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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. 89370-5; y

CONSIDERANDO:

Que dicho protocolo de trabajo se enmarca dentro del Convenio
Marco celebrado entre la Universidad Nacional de Rio Cuarto y la Fundacion 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 “Herramienta biotecnolégica para el mejoramiento del cultivo de mani
expuesto a déficit hidrico”. Para ello, la FUNDACION aportara los recursos
econdémicos 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. Stella CASTRO y coordinado
por la Dra. Ana FURLAN.

Que se cuenta con el Dictamen favorable de la Direccion de Asuntos
Juridicos Nro. 8621 de esta Universidad, obrante en foja 29.

Que, asimismo, se cuenta con los vistos favorables de la Secretaria
Econémica y de la Secretaria de Extension y Desarrollo de esta Universidad,
obrantes a Fojas 32 y 35 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 Comision 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 ARGENTINO, segun se
detalla en el ANEXO de la presente Resolucion.
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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 8 ‘j

. MAR ORESSI
b Secretaria Técnica
FCEFQyN

. MARISA ROVERA
gcapdRac. Cy txaclas Foo-Ocas y Nat.

U.N.R.C.
F.Cs.Ex.
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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 Fundacion 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 “Herramienta biotecnolégica
para el mejoramiento del cultivo de mani expuesto a déficit hidrico” 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
T T T SRS S A ASRAL RO RIS GRS I S X e

SEGUNDO: Para la realizacion del proyecto referido en el articulo primero, La
FUNDACION aportara los recursos econémicos que se detallan en el Anexo Il 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 términos fijados en el presente Protocolo de
R N PR T TS L

CUARTO: La FUNDACION podra revisar la siembra, el ntenimiento, las
mediciones, experimentaciones y toda otra tarea que se reali n los médulos,

U.N.R.C.
F.Cs.Ex.
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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 vy 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
(s N UL T —

QUINTO: Para la realizacién del Proyecto referido en el articulo primero se aprueba
el Presupuesto que se detalla en el Anexo Il del presente Protocolo de Trabajo.
Los fondos alli consignados por un total de $100.000 (Pesos cien mil) 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
PRIEICINE oo A P S W S R SRR AR R R A e s A e

SEXTO: La FUNDACION se obliga a pagar los fondos detallados en el Anexo |l del
presente Protocolo a La FACULTAD, con domicilio en Ruta 36, km 601, CP 5800,
Ciudad de Rio Cuarto, mediante cheques bancarios y/o transferencias. Los fondos
ingresaran a la Tesoreria de la UNRC a la cuenta bancaria que La FACULTAD
informe oportunamente a La FUNDACION...............coooiiiiiiiiiiiiiniiecaeaen 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 participacion de cada una de las partes. En
cualquier caso, toda publicacién 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 esta
respecto al contenido de la publicacién o 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 ingtituciones tienen

DUBONOID - i o b T S S R AR A SRR SRR

U.N.R.C.
F.Cs.Ex. ~ NN ) /
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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 BUSUIG GUIED. .. .. o ovosivvin ivs iimsiisiitinsiassinss inus s sssssaaasan sss Sons sy sssassss sriaes

NOVENO: El presente Protocolo de Trabajo podra ser rescindido de comun
acuerdo o bien por decisién 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 comunicacién fehaciente
O IChA BBCIBION.........ciiiiiivriserimrinmmosasnmonmssnsassrnsansesasesws s senvasnssssnsnssssisss

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 I

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

FUIBRREEINT: . .. <= oo mms o 6 o R B s WG 5 S ATHA AR RO £ s R K me o
DECIMO SEGUNDO: A los fines del presente Protocolo de Trabajo las partes fijan
domicilio legal los indicados en el encabezamiento del
o L= (- S R DO TP P P TV TEY

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, alos .......... T T W S o M S < de 2019.-

Ing. Agr. Ricardo DIAZ Dra. Marisa ROVERA
Presidente Decana

Fundacion Mani Argentino FCEFQyN - UNRC

UNRC. Dra. MARCELA MORESSI|
F.Cs.Ex. Sub Secretaria Técnica

B G avnies al s Ay i rs A
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ANEXO |

Fundacion Mani Argentino

Proyecto de investigacién relacionado con el sector manisero

HERRAMIENTA BIOTECNQLOGICA PARA EL MEJORAMIENTO DEL
CULTIVO DE MANI EXPUESTO A DEFICIT HIDRICO

Unidad Ejecutora
Facultad de Ciencias Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales (FCEFQyN)- Universidad

Nacional de Rio Cuarto (UNRC)

Investigador a cargo de la direccién

-Dra. Stella Castro, Profesora Extraordinaria Visitante. Facultad de Ciencias
Exactas, Fisico-Quimicas y Naturales (FCEFQyN)- Universidad Nacional de Rio
Cuarto (UNRC). DNI 11.473.669

Coordinacidén general del proyecto
-Dra. Ana Furlan, Investigadora Asistente de CONICET. Ayudante de primera

dedicacién simple. FCEFQyN- UNRC. DNI 32.000.657

Personal colaborador en el proyecto

-Dra. Eliana Bianucci, Investigadora Asistente de CONICET. Ayudante de primera
dedicacion simple. FCEFQyN- UNRC. DNI 29.581.668

-Dra. Carla Bruno, Ayudante de primera dedicacion exclusiva. Facultad de Agronomia y
Veterinaria (FAyV)- UNRC. DNI 27.322.095

