fases acuosas y s€ recogeran las
fases organicas, llevandose a sequedad en evaporador rotativo. Los extractos secos se resuspenderan
con 1,5 ml de metanol, se filtraran a través de un filtro de jeringa (velocidad de flujo menor a
1ml/min.) en camara de vacio y se secaran a temperatura ambiente en SpeedVac.

Las muestras obtenidas en el paso anterior, seran disueltas en MeOH al 100% e inyectadas al
cromatdgrafo liquido de alta presién (HPLC) Aliance 2695 (Waters, Milford, MA, USA.), utilizandose
un gradiente de incremento lineal de 40 a 80 % de MeOH/H20/AcH (0.2%) en un tiempo de 25 min
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por corrida; luego de 1 min, el sistema sera restituido a las condiciones iniciales de corrida,
permitiéndose que se equilibre la columna durante 7 min. El flujo de corrida que se utilizara es de 0.2
ml.min-1, y la columna utilizada, de fase reversa C18 de 100 mm x 2,1 mm x 3um., de marca RESTEK.

La identificacién y cuantificacién de estos compuestos se realizara con un espectrometro de masas
con un triple cuadrupolo (Quattro Ultima, Micromass, Manchester, Reino Unido), acoplado al HPLC
citado en el parrafo anterior. La fuente de ionizacién sera electrospray negativo (ESI-) con un voltaje
de capilar (kVol) 3.25, energia de cono 35 (Volt), temperatura de la fuente 120 °C y temperatura de
solvatacién 350 °C, flujo de gas (N2) de cono 102 (Lts/h). Para la deteccion de iones se empleara el
modo MRM (Monitoreo de Reaccién Miltiple), siendo las transiciones para ABA 263>153, 5A
137>197, JA 209>259, JA-lle 322>130, OPDA 291>169, AlA 175>130, GA3 345>221, y sus respectivos
estandares deuterados: (2H6)ABA 269>159, (2H4)SA 141>197, (2H6)JA 215559, (2H3)JA-lle 325>130,
(2H5)OPDA 296>170, (2HS)AIA 180>135 vy (2H2)GA3 347>223. Los valores de concentracion se
obtendran mediante la relacién de area del compuesto enddgeno y el estandar interno deuterado,
los cuales permitiran obtener los valores en pmol de hormona por gr. PS-1. El software ha utilizar
sera MassLynx TM v.4.1 (Micromass, Manchester, Reino Unido).

Objetivo especifico 2

Determinacién de la concentracién hormonal rizosferica.

En los ensayos se utilizaran semillas de girasol Paraiso 24, las que se colocaran en macetas
conteniendo arena estéril, v se llevaran a camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h de luz
(282C) / 8 h oscuridad (202C). Las macetas se regaran por capilaridad con agua destilada y se
cubriran con bolsas transparentes. Al 42 dia de iniciado el cultivo se quitaran las bolsa y se comenzara
el tratamiento de riego con solucién Hoagland con % fuerza ionica y con las soluciones de
fitohormonas: acido Salicilico (SA), acido Jasmonico (JA), acido giberelico {GA3), acido indol acético
(1AA) y Acido Abscisico (ABA).

Los tratamientos seran: T; plantulas testigo regadas con HOA; HOA-5A 1 ppm; plantulas regadas con -
7M SA; HOA-SA 0.1 ppm; plantulas regadas con -8M SA; HOA-JA 0.1 ppm; plantulas regadas con -8M
JA; HOA-JA 0.001 ppm; plantulas regadas con -10M JA; HOA-GA3 300 ppm; plantulas regadas con -
4M GA3; HOA-GAS3 30 ppm; plantulas regadas con -5M GA3; HOA-IAA 17 ppm; plantulas regadas con
-5M IAA; HOA-IAA 0,17 ppm; plantulas regadas con -7M IAA; HOA-ABA 0,026 ppm; plantulas regadas
con -7M ABA; HOA-ABA 0,0026 ppm; plantulas regadas con -8M ABA. La evaluacién se realizara a los
18 dias de iniciado el cultivo, siendo los parametros a medir: didmetro de tallo de las plantulas,
longitud aérea y radical, peso fresco y seco de raices y parte aérea.

