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VISTO, la propuesta de protocolo de trabajo entre la FACULTAD DE
CIENCIAS EXACTAS, FISICO-QUIMICAS Y NATURALES, UNIVERSIDAD
NACIONAL DE RIO CUARTO Y LA FUNDACION MANI ARGENTINO, Expediente
Nro. 89370-4; y

CONSIDERANDO:

Que dicho protocolo de trabajo se enmarca dentro del Convenio
Marco celebrado entre la Universidad Nacional de Rio Cuarto y la Fundacién Mani
Argentino aprobado por Resolucién del Consejo Superior N° 46/11, Expediente N°
89370.

Que el protocolo de trabajo tiene como objetivos apoyar y financiar
el Proyecto “Estrategias biotecnolégicas en base a bacterias benéficas y sus
metabolitos para mitigar el efecto de estreses bibticos y abidticos que ocurren
simultaneamente sobre el cultivo de mani”. Para ello, la FUNDACION aportara los
recursos economicos y la FACULTAD los recursos humanos, infraestructura y
capacidad operativa.

Que se designa como representante de la FACULTAD a la sefiora
Decana, Dra. Marisa ROVERA, y al Ing. Agr. Ricardo DIAZ como representante de
la FUNDACION. El Proyecto sera dirigido por la Dra. Maria Laura TONELLI.

Que se cuenta con el Dictamen favorable de la Direccion de Asuntos
Juridicos Nro. 8622 de esta Universidad, obrante en foja 33.

Que, asimismo, se cuenta con los vistos favorables de la Secretaria
Econdmica y de la Secretaria de Extensién y Desarrollo de esta Universidad,
obrantes a fojas 36 y 39 del expediente de referencia.

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

Que se cuenta con el despacho favorable de la Comisiéon de
Investigacion, Posgrado y Transferencia.

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:

ARTICULO 1ro.- Aprobar el Protocolo de Trabajo entre la FACULTAD DE
CIENCIAS EXACTAS, FISICO-QUIMICAS Y NATURALES, UNIVERSIDAD
NACIONAL DE RIO CUARTO Y LA FUNDACION MANI ARGENZINO, segtin se
detalla en el ANEXO de la presente Resolucion.

/
U.N.R.C.
F.Cs.Ex. Q

MB. e




Univorsidsdd Nacional do Ko Cuarto
Sl b Cionoias Evactas Firico- Cisiomicas y Novtirales 2079 - Slbio db bo Eportaciin ”

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 TRES DIAS DEL MES DE OCTUBRE DEL ANO DOS MIL
DIECINUEVE.

RESOLUCION N° 3 0 7 m

Dra)\MARCELA MORESSI
ecretaria Técnica

FCEFQyN

U.N.R.C.
F.Cs.Ex.
MB
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ANEXO
PROTOCOLO DE TRABAJO ;
ENTRE LA FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS, FISICO-QUIMICAS Y
NATURALES
UNIVERSIDAD NACIONAL DE RIO CUARTO
Y

LA FUNDACION MANi ARGENTINO

En el marco del convenio aprobado por Resolucion de Consejo Superior N°
46/11, Exp. N° 89370 entre la Universidad Nacional de Rio Cuarto y la
Fundacion Mani Argentino, se estipula el presente Protocolo de Trabajo entre
la Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales de la UNRC, en
adelante “La FACULTAD”, con domicilio en Ruta Nacional 36, Km 601 de la
ciudad de Rio Cuarto, representada en este acto por la Sefiora Decana, Dra.
Marisa ROVERA, por una parte y por otra la Fundacién Mani Argentino, en
adelante “La FUNDACION”, con domicilio legal en la calle 20 de Septiembre N°
863, General Cabrera (X5809AFP); Provincia de Coérdoba, representada en
este acto por su Presidente, Ing. Agr. Ricardo Diaz, denominadas en conjunto
“Las PARTES”, el cual estara sujeto a los siguientes articulos:

PRIMERO: La FUNDACION, en uso de los atributos y facultades que le
confieren su Estatuto, resuelve apoyar y financiar el Proyecto “Estrategias
biotecnoldgicas en base a bacterias benéficas y sus metabolitos para
mitigar el efecto de estreses bidticos y abidticos que ocurren
simultaneamente sobre el cultivo de mani” que se describe en el Anexo |.
La FACULTAD, por su parte, manifiesta contar con recursos humanos
capacitados y estructura operativa apropiada para desarrollar el proyecto
citado, asi como con la facultad legal para asumir el compromiso de su
BEBCRICHON. ... i ammsoonnmnnsnsssssennnprnnssnserssenn sasss nssss s ioedssusmassssevassssarss

SEGUNDO: Para la realizaciéon del proyecto referido en el articulo primero, La
FUNDACION aportara los recursos econémicos que se detallan en el Anexo I
del presente Protocolo de Trabajo, en tanto que La FACULTAD aportara los
recursos humanos, infraestructura y su capacidad operativa de conformidad
con el Proyecto presentado por el area de Biologia General del Departamento
de Ciencias Naturales de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y
Naturales de la