-Microbidlogo Diego Perrig, INDRASA BIOTECNOLOGIA S.A. Rio Cuarto, Cérdoba,
Argentina. DNI 28.173.630

-Lic. Biotecnologia. Juan Manuel Peralta. Becario doctoral CONICET. DNI 35.928.713
-Estudiante Francisco Villa. Becario de investigacion SECyT-UNRC. DNI 39.422.374
-Estudiante Agustina Chiesa. Colaborador de Investigacién SECyT- UNRC.DNI 35.669.968
_Estudiante Noelia Fassano. Colaborador de Investigacién SECyT- UNRC. DNI37.177.498

Linea

estratégica

Tecnologia de
cultivo ]
9) Nutricién del cultivo: Inoculacién Fertilizantes, tipos, nutrientes, etc

|
|
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1. Antecedentes sobre el tema — Marcoteérico =~ i
i. Estado actual del conocimiento sobre el tema
Importancia del cultivo de mani en la provincia de Cérdoba e impacto del déficit hidrico en la
produccion
El cultivo de mani (Arachis hypogaea L.) ocupa el tercer lugar en el suministro mundial de
semillas oleaginosas (USDA Foreign Agricultural Service, 2017), y nuestro pais se
encuentra entre los principales productores y exportadores mundiales junto a China, India,
Nigeria y Estados Unidos (Ministerio de Agroindustria Argentina, 2017). A su vez, este es
uno de los cultivos de mayor impacto regional localizandose principalmente en la region
centro-sur de la provincia de Cérdoba, donde se concentra casi el 90% de la produccion
primaria nacional (Barberis y col., 2015; Bolsa de cereales de la provincia de Cdrdoba,
2017a,b; Ministerio de Agroindustria Argentina 2017). Ademas, en esta region se lleva a
cabo la totalidad del proceso industrial de los derivados del mani, con alto impacto
econdémico y social en la provincia, asi Argentina es el primer exportador mundial de
productos derivados del mani (Ministerio de Agroindustria Argentina 2018).
e En el contexto mundial de demanda de alimentos en cantidad y de mayor calidad, se
prevé que para el afio 2050 se necesita incrementar la produccién en un 50% siendo
Argentina uno de los 10 paises con la capacidad de proveerlos. Pero esto, debe hacerse en
un marco que contemple actividades agropecuarias, agroindustriales y agroalimentarias
sustentables. Asi, el desarrollo de Bioinsumos, Agricultura y Ganaderia de Precision,
Buenas Practicas agricolas, pecuarias, agroalimentarias, Conservaciéon de Suelos,
Eficiencia en el uso del agua, Fertilizacion por ambientes, surgen como alternativas
favorables para atender a este problema. Todo ello haciendo una conservaciéon de los
Recursos Genéticos, de la Biodiversidad, e implementando Bienes y Servicios
Ecosistémicos (Bragachini y col., 2016).

El déficit hidrico es una de las condiciones naturales que mas afectan la
productividad agricola en la regién centro-sur de la provincia de Cérdoba (Fernandez y
Giayetto 2017). Aun cuando el mani es considerado como un cultivo resistente y adaptable
a situaciones de sequia, para su establecimiento y produccion la precipitacion es el factor
limitante en primera instancia. La literatura cita un rango 6ptimo entre 400 y 800 mm/ciclo
de cultivo y se requiere, ademas, una buena distribucion de las mismas con un periodo
seco al final del ciclo, para favorecer la maduracion y la recoleccion de las vainas. Cada
etapa fenoldgica del mani requiere un adecuado suministro de agua, dentro de las cuales
se destaca la floracion, durante la cual los déficits de agua, provocan la caida de las flores
o bien pueden obstaculizar la polinizacién (Doorenbos y col., 1979). Estudios realizados en
Senegal, Israel y el Congo revelan que para el periodo de floracién (entre el dia 50 y el 90),
los requerimientos de agua diaria son mayores que para las fases anteriores. Ademas, la
etapa de formacion de la vaina es muy exigente (Guillier 1970). Déficits de agua durante
este periodo reducen el peso de las vainas y el contenido de aceite (Guillier y Silvestre
1970) y, la maduracion del grano se caracteriza por reducir sus exigencias hidricas. De
hecho, es recomendable que el final del ciclo (15 dias antes de la cosecha) coincida con un
periodo seco o de disminucién de lluvias, que pueda permitir una buena madurez logrando
que la humedad del grano se reduzca a un 12 o 10% (Agroclimatologia del Mani).

En la provincia de Cérdoba, los episodios de sequia ocurren en los meses de enero
y febrero, en coincidencia con el desarrollo reproductivo del mani y se caracterizan por ser
de duracién variable (10 a 20 dias) y, por una disminucién progresiva del contenido de agua
atii del suelo en el perfil enraizado, pudiendo llegar hasta su copsumo total
Aproximadamente, a la mitad de un periodo de sequia de 15 o 20 dias de[duracion, las
hojas y tallos pierden la condicién de turgencia durante el dia, aunque p7r chcyhef eso0s
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sintomas desaparecen. Sin embargo, hacia el final de cada periodo de déficit hidrico,
cuando la intensidad se hace maxima, las plantas no se recuperan durante la noche
(Cerioni, 2003; Angelini y col., 2017). En respuesta a éste, algunas de las modificaciones
morfofisiolégicas y bioquimicas que se producen en la planta son: disminucion del
contenido relativo de agua, la tasa fotosintética y el crecimiento; acumulacién de osmolitos
compatibles como prolina y disminucién de la FBN (Furlan y col., 2012, 2017a) con
impactos en el rendimiento del cultivo (Cerioni, 2003). Asi, en la Gltima campafa el sector
productivo sufrié las consecuencias de la mayor sequia en 50 afios que, sumada al exceso
de humedad del otofio, provocé un desplome en el rendimiento de la cosecha de alrededor
de un 40 % en caja y 48 % en grano (Agrovoz, 2018).