Del ensayo anterior se seleccionara la mejor concentracion de cada hormona, y se las combinara para
ser aplicada en semillas pre-inoculadas con las cepas de SF2, SF3 y SF4. Los tratamientos a evaluar
seran: T; plantulas testigo regadas con HOA y sin inocular; HOA-MH; plantulas regadas con
combinacién hormonal éptima; HOA-SF2; plantulas inoculadas con SF2; HOA-SF3; plantulas
inoculadas con SF3; HOA-SF4; plantulas inoculadas con SF4; HOA-MH-SF2; plantulas regadas con
combinacién hormonal e inoculadas con SF2; HOA-MH-SF3; plantulas regadas con combinacion
hormonal e inoculadas con SF3; HOA-MH-SF4; plantulas regadas con combinacion hormonal e
inoculadas con SE. El crecimiento se realizara en iguales condiciones a las mencionadas con
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anterioridad. La cosecha se realizara a los 18 dias de iniciado el cultivo y se mediran: diametro de
tallo de las plantulas, longitud aérea y radical, peso fresco y seco de raices y parte aérea.

Los experimentos se realizardn con 5 ensayos independientes totalmente aleatorios y los resultados
seran analizados con el programa estadistico Statgraphics Plus, version 3 (Manugistics, Rockville,
Maryland, USA).

Peleteo de semilla con promotores de crecimiento y cepas bacterianas

Se utilizard germoplasma comercial de girasol Paraiso 24. Veinticinco semillas peleteadas con
diferentes tratamientos se colocarian en bandeja entre papel humedecido con agua destilada, en
cimara de crecimiento durante 72 h con un fotoperiodo de 16 h de luz (282C) / 8 h oscuridad (209C).
Cumplidas las 72 h, las pléntulas se trasplantaran a tubos de PVC conteniendo solucion Hoagland
carga idnica, con y sin agregado de PEG 6000 a distintas concentraciones. Los tratamientos seran: T
(Testigo, semilla sin peleteado); T peleteado (semillas peleteadas con carbonato de calcio); SF2
(semillas peleteadas con carbonato de calcio y SF2); SF3 (semillas peleteadas con carbonato de calcio
y SF3); SF4 (semillas peleteadas con carbonato de calcio y SF4); Ptr (semillas peleteadas con
carbonato de calcio y promotores de crecimiento.); Ptr-SF2 (semillas peleteadas con carbonato de
calcio, promotores de crecimiento y SF2.); Ptr-SF3 (semillas peleteadas con carbonato de calcio,
promotores de crecimiento y SF3);.Ptr-SF4 (semillas peleteadas con carbonato de calcio, promotores
de crecimiento y SF4.); Se realizaran 6 repeticiones. A los 14 dias del trasplante se determinara
longitud, peso fresco y seco de parte aérea y radical, y se identificaran y cuantificaran giberelinas,
auxinas, citocininas, acidos jasmonico y salicilico, en parte aérea y parte radical, mediante protocolo
modificado de Durgbanshi y col. (2005).

Peleteo de semilla con promotores de crecimiento y cepas bacterianas en suelo

En los ensayos se utilizaran semillas de girasol Paraiso 24 peleteadas con promotores de crecimiento
e inoculos bacterianos segtin el tratamiento. Las semillas se colocaran en macetas conteniendo suelo
extraido de s al cual se le realizaran previamente determinaciones de composicion, y se llevaran a
cadmara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h de luz (282C) / 8 h oscuridad (202C). Las macetas
se regaran por capilaridad con agua destilada y se cubriran con bolsas transparentes. Al 42 dia las
bolsas seran retiradas y se comenzara el tratamiento de riego con solucién Hoagland con % fuerza
iénica. Los tratamientos seran: T (Testigo, semilla sin peleteado); T peleteado (semillas peleteadas
con carbonato de calcio); SF2 (semillas peleteadas con carbonato de calcio y SF2); SF3 (semillas
peleteadas con carbonato de calcio y SF3); SF4 (semillas peleteadas con carbonato de calcio y SF4);
Ptr (semillas peleteadas con carbonato de calcio y promotores de crecimiento.); Ptr-SF2 (semillas
peleteadas con carbonato de calcio, promotores de crecimiento y SF2.); Ptr-SF3 (semillas peleteadas
con carbonato de calcio, promotores de crecimiento y SF3);.Ptr-SF4 (semillas peleteadas con
carbonato de calcio, promotores de crecimiento y SF4.); Se realizaran 6 repeticiones. A los 14 dias del
trasplante se determinara longitud, peso fresco y seco de parte aérea y radical, y se identificaran y
cuantificaran giberelinas, auxinas, citocininas, acidos jasmonico y salicilico, en rizosfera y material
vegetal, en mediante protocolo modificado de Durgbanshi'y col. (2005).