TERCERO: El personal y los investigadores de La FACULTAD que participaran
en el desarrollo del Proyecto descripto en el Anexo |, atenderan los
requerimientos de La FUNDACION dentro de los términog fijados en el
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CUARTO: La FUNDACION podra revisar la siembra, el mantenimiento, las
mediciones, experimentaciones y toda otra tarea que se realice en los médulos,
lotes y laboratorios afectados a este Proyecto de Investigacion, debiendo los
investigadores de La FACULTAD colaborar en el procesamiento de datos y/o
presentacion de los informes que La FUNDACION considere necesarios, de
conformidad con el Proyecto descripto en el Anexo |. La FACULTAD y sus
investigadores arbitraran los medios a su alcance para un eficaz y puntual
cumplimiento del Protocolo de Trabajo, debiendo comunicar toda novedad o
imprevisto que surgiere con la mayor celeridad y prontitud de manera
fehaciente a fin de que La FUNDACION pueda adoptar los recaudos o medidas
correctivas

T g T s

QUINTO: Para la realizacion del Proyecto referido en el articulo primero se
aprueba el Presupuesto que se detalla en el Anexo |l del presente Protocolo de
Trabajo. Los fondos alli consignados por un total de $75.650 (Pesos setenta y
cinco mil seiscientos cincuenta) seran aportados por La FUNDACION. El 40 %
(cuarenta por ciento) se abonara al momento de la firma, el 30 % (treinta por
ciento) contra entrega de informe parcial a los 6 (seis) meses y el 30 % (treinta
por ciento) restante contra entrega y aprobacién del informe final. Cada una de
estas entregas se hara efectiva contra la presentacion por parte de La
FACULTAD de los recibos y comprobantes de rigor que correspondieren y
conforme a lo establecido en el Cronograma de Actividades que se detalla en el
Anexo lll. La no presentacion de comprobantes y/o Informes sera considerado
un incumplimiento de clausula por parte de La FACULTAD y dara derecho a La
FUNDACION a retener los fondos respectivos hasta el efectivo cumplimiento
de las obligaciones en mora o a disponer la suspension transitoria o definitiva
del presente
R Y 1 sk s AR e A s e AT e S s Sk el A B TN RN S

SEXTO: La FUNDACION se obliga a pagar los fondos detallados en el Anexo
Il del presente Protocolo a La FACULTAD, con domicilio en Ruta 36, km 601,
CP 5800, Ciudad de Rio Cuarto, mediante cheques bancarios Yy/o
transferencias. Los fondos ingresaran a la Tesoreria de la UNRC a la cuenta
bancaria que La FACULTAD informe oportunamente a La
T e B S e N S W S g A e

SEPTIMO: Los resultados parciales o definitivos que se obtengan en virtud del
presente Protocolo de Trabajo podran ser publicados de comun acuerdo,
dejandose constancia en las publicaciones de la participacién de cada una de
las partes. En cualquier caso, toda publicacion o documento relacionado con
este instrumento y producido en forma unilateral, hara siempre referencia al
presente Protocolo firmado. Especialmente se tendra en cuenta no afectar en
forma alguna los intereses de terceros no involucrados en la investigacion que
puedan resultar en reclamos de ningun tipo. Las partes deberan manifestar
claramente la colaboracion prestada por la otra sin que ello signifique
responsabilidad alguna para ésta respecto al contenido de lg/publicacion o
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documento. Los derechos de propiedad intelectual, obtenidos como
consecuencia de los trabajos realizados, se definira conforme con los aportes
intelectuales de cada una de ellas y en consonancia con el Convenio Marco
que ambas instituciones tienen
T e B b e

OCTAVO: El presente Protocolo de Trabajo tendra vigencia a partir de su firma
y regira hasta la presentacion del informe definitivo, de acuerdo con lo
establecido en su articulo QUINLO..........cccci i issiummeee e sesssesssnssasne

NOVENO: El presente Protocolo de Trabajo podra ser rescindido de comun
acuerdo o bien por decision de una de las partes toda vez que ésta hubiere
verificado el incumplimiento de alguna de sus clausulas por causa atribuible a
negligencia o impericia de la otra parte, debiendo mediar comunicacion
fehaciente de dicha
T O AR et M OO NN I WO O N o W3 7,

DECIMO: Los Investigadores de La FACULTAD declaran conocer y aceptar el
alcance y contenido de este Protocolo de Trabajo, asi como sus obligaciones y
responsabilidades en la ejecucion del Proyecto descripto en el Anexo |.