Fijacién biolégica del nitrégeno y tecnologia de la inoculacién en mani

El mani es una planta leguminosa que tiene capacidad para fijar el nitrégeno (N) del aire a

través de bacterias que forman nédulos en sus raices. La ausencia de bacterias

especificas, la sequia, el anegamiento o el encostramiento que limite la aireacion del suelo,
~. perjudican la efectividad en la fijacion del N. Las bacterias capaces de infectar y nodular las
raices de la planta de mani han sido clasificadas como Bradyrhizobium sp., no habiéndose
aun definido las especies. De acuerdo a los datos oficiales de MAGyP (2011), la zona de
produccién de mani se extendié a San Luis y La Pampa, con algunas siembras marginales
en Salta, Jujuy y Santa Fe (Bongiovanni y col., 2012). Es por esto, que en los lotes donde
nunca se ha sembrado mani previamente o donde hace muchos afios que no se cultiva, es
recomendable aplicar inoculantes que favorezcan la nodulacién y la consecuente fijacion de
N (Bongiovanni, 2012). Teniendo en cuenta este aspecto es que la industria de los
inoculantes invierte en el desarrollo de productos de segunda generacion, como por
ejemplo inoculantes en base a cultivos rizobianos crecidos en medio de -cultivo
suplementados con algln inductor (Deaker y col., 2004; Napoles y col., 2011). Otro de los
aspectos en los que se trabaja en el sector privado es en el desarrollo de potenciadores de
germinacién, los cuales, por adicion de sustancias con efecto beneficioso, extienden la
persistencia de los rizobios aplicados sobre las semillas y/o benefician la nutricién
nitrogenada y el crecimiento de las plantas tratadas. No obstante, es de destacar que para
el cultivo de mani la oferta de este tipo de productos es escasa (Bionet y BP Agroservicios).
Es por ello que en este plan de trabajo se propone analizar el efecto protector de
metabolitos aplicados en semilla en interaccion con inoculantes de mani, para determinar si
son capaces de disminuir la adversidad de los efectos del déficit hidrico en las plantas de
mani.

Efectos del déficit hidrico y la rehidratacién sobre la fisiologia y bioquimica de las plantas y
rol de la prolina en la estrategia de defensa al déficit hidrico

El déficit hidrico es considerado uno de los factores abidticos mas importantes y limitantes
del crecimiento y desarrollo vegetal. En estas condiciones disminuye la fotosintesis y el
crecimiento de las plantas, se acumulan osmolitos compatibles (prolina, glicina-betaina y
azlcares) y acido abscisico (ABA), incrementa la produccién de especies reactivas de
oxigeno (EROs), se activa el sistema antioxidante y disminuye la FBN en leguminosas.
Particularmente, las EROs son productos del metabolismo aerébico normal de las células y
se encuentran en equilibrio con el sistema antioxidante. Sin embargo, cuando este
equilibrio se rompe por una disminucién de la capacidad antioxidante celular o por un
exceso en la produccion de EROs, se genera el estrés oxidativo. De esta forma se induce
dafio a moléculas biolégicas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos y en este estado de
estrés las plantas disminuyen su crecimiento por alteracion en el me lismo celular, el

o -
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cual tratandose de cultivos de interés agronémico se traduce finalmente a pérdidas de
rendimiento. En este plan de trabajo es de destacar que se considera tanto el
mantenimiento del estado hidrico de la planta y de sus funciones metabdlicas en
condiciones de estrés, como la recuperacion de las mismas cuando éste finaliza. En este
sentido, Oono y col. (2003) proponen dos pasos fundamentales en el proceso de
recuperacion posterior al déficit hidrico: a) liberacion del estrés por parte de las células y, b)
crecimiento y restitucion de la actividad fotosintética. A partir de estas consideraciones, el
proceso de rehidratacién cobra suma importancia, aunque son escasos los estudios que
analicen este aspecto.

Ante la creciente sucesion de eventos ambientales que ocasionan pérdidas en el
rendimiento de los cultivos, la comunidad cientifica y el sector productivo evalian
estrategias para contrarrestar los efectos adversos sobre los mismos. Una de estas
estrategias es la aplicacion de la técnica de priming. El priming puede definirse como una
activacion de un metabolismo “pre-germinativo” que dara como resultado una mejora en la
calidad de la semilla al aumentar el porcentaje y la tasa de germinacion, y por lo tanto
también el crecimiento de las plantulas (Chen y col., 2010). Dicha técnica también mejora
las respuestas fisiolégicas de las semillas bajo estrés ambiental y aumenta la resistencia al
estrés de las plantas en estadios avanzados (Demirkaya y col., 2006).