Determinacion de fitohormonas

La extraccién y purificacién de fitohormonas de medios de crecimiento liquido y extractos vegetales,
se realizara mediante particiones con dietiléter (Durgbanshi y col. 2005). Se utilizaran como
estandares internos: (2H5)AIA, (2HX)GAs , (2H4)SA, (2H6)JA (OlChemim Ltd, Olomouc, Czech
Republic). La identificacién y cuantificacion se realizara segtin los descripto en el objetivo 1. En el
caso de suelo, se determinara en rizoplano (suelo adherido a la raiz) y ectorrizosfera (suelo
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crcundante a la raf2). Para el primer caso las raices se lavaran en 20 mi de agua destila-desionizada,
para el segundo caso se diluird 3 g de suelo en 20 ml agua destilada—deionizada, se agitara en shaker
durante 30 minutos y se centrifugard 10 min 3000 rpm. Se purificard el sobrenadante, y se
identificarén y cuantificaran fitohormonas por Durgbanshi y col., (2005).

Andlisis estadistico

Los datos de laboratorio se analizaran con una ANOVA, en caso de ser paramétricos y en su defecto
se utilizara el test de Kruskall-Wallis para ensayos no paramétricos, utilizando a posteriori un Test de
Rangos Muiltiples. El software a utilizar es Statgraphics Plus, v.3 (Manugistics, Rockville, MD, USA).

Objetivo especifico 3

Determinacion del efecto de los reguladores del crecimiento en girasol a campo.

Se utilizar4 germoplasma comercial de girasol Paralso 24. Los ensayos se realizaran durante 3 ciclos
agricolas, en 3 localidades (Bulnes, Vicufia Mackenna, Manfredi). Las cepas a utilizar son SF2, SF3 y
SF4 y el disefio experimental a utilizar corresponde a Alpha Lattice con 4 repeticiones al azar,
colocadas en 3 hileras de 5.10 metros. Los tratamientos seran: T (Testigo, semilla sin peleteado); T
peleteado (semillas peleteadas con carbonato de calcio); SF2 (semillas peleteadas con carbonato de
calcio y SF2); SF3 (semillas peleteadas con carbonato de calcio y SF3); SF4 (semillas peleteadas con
carbonato de calcio y SF4); Ptr (semillas peleteadas con carbonato de calcio y promotores de
crecimiento.); Ptr-SF2 (semillas peleteadas con carbonato de calcio, promotores de crecimiento y
SF2.); Ptr-SF3 (semillas peleteadas con carbonato de calcio, promotores de crecimiento y SF3);.Ptr-
SF4 (semillas peleteadas con carbonato de calcio, promotores de crecimiento y SF4.). Se preve la
aplicacién de herbicidas segtin la historia del lote e insecticidas segin plagas existentes.

La evaluacién del efecto de las bacterias y de los reguladores de crecimiento se realizard midiendo las
siguientes variables en 3 a 5 plantas por repeticion y tratamiento.

CAP Capitulos cosechados / parcela (n2.). R9
RENSH Rendimiento grano / ha (ajustado 11% humedad) P9
(kg/ha.).
MG Contenido de aceite (%) R9
PS Peso de 1000 semillas (g.). RS
RENMGH Rendimiento materia grasa / ha (S.M.SECA) (kg/ha.) * R9
RENSA Rendimiento grano / ha (ajustado base 42% MG) (kg/ha.). R9
PLH Plantas / ha (n2.). R7
HUM Humedad (%) R9
NSC Numero de semillas / capitulo (n2.). R9

¢ Determinado con un equipo de resonancia magnética nuclear, disponible en el INTA EEA Manfredi.
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Andlisis estadistico

El disefio experimental serd un Alpha Lattice con 4 repeticiones al azar, y colocadas en 3 hileras de
5 10 metros. Los datos seran analizados mediante una test ANNOVA, utilizando para ello el programa
estadistico SAS (Statistical Analysis Software), version 8.

Objetivo especifico 4

Cultivos puros de las cepas bacterianas SF2, SF3 y 5F4 se inocularan a 50 ml de medio Luria Bertani
(LB), Glucose-Yeast (GY) y Ommafubve (Om), por separado. Se almacenaran a 259C, y se realizaran
recuentos en medio LB agarizado, de unidades formadoras de colonias a las 24 h, 30, 60, 90, 180 y
365 dias, con la finalidad de determinar viabilidad de las bacterias para fijar la fecha de vencimiento
de la formulacion comercial

Andlisis estadistico

Los datos de laboratorio se analizaran con una ANOVA, en caso de ser paramétricos y en su defecto
se utilizara el test de Kruskall-Wallis para ensayos no paramétricos, utilizando a posteriori un Test de
Rangos Muiltiples. El software a utilizar es Statgraphics Plus, v.3 (Manugistics, Rockville, MD, USA).