DECIMO PRIMERO: En pleno uso de sus derechos y facultades, y en
conocimiento de las respectivas obligaciones aqui consignadas, Las PARTES
intervinientes acuerdan someterse en caso de litigio a los Tribunales Federales
de la Ciudad de Rio Cuarto, renunciando expresamente a cualquier otro fuero o
A S

DECIMO SEGUNDO: A los fines del presente Protocolo de Trabajo las partes
fian domicilio legal los indicados en el encabezamiento del
T R S A St o e O o O 4

En este acto, se firman 3 (tres) ejemplares de igual tenor y contenido,
recibiendo cada parte el suyo, en la ciudad de Rio Cuarto, Provincia de
Cérdoba, Republica Argentina, a los ........... dias del mes de
......................................... de 2019.-

agisa ROVERA

Ing. Agr. Ricardo DIAZ

: ISA ROVERA
Presidente / Decana .., ya
Fundacién Mani Argentino EFQyN - UNRC

(\ 5 O
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ANEXO |

TiTULO DEL PROYECTO

Estrategias biotecnolégicas en base a bacterias benéficas y sus metabolitos para
mitigar el efecto de estreses bioticos y abiéticos que ocurren simultaneamente
sobre el cultivo de mani

UNIDAD EJECUTORA

Departamento de Ciencias Naturales-FCEFQyN-UNRC

AREA PROBLEMA

Enfermedades fungicas. Mecanismos de Resistencia en el hospedante (mani)
NOMBRE DEL DIRECTOR

Dra. Maria Laura Tonelli (Investigadora Adjunta CONICET, Ayudante de Primera
UNRC)

COORDINACION

Dra. Adriana Fabra (Investigadora Principal CONICET, Profesora Titular)
PERSONAL

-Fernando Ibafez-Investigador Adjunto CONICET, Ayudante de Primera
Dedicacion Simple UNRC- DNI:28158699

-Maria Soledad Figueredo-Becaria Postdoctoral CONICET-DNI: 33384394
-Johan Stiben Rodriguez Melo-Becario Doctoral FONCYT-DNI: 95550196
-Tamara Alamo-Alumna de Microbiologia-DNI: 36796168

ANTECEDENTES SOBRE EL TEMA

Relevancia del problema
Uno de los principales inconvenientes que presenta la produccion de mani, no solo
en Argentina sino a nivel mundial, es la ocurrencia de enfermedades producidas
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por hongos, siendo la viruela tardia causada por Cercosporidium personatum la de

mayor frecuencia. Esta es una enfermedad policiclica muy destructiva que aparece

algunas semanas después del establecimiento del cultivo. La viruela tardia en

mani puede generar pérdidas de entre el 15 y el 70% si no se la maneja

adecuadamente. Por otra parte, el fitopatoégeno de rizoplano, Sclerotium rolfsii,

agente causal del marchitamiento por hongo blanco en el mani, es ampliamente

ubicuo y afecta a mas de 500 especies vegetales cultivadas o silvestres. S. rolfsii

es capaz de sobrevivir dentro de un amplio rango de condiciones ambientales. El

maximo crecimiento miceliar ocurre entre 25-35°C, con altos porcentajes de

humedad (March y Marinelli, 2005).

Para el control de estos hongos fitopatégenos se requiere de varias aplicaciones

de fungicidas durante el desarrollo del cultivo. Estas, no solo pueden afectar la

calidad del ambiente, sino también producir una pérdida gradual de la sensibilidad

del hongo a su accion.

Por otra parte, las temperaturas durante el ciclo del cultivo de mani en la Provincia

de Cérdoba (de Octubre a Mayo, aproximadamente), pueden alcanzar maximas

medias que ronden entre los 25- 35°C, las minimas medias entre 15-21°C, y las

méximas absolutas pueden alcanzar en algunas regiones de Cordoba entre 41-

43°C durante el mes de Enero. En este mismo mes se registran abundantes

lluvias, condiciones ideales para el desarrollo de los hongos fitopatogenos

descriptos anteriormente, particularmente C. personatum.

Los modelos que predicen el cambio climatico, indican que la temperatura
aumentaria entre 3-5°C en los préximos 50-100 afos, (IPCC, 2007), en
concurrencia con un aumento en la frecuencia de sequias, inundaciones y picos de
calor (IPCC, 2008), lo que afectaria drasticamente la produccién agricola mundial.
Ademas, el cambio climatico no solo aumentaria la probabilidad de exposicion a
estreses abidticos sino también la de expansiéon del rango de huésped de
patégenos y desarrollo de cepas virulentas (Garret y col., 2006). Dado este

s 73
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panorama, es probable que en un futuro se incremente la frecuencia de la
ocurrencia de estreses bidticos y abiéticos combinados. Por lo tanto, es necesario
ampliar el foco del estudio sobre la tolerancia de las plantas al estrés, incluyendo
objetivos que apunten a comprender la naturaleza de la respuesta a multiples
estreses con el fin de desarrollar estrategias que apunten a la tolerancia de los
cultivos, a la vez que mantengan su rendimiento.

Respuestas de las plantas al estrés

Las respuestas de las plantas a diferentes estreses son complejas e implican
cambios transcriptomicos, celulares y fisiolégicos. En la naturaleza, los cultivos
estan expuestos simultdneamente a una combinacion de estreses que afectan su
produccion. Factores estresantes abiéticos tales como el calor, la sequia, la
salinidad, entre otros, tienen un alto impacto en la agricultura mundial, y se ha
sugerido que reducen en mas de un 50% el rendimiento promedio de los
principales cultivos (Wang y col., 2003). Sumado a esto, las plantas deben
defenderse de numerosos patdégenos, incluyendo hongos, bacterias, virus,
nematodos e insectos (Hammond- Kosack y Jones, 2000). Cada estrés activa en
las plantas un complejo sistema de respuestas celulares y moleculares para
prevenir el dafo y asegurar la supervivencia, pero a menudo ello ocurre en
detrimento del crecimiento y el rendimiento (Herms y Mattson, 1992).