La prolina es un aminoacido que se acumula en respuesta a multiples condiciones
de estrés abidtico. En las plantas, se sintetiza en los cloroplastos y el citosol principalmente
a partir de glutamato por accién secuencial de las enzimas pirrolina-5-carboxilato sintetasa
(P5CS) y P5C reductasa (P5CR). El catabolismo de prolina se produce en las mitocondrias
a través de la accion secuencial de la prolina deshidrogenasa (PDH) y P5C deshidrogenasa
(P5CDH). Como via alternativa, la prolina se puede sintetizar a partir de la ornitina
(Szabados y Savouré, 2009). Diversos antecedentes muestran una regulacion del
metabolismo de la prolina por el estrés abiotico, especialmente a nivel de la transcripcion, y
se ha establecido que la acumulacién de prolina inducida por el estrés es una respuesta
adaptativa. A su vez, es de destacar que la rapida disminuciéon de los niveles de prolina
después de finalizado el estrés puede ser un factor en la reanudacion del crecimiento, el
cual también es un determinante importante de la tolerancia al estrés (Hayano-Kanashiro y
col., 2009; Verslues y Sharma, 2010). Durante mucho tiempo, se considerdé a la prolina
como un osmolito compatible responsable solamente de la proteccion de las estructuras
subcelulares y macromoléculas bajo estrés osmoético (Kavi Kishor y col., 2005).
Actualmente, se conoce que puede influir en la tolerancia al estrés en multiples formas. Asi,
se ha demostrado que la prolina funciona como una chaperona molecular capaz de
proteger la integridad de las proteinas y mejorar las actividades de diferentes enzimas,
incluidas las enzimas antioxidantes. También se le atribuye una funcién antioxidante directa
en la detoxificacion de EROs, especificamente del radical hidroxilo (-OH) (Signorelli y col.,
2014). Por otro lado, una mayor tasa de biosintesis de prolina en los cloroplastos durante el
estrés mantiene baja la relacion NADPH/NADP* contribuyendo a sostener el flujo de
electrones entre los centros fotosintéticos de excitacion, estabilizar el equilibrio redox y
reducir la foto-inhibicién y dafio del aparato fotosintético. En la recuperacién del estrés, por
ejemplo, en la condicién de rehidrataciéon, también posee un rol importante ya que, en las
mitocondrias, es fuente de potencial reductor a través de su oxidacion por actividad de PDH
y P5CDH proporcionando electrones a la cadena respiratoria para el suministro de energia
asociado a la reanudacion del crecimiento (Szabados y Savoure, 2009).

Un aspecto muy importante es que la acumulaciéon del aminofcido se correlaciona
positivamente con el nivel de tolerancia diferencial de cultivares d¢ Atriplex halimus L.,
algodén y papa (Ben Hassine y col., 2008; Parida y col., 2008; I?v ’s/y /col., 2010). Por
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esto, la aplicacion de prolina exégena para mejorar la tolerancia de las plantas al estrés se
ha utilizado exitosamente en varias especies (Ashraf y Foolad, 2007, Hayat y col., 2012,
Ardabili y col., 2013). Sin embargo, hay que tener en cuenta que la informacién disponible
de diferentes estudios sugiere que las concentraciones optimas de prolina pueden ser
especie o genotipo- dependientes, ya que concentraciones elevadas pueden tener efectos
téxicos en las plantas (Ashraf y Foolad, 2007). Otra de las estrategias usadas para
aumentar la tolerancia al déficit hidrico es la alteracién de las vias metabdlicas que llevan a
la sintesis de prolina, o de sus precursores, la cual ha confirmado el papel esencial de esta
molécula en la respuesta de las plantas al estrés (Verslues y Sharma, 2010). En base a los
antecedentes, el uso de cultivares de mani con niveles de tolerancia diferencial al déficit
hidrico, la correlacién con los niveles endégenos de prolina y la aplicacion de prolina
exdgena permitiran poner de manifiesto el rol del aminoacido en la estrategia de defensa de
las plantas en un cultivo de importancia regional.