Objetivo especifico 5

Ensayos de Co-inoculacién a campo (En ejecucién)

Se utilizara germoplasma comercial de girasol Paraiso 24. Los ensayos se realizaran durante 3 ciclos
agricuhlas, en 3 localidades (Bulnes, Vicufia Mackenna, Manfredi). Las cepas a utilizar son SF2, SF3 y
SF4 y el disefio experimental a utilizar corresponde a Alpha Lattice con 4 repeticiones al azar,
colocadas en 3 hileras de 5.10 metros. Los tratamientos seran: T, plantas sin inocular; TN, plantas sin
inocular y con fertilizacién nitrogenada; SF2, plantas inoculadas con cepa bacteriana SF2; SF3, plantas
inoculadas con cepa bacteriana SF3; SF4, plantas inoculadas con cepa bacteriana SF4; AZO, plantas
inoculadas con cepa bacteriana comercial de Azospirillum sp.; AZON, plantas inoculadas con cepa
bacteriana comercial de Azospirillum sp. y fertilizacién nitrogenada; SF2N, plantas inoculadas con
cepa bacteriana SF2 y fertilizacién nitrogenada; SFZN, SF3N, plantas inoculadas con cepa bacteriana
SF3 y fertilizacién quimica; plantas inoculadas con cepa bacteriana SF2 y fertilizacion nitrogenada;
SF4N, plantas inoculadas con cepa bacteriana SF4 y fertilizacion nitrogenada.

La inoculacién se efectuara mediante el agregado de 1 ml de cultivo bacteriano en medio LB (Luria-
Bertaina), crecido a 282C/100 RPM (hasta alcanzar una densidad optica de 0.75-1 y 10° ufc/ml),
disuelto en 0.16 m! de adherente cada 100 g de semillas de girasol; o sea, 500 ml de inoculante + 80
ml de adherente protector concentrado soluble (derivado celulésico) / 50 kg de semillas. Se prevé la
aplicacién de herbicidas segln la historia del lote e insecticidas seglin plagas existentes. La
fertilizacién se realizara con 135 kg. de Nitrogeno /ha. al momento de la siembra. Se prevé la
aplicacién de herbicidas segtin la historia del lote e insecticidas segun plagas existentes.

La evaluacién del efecto de las bacterias, se realizara midiendo entre 3 a 5 plantas por repeticion y
tratamiento en las variables indicada en objetivo 3.

Ensayos de Co-inoculacion a campo '

Se utilizara germoplasma comercial de girasol Paraiso 24. Los ensayos se realizaran durante 3 ciclos
agricolas, en 3 localidades (Bulnes, Vicuha Mackenna, Manfredi). Las cepas a utilizar son 5F2, SF3 y
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SF4 y el disefio experimental a utilizar corresponde a Alpha Lattice con 4 repeticiones al azar,
colocadas en 3 hileras de 5.10 metros. Los tratamientos seran: T, Testigo, plantas sin inocular; SF2,
plantas inoculadas con cepa bacteriana SF2; SF3, plantas inoculadas con cepa bacteriana SF3; SF4,
plantas inoculadas con cepa bacteriana SF4; SF2-SF3 plantas co-inoculadas de las cepas bacterianas
SF2 y SF3; SF2-SF4 plantas co-inoculadas de las cepas bacterianas SF2 y SF4; SF3-SF4 plantas co-
inoculadas de las cepas bacterianas SF3 y SF4; SF2-SF3-SF4 plantas co-inoculadas de las cepas
bacterianas SF2, SF3 y SF4.

La inoculacién se efectuara mediante el agregado de 1 ml de cultivo bacteriano (en total) en medio
LB, crecido a 282C/100 RPM (hasta alcanzar una densidad optica de 0.75-1y 10° ufc/ml), disuelto en
0.16 ml de adherente cada 100 g de semillas de girasol; o sea, 500 ml de inoculante + 80 ml de
adherente protector concentrado soluble (derivado celuldsico) / 50 kg de semillas. Se prevé la
aplicacién de herbicidas segtn la historia del lote e insecticidas segtn plagas existentes. La
fertilizacién se realizara con 135 kg. de Nitrogeno /ha. al momento de la siembra.

La evaluacién del efecto de las PGPR, se realizara midiendo entre 3 a 5 plantas por repeticion y
tratamiento y seran medidas las mismas variables que para los ensayos de inoculacidon citadas con
anterioridad.

Andlisis estadistico

El disefio experimental serd un Alpha Lattice con 4 repeticiones al azar, y colocadas en 3 hileras de
5.10 metros. Los datos seran analizados mediante una test ANNOVA, utilizando para ello el programa
estadistico SAS (Statistical Analysis Software), version 8.
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