Evidencias recientes indican que en las plantas sometidas a estreses combinados
se activan respuestas fisiolégicas y moleculares adaptadas especificamente a esta
situacién. Se ha sugerido que estas respuestas que se activan sélo bajo
situaciones en las que se enfrentan con estreses combinados, no pueden ser
inferidas de los estudios realizados con estreses individuales (Bostock y col.,
2014: Suzuki y col., 2014). Parece por lo tanto que los resultados de la evaluacion
y del desarrollo de plantas tolerantes mediante la imposicion de un unico estrés no
serian extrapolables a situaciones de estreses combinados (Mittler y Blumwald,
2010). Mas aun, se ha demostrado que las plantas que toleran dos o mas estreses

OV sk gl s
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que ocurren independientemente no necesariamente toleran dichos estreses
cuando actlan simultdneamente (Nostar y col., 2013). Esta informacion es
relevante, considerando que, en la naturaleza, las plantas estan expuestas a
diferentes estreses que actian de forma combinada o sucesiva.
La ocurrencia de estreses bidticos y abiéticos simultaneos presenta aun un mayor
grado de complejidad, ya que las respuestas de las plantas a ambos tipos de
estreses se encuentran controladas por diferentes vias de sefializacién hormonal
que pueden interactuar e inhibirse mutuamente (Asselbergh y col., 2008). Se ha
hipotetizado que el costo requerido por las plantas para su defensa podria
reducirse si las respuestas a diferentes estreses involucraran a genes Yy
compuestos comunes, lo que ademas podria explicar la superposicion entre vias
de respuestas (Assebergh y col., 2008). En concordancia con ello, se ha reportado
que ciertos factores de transcripcion y proteinas especificas se activan tanto por
estrés bidtico como abiético (AbuQamar y col., 2009; Dubos y col., 2010).
Si se proyecta sobre la base del concepto de agricultura sustentable, los cultivos
que se produzcan deberian mostrar resistencia a patégenos, tolerancia a sales,
sequia, temperaturas extremas, entre otros estreses. Se han realizado numerosos
esfuerzos tendientes a obtener, mediante transgénesis o métodos de seleccion
tradicionales, plantas resistentes a diferentes estreses (Bhatnagar-Mathur y col.,
2008; Fuller y col., 2008). Sin embargo, no siempre se evalua en estas plantas la
susceptibilidad o resistencia a otros estreses para los cuales no han sido
desarrolladas. Ademas, dado que las plantas requieren balancear eficientemente
el destino de sus recursos entre el crecimiento y la defensa, en muchos casos,
esas modificaciones afectan su crecimiento y desarrollo y, por lo tanto, la
productividad de los cultivos (Atkinson y Urwin, 2012). En este sentido, los
microorganismos benéficos del suelo pueden constituir una alternativa diferente
que aporte soluciones a la exposicion de los cultivos a estreses combinados,
disminuyendo el uso de compuestos quimicos y contribuyendo a minimizar la

(PR ,//



J07

brivorsidocd Niocional do Fio Consvte

Socwdbind b Cinoins Eovatias. Firioo-Chvionsicas y Nivborrabis 2079 - Ao b b Eoportisciin
contaminacién ambiental.
Las raices de las plantas pueden atraer diferentes microorganismos benéficos que
habitan en el suelo. Las bacterias capaces de promover el crecimiento vegetal se
conocen como PGPB (plant growth promoting bacteria). La utilizacion exitosa de
estas bacterias esta en relacién directa con su supervivencia en el suelo, la
compatibilidad con el cultivo en el cual es inoculada, la interaccién con la
microflora indigena del suelo y el microbioma vegetal, asi como con los factores
ambientales (Martinez-Viveros, 2010). De alli se deduce la importancia de
seleccionar PGPBs nativas del area agricola en la que se proyecta inocularlas con
el fin de incrementar su densidad.
Muchas investigaciones han reportado que algunas PGPBs pueden inducir
tolerancia a estreses bidticos (Lugtenberg y Kamilova, 2009; Shaikh y Sayyed,
2015). También moléculas elicitoras secretadas por ellas (lipopéptidos, acido
salicilico, entre otras), suprimen las enfermedades causadas por un rango de
patégenos mediante la induccion sistémica de cambios fisicos vy quimicos
relacionados a la defensa de la planta, proceso conocido como ‘resistencia
sistémica inducida” (ISR) (van Loon y col. 1998). La ventaja de utilizar moléculas
elicitoras radicaria en superar falencias en los resultados de su aplicaciéon a
campo, las que pueden surgir de la vulnerabilidad y variabilidad fenotipica de las
bacterias en el ambiente.
Mas recientemente se ha reportado que algunas PGPBs también poseen la
capacidad de inducir en las plantas la tolerancia a estreses abiéticos como
salinidad, sequia, altas o bajas temperaturas, fenémeno conocido como “tolerancia
sistémica inducida” (IST) (Yang y col. 2009).
La ISR esta controlada por una red de sefiales en las cuales las fitohormonas
etileno, acido jasménico y acido salicilico juegan roles relevantes (Glazebrook,
2005). Las plantas, dependiendo del fitopatégeno que enfrenten, ajustan sus