ii. Estado de desarrollo alcanzado por el grupo en el tema.
- Nuestro grupo de investigacién se encuentra abocado al estudio de los microorganismos de
suelo y su interaccién con leguminosas frente a diferentes condiciones de estreses
ambientales (acidez, salinidad, sequia y metales pesados/metaloides). En particular, en
todos estos estreses abiticos se ha estudiado la participacion del sistema antioxidante
como estrategia de defensa de las plantas y microorganismos a la condiciéon adversa. En
una de las lineas de investigacion se estudio el estrés producido por la acidez considerando
que los valores de pH del suelo de la regién manisera presentan una tendencia a la
acidificacion. Los estudios realizados mostraron que la inoculacion de raices de mani con la
cepa Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 (inoculante recomendado para mani) mejoro el
crecimiento de las plantas en suelos de acidez moderada (pH 5,5). En base a estos
resultados se resaltd la contribucién de la FBN para el mantenimiento del metabolismo
nitrogenado de la planta bajo las condiciones de estreés ambiental producido por la acidez
del suelo (Terzo y col., 2005). El efecto del estrés por acidez sobre la asimilacion de
amonio en Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 mostré un incremento de las enzimas
GS/GOGAT favoreciendo la sintesis del aminoacido glutamato como una estrategia de
adaptacion del microsimbionte al pH &cido (Natera y col., 20086). Bajo estas condiciones de
pH bajo, se demostré que el glutation (GSH) juega un rol importante en la respuesta al
estrés en Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 (simbionte de mani) (Ponsone y col., 2004). Con
el proposito de determinar el rol de GSH en esta cepa se obtuvo una mutante defectiva en
la sintesis de GSH (Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144-S7Z) por disrupcion del gen gshA que
codifica para la enzima Y-glutamilcisteina sintetasa (Y-EC). Esta mutante fue incapaz de
crecer bajo diferentes condiciones de estrés (acidez, salino y oxidativo) asi como en
presencia del compuesto electrofilico metilglioxal. Los ensayos de interaccion simbidtica
mani-rizobio, demostraron que esta mutante presenté un comportamiento simbidtico similar
a la cepa salvaje (Sobrevals y col., 2006; Bianucci y col., 2008a). Con el objeto de
investigar el rol del GSH de la planta en la asociacién simbidtica se uso el compuesto L-
Butionina sulfoximina (BSO), un inhibidor especifico de la enzima Y-EC en plantas. Los
resultados obtenidos mostraron una reduccion en el nimero y en el peso de nédulos en las
raices de mani inoculadas con las cepas salvaje y mutante de Bradyrhizobium indicando
que el GSH de la planta es esencial en el proceso de nodulacién (Bianucci y col., 2008b). El
analisis del efecto del metal pesado cadmio sobre la planta revel6 que la inoculacion del
mani con cepas tolerantes resulta en un mejor establecimiento simp ptico (Bianucci y col.,
2013).
En los Gltimos afios, la investigacion se enfocé a conocer los efe
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sobre la asociacion simbidtica mani-rizobios. Asi, se demostré la participacion del sistema
de defensa antioxidante como una estrategia de defensa en la asociacién simbidtica de
mani-Bradyrhizobium sp. Los resultados revelaron que la acumulacién de acido abscisico
(ABA) inducida por déficit hidrico aumenté la producciéon de especies reactivas de oxigeno
(EROs) (Furlan y col. 2013). Aunque mecanismos independientes de ABA también
contribuyeron al aumento de la producciéon de EROs y la fotosintesis se vio afectada
negativamente. Ademas, las plantas mostraron dafio oxidativo en la parte aérea y un
aumento de la relacién raiz/parte aérea (Furlan y col. 2012). En la condicion de estrés, se
indujo la actividad del sistema antioxidante, pero no fue suficiente para evitar el dafio
oxidativo; sin embargo, podria explicar la rapida disminucién de EROs, la ausencia de dafio
oxidativo y la restauracion en la fotosintesis durante la rehidratacion (Furlan y col. 2016). En
los nédulos, el déficit hidrico indujo la acumulacion de EROs y el estrés oxidativo. Ademas,
la FBN se redujo, lo que result6é en una disminucién en el contenido de nitrégeno por planta.
También, en este 6rgano, se indujo la expresion y la actividad del sistema de defensa
antioxidante durante el periodo de estrés y se restauré el metabolismo normal en un corto
-~ periodo de rehidratacion. Adicionalmente, la actividad de la nitrogenasa, esencial para el
proceso de FBN, se recuper6 parcialmente a las 72 h post-rehidratacion, demostrando que
los nédulos eran todavia efectivos (Furlan y col. 2014). Nuestros resultados demostraron
que en nddulos de mani las EROs se acumularon y la FBN disminuyé, en coincidencia con
uno de los mecanismos de inhibicién de la actividad de la enzima nitrogenasa descriptos.
Sin embargo, la respuesta del metabolismo de C y N (mecanismos propuestos como
responsables de cambios en la actividad de la enzima nitrogenasa) en el déficit hidrico y
posterior rehidratacién no habia sido analizada. Los resultados revelaron que en los
nddulos del cultivar Granoleico el metabolismo de las amidas se vio gravemente afectado,
de acuerdo al bajo contenido de asparagina y glutamina en la condicién de estrés. El menor
contenido de estos compuestos nitrogenados se asocié con la disminucién de FBN, la baja
actividad de la nitrogenasa y el bajo contenido de leghemoglobina en el cultivar Granoleico
(Furlan y col., 2014). Este cultivar no fue capaz de restablecer un metabolismo similar a las
plantas regadas a capacidad de campo en respuesta a la rehidratacion. Asi, algunos
metabolitos alcanzaron niveles mas altos que los de las plantas control mientras que los
niveles de transcriptos y actividades especificas de las enzimas sacarosa sintasa y
glutamina sintetasa se mantuvieron por debajo de los valores de las plantas control. Por
otro lado, los nédulos del cultivar tolerante EC-98 acumularon trehalosa, prolina y GABA,
que son metabolitos con funciones conocidas en la proteccion contra el déficit hidrico. Esta
notable respuesta, combinada con la restauraciéon completa tras la rehidratacion, junto con
cambios sutiles en los niveles de los metabolitos frente al déficit hidrico en los nédulos, se
propusieron como rasgos que contribuyen a la eficiente FBN en condiciones de déficit
hidrico en el cultivar de mani tolerante EC-98 (Furlan y col., 2017a). Los ultimos resultados
del grupo de investigacion mostraron que el cultivar tolerante, EC-98, no mostrd
alteraciones en el crecimiento y la nodulacién aun cuando tuvo un menor contenido relativo
de agua, menor fotosintesis y mostré evidencias de estrés oxidativo. Dadas estas
diferencias se propone que el cultivar EC-98 posee una respuesta metabolica distintiva que
subyace a la menor sensibilidad al déficit hidrico mostrada. Uno de los metabolitos que
podria participar en esta respuesta es el aminoéacido prolina que tuvo un nivel endoégeno
mayor en este cultivar y que posee funcién antioxidante en las glantas de mani (Furlan y

col., 2017b).
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i. Hipotesis de trabajo.

Los antecedentes del grupo de investigacion, que desde hgce anos se encpentra
trabajando en la interaccion planta-microrganismo expuesta a d? ntes estreses abidticos
/

O



Vhioosidicd Nicimod o T Coorts 3 0 8 i
Socwllod o Clamoias Ewactas Fioioo-Llutonioas y Notiorates 2019 - Shoio db b Epportaciir

(acidez, salinidad, metales pesados, metaloides y sequia), han revelado que el sistema
antioxidante cumple un rol importante en la respuesta de las plantas al estrés. En busca de
nuevos metabolitos que puedan ser aplicados a la asociacion simbiética y que mejoren la
tolerancia al estrés, la utilizacién de prolina resulta atractiva por ser un aminoacido que se
acumula en condiciones de estrés abi6tico y que posee muiltiples efectos beneficiosos para
las plantas, entre los cuales se destaca su rol de molécula antioxidante. En base a todo lo
expuesto es que, en este proyecto se propone utilizar el aminoacido prolina en el
tratamiento de semillas de mani, previo a su siembra, para contribuir al balance redox
celular de las plantas expuestas a este estrés ambiental y por lo tanto al crecimiento y
rendimiento de los cultivos. Asi, nuestra hipétesis general de trabajo es:

La aplicacién de prolina en la semilla de mani optimiza el desarrollo de la leguminosa
expuesta a déficit hidrico, contribuyendo a mejorar el rendimiento de los cultivos.

ii. Objetivo general
En este plan de trabajo se analizara el efecto protector de metabolitos aplicados en semilla

~ en interaccién con inoculantes de mani, para determinar si son capaces de disminuir la
adversidad de los efectos del déficit hidrico en la leguminosa. El metabolito que se propone
estudiar en este plan de trabajo es prolina, un aminoacido que se acumula en respuesta a
multiples condiciones de estrés abidtico. Durante mucho tiempo, se lo consider6 como un
osmolito compatible inerte responsable de la proteccion de las estructuras subcelulares y
macromoléculas bajo estrés osmoético (Kavi Kishor y col., 2005) pero actualmente, se
conoce que puede influir en la tolerancia al estrés en multiples formas (Szabados vy
Savouré, 2009; Signorelli y col., 2014). Por ello, la aplicacion de prolina exégena para
mejorar la tolerancia de las plantas al estrés se ha utilizado exitosamente en varias
especies vegetales (Hayat y col., 2012). Uno de los efectos beneficiosos que se le atribuye
a la prolina es de molécula antioxidante y considerando nuestros antecedentes que indican
que el sistema antioxidante cumple un rol importante en los mecanismos de defensa de las
plantas de mani al estrés abiético (Furlan y col., 2014, 2016), en este proyecto se propone
estudiar la contribucién del aminoacido prolina (implicado en el metabolismo antioxidante
de las plantas de mani expuestas a sequia), al rendimiento de cultivares de mani con
tolerancia diferencial al estrés hidrico. Sobre esta base se plantea como objetivo general:

__ Dilucidar el impacto de la adicién de prolina sobre el crecimiento, la nodulacion y el
rendimiento de cultivares de mani con tolerancia diferencial al déficit hidrico.

iii. Objetivos especificos.
Las plantas de mani, en condiciones de estrés incrementan la produccion de EROs y
activan su sistema de defensa antioxidante (Furlan y col., 2014, 2016). Ademas, las plantas
acumulan solutos compatibles de modo de realizar el ajuste osmético de las células y evitar
la pérdida o favorecer el ingreso de agua. Entre los osmolitos que se acumulan, el
aminoacido prolina es uno de los mas importantes y en los ultimos afos se ha destacado
no solo su papel en el mantenimiento del estado hidrico celular sino su participacion como
molécula antioxidante (Szabados y Savouré, 2009). La asociacién simbiética entre las
leguminosas Yy las bacterias fijadoras de nitrégeno constituye una alternativa ecoamigable
frente al uso de fertilizantes nitrogenados contribuyendo al desarrollo de una agricultura
sustentable. Es por esto que se han dedicado muchos esfuerzos a la fabricacion de
inoculantes en base a microrganismos crecidos en medios de cultivo conteniendo alguna
sustancia inductora o el desarrollo de potenciadores de la germinacion, es decir, productos
que aplicados a las semillas beneficien la nutricion nitrogenada y el crecimiento de las
plantulas (Deaker y col., 2004; Napoles y col., 2011). No obstan /es de destacar que para
’ / W
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el cultivo de mani la oferta de este tipo de productos es escasa (Bionet y BP Agroservicios).
Particularmente, en este plan de trabajo se propone evaluar el efecto protector de prolina
aplicado en semilla en interaccion con inoculantes de mani en plantas expuestas a déficit
hidrico y posterior rehidratacion. La seleccion de este aminoacido se fundamenta en que la
aplicacion de prolina exdgena se ha utilizado exitosamente en varias especies vegetales
para mejorar la tolerancia de las plantas al estrés (Ashraf y Foolad, 2007; Hayat y col.,
2012; Ardabili y col., 2013) y que, resultados previos de nuestro grupo de investigacion
sugieren fuertemente que existe una asociacién entre la tolerancia de los cultivares y la
acumulacion del aminoacido, y que dicho aminoacido es un compuesto antioxidante en las
plantas de mani. Asi, se proponen los siguientes objetivos especificos:

1. Estudiar el efecto de la aplicacién de prolina en semillas de mani sobre el
crecimiento de plantas en interaccién con Bradyrhizobium sp. en condiciones
de déficit hidrico y posterior rehidratacion.

2. Evaluar el rendimiento de cultivos de mani provenientes de semillas tratadas
= con prolina e inoculantes en ensayos a campo.

<% activ TS me s R I R
i. Metodologia.