respuestas de defensa a través de la interconexion de vias de sefalizacién en las
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que participan dichas fitohormonas (Koornneef y Pieterse, 2008). Muchos de estos
fenomenos propios de la ISR también estan asociados a la IST. Asi por ejemplo,
se ha demostrado que las PGPBs que protegen a Arabidopsis thaliana contra el
patégeno Pseudomonas syringae también la protegen contra el estrés salino, y
que esta ISR esta mediada por la expresién del gen PR1 que se activa por la via
de sefializacion dependiente de acido salicilico (Yang y col., 2009).
Por otra parte, el uso en la agricultura de PGPBs que poseen actividad ACC
desaminasa es una estrategia utilizada con el fin de disminuir el efecto deletéreo
de las altas concentraciones de etileno que se producen bajo condiciones
estresantes, y mejorar el crecimiento y desarrollo de plantas creciendo bajo
condiciones ambientales estresantes (Kumari y col., 2016).

Resultados preliminares y aportes del grupo al estudio del problema en
cuestion

Nuestro grupo de investigacion tiene una amplia trayectoria en el estudio de
diferentes aspectos de la interaccién entre mani y microorganismos del suelo
(microsimbiontes fijadores de N, otras PGPB, patégenos). La gran cantidad de
informacién generada motivé la publicacién de dos revisiones (Fabra y col., 2010;
Ibafiez y col., 2017).

En trabajos realizados en nuestro grupo de investigacion hemos demostrado que
el aislamiento nativo de mani Bacillus sp. CHEP5 disminuye la severidad del
marchitamiento por hongo blanco causado por el hongo necrotrofo S. rolfsii e
incrementa la actividad de enzimas vinculadas a la defensa vegetal en mani
mediante la induccién de resistencia sistémica ISR (Tonelli y col., 2011; Figueredo
y col., 2014). Ademas, hemos obtenido y evaluado otros aislamientos nativos cuyo
analisis filogenético del gen ARNr16S determiné su identidad con el género
Bacillus, que también inhiben el crecimiento de patégenos fungicos de mani
(Tonelli y col., 2010). En los sobrenadantes de cultivo de dichos aislamientos, se
detecté por analisis de espectrometria de masa MALDI-TOF la presencia del
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lipopéptido surfactina, descripto como un importante inductor o elicitor de la
respuesta de defensa vegetal. Por otra parte, también se ha demostrado que
Bacillus sp. CHEP5 incrementa la eficiencia simbidtica de Bradyrhizobium sp.
SEMIA 6144, aun en presencia del fitopatégeno S. rolfsii. De igual modo, este
rizobio tampoco afecta la capacidad de Bacillus sp. CHEPS de inducir la respuesta
de defensa contra S. roffsii en la planta de mani (Figueredo et al., 2014 y 2017).
Ademas, Figueredo y col. (2017) demostraron en ensayos a campo que Bacillus
sp. CHEP5 protege contra Thecaphora frezii, hongo necrétofo causante del
carbén del mani, la enfermedad con mayor incremento en su prevalencia e

intensidad en la ultima década (Paredes y col., 2016).

Una de las claves para alcanzar la sustentabilidad en la produccion agricola es
comprender las interacciones entre los organismos que componen la comunidad
del agroecosistema, su medioambiente y los desafios que éste impone.

Se espera que los resultados que se obtengan a partir de este proyecto constituyan
las bases para alcanzar, a mediano plazo, el desarrollo de un bioproducto mixto (en
base a Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144, mas una PGPB o su metabolito elicitor de
respuestas de defensa) que pueda ser utilizado para el control de enfermedades
fungicas de mani y tolerancia al estrés por altas temperaturas, sin afectar la
simbiosis que se establece con los rizobios. Se pretende, de este modo contribuir al
desarrollo de bases biotecnolégicas para la produccion sustentable del cultivo de

mani.

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

La inoculacién de microorganismos benéficos y/o de sus metabolitos puede
incrementar la tolerancia del cultivo de mani a los estreses producidos en
simultaneo por las altas temperaturas y por patégenos fungicos del filoplano (como
C. personatum) y del rizoplano (como S. rolfsii). Dicha inoculacién garantizara el
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desarrollo y la sanidad de esta leguminosa sin afectar la simbiosis fijadora de
nitrégeno.
OBJETIVOS

Objetivo General
Incrementar, mediante inoculacién de microorganismos benéficos y/o sus
metabolitos secretados al medio de cultivo, la tolerancia de las plantas de mani a
estreses bidticos y abiéticos que ocurren en simultaneo.
Objetivos especificos
1- |dentificar, en la coleccién de bacterias aisladas de la rizosfera y de la
filésfera de mani disponible en nuestro laboratorio (que inducen resistencia
sistémica o poseen actividad ACC desaminasa) aquéllas capaces de
proteger a la planta de mani contra los efectos simultaneos de estreses
abiéticos (elevadas temperaturas) y biéticos (C. personatum o S. rolfsii).
2- Analizar si la adicion de metabolitos secretados al medio de cultivo por las
bacterias identificadas y seleccionadas en el desarrollo del objetivo 1,
reproduce la proteccién observada cuando se inocula con las células
bacterianas.
3- Evaluar si la co-inoculacién de Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 con la
PGPB seleccionada o sus metabolitos secretados al medio de cultivo,
afecta la interaccion simbiética Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144-mani.

Como perspectiva de continuidad a futuro de esta linea de investigacion se
propone:

1 Evaluar bajo condiciones de campo la eficiencia del bioproducto mixto que surja
de los ensayos realizados en camara de cultivo. En este sentido, la empresa
Ceres Demeter ha manifestado su interés en evaluar el bioproducto en ensayos a
campo (Ver Anexo).

2 Identificar, en plantas de mani, los genes inducidos por la PGPB seleccionada

y/o sus metabolitos secretados al medio de cultivo, que estan involucrados en la
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tolerancia a estreses bidticos (C. personatum o S. rolfsii) y abibtico (altas
temperaturas) que ocurren simultaneamente. Esta representaria una importante
herramienta para la seleccién de genotipos de mani tolerantes o para la
generacion de plantas transgénicas tolerantes a estos estreses.

PLAN DE ACTIVIDADES

Metodologia

Evaluacion del efecto de la inoculacién de PGPB en mani sobre la accién
simultanea de los estreses ocasionados por elevadas temperaturas y por C.
personatum o S. rolfsii.

A partir de una coleccioén de bacterias aisladas de la rizésfera y filosfera de mani
disponible en el laboratorio, se seleccionaran para su evaluacion las cepas
inductoras de resistencia sistémica en mani Bacillus sp. CHEPS y Pseudomonas
sp. BREN6 (Tonelli y col., 2011), las cepas productoras de lipopéptidos Bacillus
sp. BHEP20, Bacillus sp. BTEP20, Bacillus sp. SEHEN4 y Bacillus sp. SEHEP4
(Tonelli y col., 2009) y las que poseen actividad ACC desaminasa Arthrobacter sp.
221, Bacillus sp. 222, Paenibacillus sp. 224 y Microbacterium sp. 225 (Magallanes-
Noguera y col., 2016).

Las semillas de mani var. Granoleico (susceptible y actualmente comercializado)
seran desinfectadas y germinadas segun Vincent (1970). Luego seran transferidas
a macetas conteniendo vermiculita estéril. Las radiculas seran inoculadas con 4 ml
(108 UFC/ml) del microsimbionte de mani, Bradyrhizobium sp. SEMIA6144,
creciendo en medio YEM (Vincent, 1970), y con 4 ml (108UFC/ml) de la PGPB
nativa seleccionada creciendo en medio TSB (Tripticasa Soya Broth, Britania).
Ambos cultivos seran previamente centrifugados y resuspendidos en NaCl 0,85%.
Las plantas se mantendran en camara de cultivo de plantas bajo condiciones
6ptimas de crecimiento (16h luz y 28°C/8 h oscuridad y 20°C). A los 7 dias post-
siembra (dps), las plantas seran desafiadas con los fitopatégenos fungicos C.
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personatum mediante aspersién foliar de acuerdo a Luo y col. (2005) o S. roffsii

colocando una semilla de trigo infectada en zona de la corona de planta de

acuerdo a Figueredo y col. (2017), y la temperatura de las camaras se elevara

hasta los 35°C durante 7 dias, y luego se retornard a las condiciones de

crecimiento éptimo hasta el momento de la cosecha (30 dps). Los tratamientos a

evaluar seran:

a. Plantas inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA6144 a tiempo cero,

desafiadas con C. personatum o S. rolfsii y sometidas a estrés térmico (control

positivo del efecto de aplicacion de estreses simultaneos).

b. Plantas inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA6144 y la PGPB a tiempo
cero, desafiadas con

C. personatum o S. rolfsii y sometidas a estrés térmico.

Al momento de la cosecha se determinaran parametros de crecimiento (peso seco
radical y aéreo, contenido de clorofila total) y parametros simbiéticos (numero y
peso seco de los nédulos formados) en cada una de las plantas obtenidas.
Ademas, se evaluara la incidencia y la severidad de las enfermedades
ocasionadas por C. personatum (Oddino y col., 2014) y S. rolfsii (Figueredo y col.,
2017). El ensayo se repetira 3 veces y en cada repeticion se analizaran al menos
10 plantas por cada tratamiento.

Evaluacion del efecto de la inoculacién de metabolitos secretados por las
PGPB en sus sobrenadantes de cultivo sobre la accién simultanea de los
estreses ocasionados por elevadas temperaturas y por C. personatum o S.

rolfsii en mani.

A partir de los resultados, se seleccionara aquella/s bacteria/s que haya/n
demostrado proteger al cultivo de mani frente a la accién simultanea de ambos
estreses y se probara si la inoculacién de los metabolitos secretados en sus

sobrenadantes de cultivo reproducen los resultados obtenidos con el cultivo

(o yDohass y7 2
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bacteriano. La ventaja de utilizar moléculas elicitoras radicaria en superar
falencias en los resultados que pueden surgir de la vulnerabilidad y variabilidad
fenotipica en el ambiente de las PGPBs.