En todos los ensayos se utilizaran como inoculantes las cepas simbiontes fijadoras de
nitrégeno recomendadas para el cultivo. La metodologia de investigacion a ser utilizada
para comprobar la hipétesis comprende: el uso de plantas de mani con diferentes niveles
de tolerancia al déficit hidrico para evaluar si la aplicaciéon exégena de prolina promueve el
desarrollo de la leguminosa frente a la condicién adversa de crecimiento. En la planta, se
determinara el efecto protector del agregado de prolina en la semilla en plantas expuestas a
un ciclo de déficit hidrico-rehidratacion evaluando variables de crecimiento y nodulacion
para luego determinar el impacto de la aplicacion del aminoacido en ensayos a campo. El
plan de trabajo propuesto se apoya en desarrollos anteriores de nuestro grupo, cuya
metodologia se encuentra puesta a punto y ha sido utilizada de manera exitosa en todos
los trabajos mencionados previamente.
Cultivares de mani: se emplearan el cultivar comercial de referencia GRANOLEICO, de
— amplio uso en la zona manisera de Cérdoba y el cultivar EC-98, tolerante al déficit hidrico,
obtenidos por el Programa de Mejoramiento del Criadero “El Carmen” (General Cabrera,
Cérdoba).
Cepas de Bradyrhizobium sp.: se usaran los bradirizobios recomendados como
inoculantes para mani SEMIA6144 (Microbiological Resource Center, MIRCEN, Porto
Alegre, Brasil) y C-145 (INTA-Castelar).
Para la preparacién de las cepas de Bradyrhizobium sp. como inoculantes se utilizara el
medio de cultivo YEM (extracto de levadura-manitol) segun la técnica de Vincent (1970) y
se determinara el nimero de células viables utilizando la técnica de la microgota
(Somasegaran y Hoben, 1994).
Ensayo de interacciéon mani-Bradyrhizobium sp.: las semillas de mani se desinfectaran
segun la técnica de Vincent (1970) y seran inoculadas con la cepa de Bradyrhizobium sp.
(108 ufc/ml), luego seran transferidas a macetas conteniendo arena:perlita (2:1) estéril y se
mantendran en camara de cultivo con condiciones controladas (intensidad de la luz: 200
mmol m2 s, 16 hs dia/8 hs noche, 28°C y humedad relativa del 50%). Las macetas seran
regadas dos veces por semana alternando con agua estéril y con la solucién nutritiva de
Hoagland libre de nitrégeno (Hoagland y Arnon, 1950). El periodo/de cultivo llegara hasta la
etapa fenolégica R1 (floracién, aproximadamente 40 dias), de a frdo a la clave fenolégica
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del mani descripta por Boote (1992), y el tratamiento de déficit hidrico consistira en la
suspension del riego cuando la simbiosis esté establecida, es decir, los nédulos visibles y
formados. Al cabo de ese tiempo, las macetas se distribuiran al azar en tres grupos:
Control: se continuara con el riego normal.
Déficit hidrico: se suspendera el riego hasta alcanzar sintomas de marchitez.
Rehidratacion: se reiniciara el riego en plantas sometidas al tratamiento de déficit
hidrico para su recuperacion.
Para establecer el estado hidrico de las plantas se analizara el potencial agua, Wa
(Scholander y col., 1964) durante el crecimiento. Ademas, se determinara la conductancia
estomatica mediante un porémetro de hoja (Decagon Devices). Una vez establecida la
condicién hidrica de las plantas, las mismas seran cosechadas al final del periodo de estrés
y de rehidratacién con sus respectivos controles para realizar los objetivos especificos
planteados.
Plan de trabajo para el alcance del objetivo especifico 1: Estudiar el efecto de la
aplicaciéon de prolina en semillas de mani sobre el crecimiento de plantas en
~ interacciéon con Bradyrhizobium sp. en condiciones de déficit hidrico y posterior
rehidratacion.
Para estudiar el efecto de la imbibicion de las semillas con prolina y su rol en la tolerancia
de las plantas de mani expuestas a un ciclo de déficit hidrico-rehidratacién se procedera de
la siguiente manera:
Para la preparacion de las cepas de Bradyrhizobium sp. como inoculantes se utilizara el
medio de cultivo YEM (extracto de levadura-manitol) segun la técnica de Vincent (1970) y
se probara la adicién de diferentes concentraciones de prolina (Pro) al medio de cultivo (0-
50 mM). Se determinara el nimero de células viables en cultivos en fase exponencial (96
hs) utilizando la técnica de la microgota (Somasegaran y Hoben, 1994). Las semillas seran
embebidas con el inoculante conteniendo las diferentes dosis de prolina, se secaran por 10
minutos y se colocaran en placas de Petri con algodén y papel de filtro humedecido con
agua destilada en esterilidad. Las semillas se incubaran a 28°C durante 72 hs en la
oscuridad y se determinara el efecto de la prolina sobre la germinacién, la longitud y el peso
de las plantulas de mani. Se considerara que ha ocurrido la germinaciéon cuando emerja la
radicula. Con este ensayo se pretende determinar la concentracion optima para el
. crecimiento y la germinacion de las semillas teniendo en cuenta que niveles elevados del
aminoacido pueden tener un efecto téxico.
Una vez seleccionada la concentracién de prolina aplicada en el inoculante para semillas,
se realizara el ensayo de crecimiento de las plantas de acuerdo a lo descripto en el
apartado “Ensayo de interaccién mani- Bradyrhizobium sp.”. Las plantas seran cosechadas
al final del periodo de déficit hidrico y de rehidratacion con sus respectivos controles. Las
muestras (nédulos, raices y parte area) se conservaran a -80°C hasta su uso. En cada uno
de los muestreos se realizaran las determinaciones para evaluar el crecimiento y
nodulacién de acuerdo a las siguientes técnicas:
a) Contenido de clorofila: se realizara mediante la utilizaciéon de un medidor de clorofila.
b) Crecimiento y nodulacién: se determinara el peso seco de raiz, nédulos y parte aérea por
secado de las muestras en estufa a 70°C hasta peso constante. Se contara el nimero de
nbédulos por planta.
c) Fijacién biolégica del nitrégeno: Se determinara el contenido de nitrégeno total en la parte
area por el método de Kjeldahl modificado (Nelson y Sommers, 1973). El porcentaje de
nitrogeno derivado de la atmésfera (%NDA) se calculara segin Shearer y Kohl (1986)
basado a la composicién isotépica de nitrégeno &'°N (Mortimer y col/ 2008, 2009), dichas
determinaciones se realizaran en la Universidad de Stellenbosch (Su ?ica).
' g
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d) Concentracion de prolina: Se realizara siguiendo el método de Bates y col. (1973) que
consiste en la determinacién colorimétrica del aminoacido después de la reaccién con
ninhidrina acida en tolueno. La curva de calibracién se realizara usando L-prolina 1mM
(Sigma).