Para conocer la capacidad de los metabolitos secretados al medio de cultivo por
las PGPBs seleccionadas de proteger a mani contra el efecto simultaneo de los
estreses por fitopatdgenos y las altas temperaturas, se inocularan plantas con
Bradyrhizobium sp. SEMIA6144 y con el sobrenadante de cultivo de la cepa nativa
seleccionada. E! sobrenadante de cultivo se obtendrd a partir de dos
centrifugaciones a 10.000 rpm por 20 minutos del cultivo de las PGPBs creciendo
en medio Landy (Landy, 1948) a 28°C, con una agitacion de 150 rpm durante 96 h
(condiciones o6ptimas para la produccién y acumulacion de metabolitos
secundarios). Dichos sobrenadantes seran filtrados a través de membranas con
un tamafio de poro de 0,22 M. Las plantas se mantendran en camara de cultivo
de plantas bajo las condiciones éptimas de crecimiento. Luego, seran desafiadas
con los fitopatégenos y expuestas a 35°C como se describi6é anteriormente. Los
tratamientos a evaluar seran:

a. Plantas inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA6144 a tiempo cero,
desafiadas con C. personatum o S. rolfsii y sometidas a estrés térmico (control
positivo del efecto de aplicacion de estreses simultaneos).

b. Plantas inoculadas con Bradyrhizobium sp. SEMIA6144 y con el sobrenadante
de cultivo de la PGPB, desafiadas con C. personatum o S. rolfsii y sometidas a

estrés térmico.

Al momento de la cosecha (30dps) se determinaran parametros de crecimiento
(peso seco radical y aéreo, contenido de clorofila total) y parametros simbidticos
(nimero y peso seco de los nédulos formados) en cada una de las plantas
obtenidas. Ademas, se evaluara la incidencia y la severidad de las enfermedades
ocasionadas por C. personatum (Oddino y col., 2014) y S. rolfsii (Figueredo y col.,
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2017). El ensayo se repetira 3 veces y en cada repeticion se analizaran al menos

10 plantas por cada tratamiento.
Analisis estadistico

Se utilizara ANOVA y las medias se compararan con un nivel de significancia de
5% de acuerdo a las pruebas de LSD-Fisher (InfoStat version 1.0, FCA, UNC).

Cronograma de actividades
El cronograma de actividades se encuentra detallado en la planilla Excel otorgada

especificamente para tal fin.
JUSTIFICACION DE LA CONFORMACION DEL EQUIPO DE INVESTIGACION

El equipo estd integrado por investigadores desarrollando sus actividades en
distintas etapas de su carrera. La Dra. Adriana Fabra, coordinadora propuesta
para el proyecto, posee una vasta y reconocida experiencia en el estudio de la
interaccion mani-rizobios y otras bacterias promotoras del crecimiento vegetal
(biocontroladoras, solubilizadoras de fosfatos, etc.). A lo largo de su carrera ha
dirigido numerosas tesis de doctorado, proyectos de postdoctorado e ingresos a la
carrera del investigador en CONICET. Ademas, ha dirigido con responsabilidad,
compromiso y éxito académico-cientifico importantes proyectos financiados tanto
por el sector publico (SECyT-UNRC. Agencia Cérdoba Ciencia, CONICET,
FONCYT) y el privado (Fundacion Mani). Como resultado de sus investigaciones,
junto a su equipo de trabajo, ha publicado numerosos articulos cientificos (en
revistas especificas del tema) sujetos a la revision de integrantes de la comunidad
cientifica internacional y también en reuniones cientificas nacionales e
internacionales. Por estos motivos, la Dra. Adriana Fabra es un integrante
fundamental del grupo de trabajo en su rol de coordinadora en este proyecto.

Por otra parte, la Dra. Maria Laura Tonelli, propuesta como directora del presente
proyecto, se ha formado en el grupo de investigacién dirigido por la Dra. Adriana
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Fabra. Particularmente, su formacién cientifica (doctorado, postdoctorado vy
carrera del investigador de CONICET) ha estado vinculada a la investigacion de la
interaccion mani-bacterias  biocontroladoras de fitopatégenos  flngicos,
profundizando sus estudios en el mecanismo de control biolégico conocido como
resistencia sistémica inducida (ISR). Actualmente, esta iniciando estudios acerca
del rol de metabolitos secretados por bacterias biocontroladoras nativas de los
suelos maniseros de Cordoba que elicitan dicha ISR en las plantas de mani.
Ademas de haber publicado trabajos cientificos tanto en revistas internacionales
como en reuniones nacionales e internacionales, se desempefia como
investigadora responsable y como directora de proyectos financiados por
entidades publicas provinciales y nacionales (Agencia Cérdoba Ciencia,
CONICET, FONCYT).
En cuanto a los integrantes del grupo colaborador, todos se han formado en el
equipo de investigacion dirigido por la Dra. Adriana Fabra, por lo que se trata de
un grupo que cuenta con antecedentes de trabajo en comun. Ademas, este equipo
desarrolla sus actividades en un mismo espacio fisico lo que incrementa las
posibilidades de interaccién para aportar sus distintas experiencias al desarrollo
del proyecto. El Dr. Fernando Ibafiez se ha especializado y posee vasta
experiencia en la fijacién biolégica del nitrégeno en mani y en los mecanismos
moleculares que median la interaccion mani-Bradyrhizobium sp. SEMIA6144. En
la actualidad, dirige, junto a la co- direccién de la Dra. Tonelli, la tesis doctoral del
Lic. Johan Stiben Rodriguez-Melo que aborda aspectos vinculados a la
interconexion de las vias de sefializacién que desencadenan las respuestas
simbiética y/o de defensa elicitadas por metabolitos microbianos en plantas de
mani. Por otra parte, la Dra. Maria Soledad Figueredo en su trabajo de tesis
doctoral estudié el efecto de la co-inoculacién del microsimbionte de mani
Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 y de la bacteria nativa inductora de resistencia
sistémica Bacillus sp. CHEP5 en sus respectivas actividades promotoras del
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crecimiento vegetal, aportando importantes conocimientos acerca de esta
compleja interaccién. En la actualidad esta iniciando estudios, en el marco de su
beca de postdoctorado, acerca de la utilizacion de bacterias nativas que poseen
diferentes propiedades promotoras del crecimiento vegetal para mitigar el efecto
de estreses bidticos y abiéticos ocurriendo simultaneamente en el cultivo de mani.
Mas recientemente, se incorporé al grupo de investigacion la estudiante de grado
de la carrera de Microbiologia Tamara Alamo, quien colaborara con el grupo en el
marco del presente plan de trabajo. Parte de los resultados obtenidos de este
proyecto constituiran su tesina de grado para alcanzar el titulo de Microbidloga.

IMPACTO PREVISTO DEL PROYECTO

i.Contribucién al avance del conocimiento cientifico (aporte original)

Es conocido que durante el desarrollo de los cultivos pueden ocurrir estreses
biéticos y abiéticos simultdneamente o sucesivamente, y, en algunos casos, uno
puede ocurrir como consecuencia del otro. A pesar de ello, los estudios tendientes
evaluar la tolerancia de la planta a una combinacion de estreses diferentes,
biéticos y/o abiéticos, son actualmente escasos. Se han realizado numerosos
esfuerzos con el fin de obtener, mediante transgénesis o métodos de seleccion
tradicionales, plantas resistentes a diferentes estreses. Sin embargo, no siempre
se evalla en estas plantas la susceptibilidad o resistencia a otros estreses para los
cuales no han sido desarrolladas. Ademas, dado que las plantas requieren
balancear eficientemente el destino de sus recursos entre el crecimiento y la
defensa, en muchos casos, esas modificaciones afectan su crecimiento y
desarrollo y, por lo tanto, la productividad de los cultivos. En este sentido, los
microorganismos benéficos del suelo y los metabolitos que secretan al medio
pueden constituir una alternativa diferente que aporte soluciones a la exposiciéon

de los cultivos a estreses combinados, disminuyendo el uso de compuestos
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quimicos para mitigar el estrés bidtico, y contribuyendo a minimizar la

contaminacion ambiental.

ii. Contribucion a la formacién de recursos humanos (becarios, tesistas,
alumnos, etc

El grupo de investigadores (Dra, Maria Laura Tonelli, Dr. Fernando Ibafiez y Dra.
Maria Soledad Figueredo) que integra el equipo se ha especializado en distintas
lineas (todas ellas convergiendo en la interaccion mani-microorganismos) y ha
puesto a punto distintas metodologias que se aplicaran en el transcurso del
proyecto. Por su parte, con el desarrollo de este proyecto, el Lic. Rodriguez-Melo
(estudiante del doctorado en Ciencias Biolégicas de la UNRC) y la alumna de
grado Tamara Alamo (estudiante de la carrera de Microbiologia de la UNRC),
podran completar objetivos importantes para culminar con su formacion
académica. Ademas, de la destreza adquirida en el desarrollo de los
experimentos, también se pretende en esta etapa fortalecer la formacion integral
de cada uno de los integrantes del grupo incrementando la interaccién entre ellos
con el fin de que, desde las perspectivas de formacién de cada uno de ellos, se
aporte una mirada integral de la problematica a abordar en el proyecto.

iii. Contribucidn a la respuesta de las necesidades del cluster manisero.
La interaccién plantas-microorganismos beneficiosos es un area de interés para el

desarrollo de sistemas naturales que puedan promover el crecimiento de cultivos
agricolas.

El presente proyecto generara nueva informacion sobre estrategias
biotecnolégicas que puedan incrementar la tolerancia de mani al estrés biotico
producido por dos patdgenos flngicos (siendo la viruela causada por C.
personatum una de las enfermedades con mayor incidencia en las Ultimas

campafias) y a las altas temperaturas. Particularmente, la informacion que se
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genere permitira conocer el rol de PGPBs y de sus metabolitos secretados al
medio en mitigar los efectos deletéreos de dichos estreses sin afectar el proceso
de fijacion simbidtica del nitrégeno. Ello posibilitara en un futuro el desarrollo de un
bioinsumo mixto para su aplicacién a dicho cultivo.
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