Plan de trabajo para el alcance del objetivo especifico 2: Evaluar el rendimiento de
cultivos de mani provenientes de semillas tratadas con prolina e inoculantes en
ensayos a campo.
Los ensayos se realizaran en condiciones de secano en sitios con distintas condiciones
edafoclimaticas, localizados al oeste de la provincia de Cérdoba. En esta region los suelos
tienen baja capacidad de almacenamiento de agua, por lo que son vulnerables a la
ocurrencia de episodios de déficit hidrico. La siembra se realizara en forma manual a
principios de noviembre con una densidad de 14 semillas m™' en hileras separadas a 0,70
m entre si y una profundidad de 3 a 4 cm. Se realizaran controles sanitarios con el fin de
reducir el efecto adverso de malezas, plagas y enfermedades. El disefio experimental

~ utilizado sera de bloques completos aleatorios, siendo los factores: el cultivar (Granoleico y
EC-98); el tratamiento con prolina (con y sin prolina) y las cepas recomendadas para mani
(Bradyrhizobium sp. SEMIA 6144 o Bradyrhizobium sp. C-145). Se realizaran
determinaciones en la etapa fenolégica R1 y en la cosecha (R8). Durante el ciclo del cultivo
se llevara un registro diario de variables meteorolégicas (temperatura, precipitaciones y
evapotranspiracion) a través de las Estaciones Agrometeorolégicas instaladas mas cerca
de las areas experimentales. Previo a la siembra se tomaran submuestras de suelo de los
primeros 20 cm de profundidad utilizando transectas para analizar las propiedades fisico-
quimicas del suelo midiendo los siguientes parametros: pH (1:2,5 suelo/agua); Materia
orgéanica; Calcio intercambiable; Fosforo; N-NOs" y Bases-CIC. También se determinara el
nGimero de rizobios por gramo de suelo mediante la técnica del Nimero Mas Probable.
Las plantas obtenidas en la etapa fenolégica R1 (floracién, aproximadamente 40 dias
después de la siembra (DDS)) se usaran para determinar variables de crecimiento y fijacion
de nitrégeno en los cultivares de mani:
a) Contenido de clorofila: se realizara mediante la utilizacion de un medidor de clorofila
durante el ciclo del cultivo.

__ b)Peso seco de raiz y de parte aérea: las muestras seran secadas en estufa a 70 °C hasta

peso constante.
¢) Nimero y peso seco de nédulos: los nédulos se secaran en estufa a 70 °C hasta peso
constante.

d) Contenido de nitrégeno: se determinara en la parte area por el método de Kjeldahl
modificado (Nelson y Sommers, 1973).
En la etapa fenolégica R8 (madurez de arrancado) se realizaran cosechas de plantas por
tratamiento y repeticion (muestras de 1,43 m de surco). Sobre ellas se evaluara el
rendimiento final del cultivo y sus componentes numéricos principales: numero de frutos
maduros y granos y peso individual de los mismos. También se evaluara produccion de
materia seca por superficie y particién de biomasa (indice de cosecha). Y calidad comercial
de mani; porcentaje de mani apto para seleccion tipo confiteria, relacion grano/caja y
categorias granomeétricas.

Analisis estadistico

Los experimentos se llevaran a cabo en un disefio completamente al azar y seran repetidos
tres veces. Los datos se analizaran usando ANOVA y prueba de Durnfcan a P < 0,05. Antes
de la prueba de significancia, se verificaran la normalidad y ho(n}ggeneidad de varianza
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utilizando las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Si alguno de los
supuestos no se cumple, los datos se transformaran usando funciones apropiadas.

ii. Plan y cronograma de actividades.

Mese

Actividades

Evaluacion de la
germinaciéon de semillas de

mani de cultivares con
tolerancia diferencial al
déficit tratados con
diferentes

dosis de prolina-

Ensayo de interaccién
mani- Bradyrhizobium sp.
con semillas tratadas con
prolina y expuestas a un
ciclo de déficit hidrico y
rehidratacion.

Ensayos a campo

Analisis estadistico y
difusion de los resultados

iii. Justificacion de recursos humanos necesarios (justificacion de la conformacion
del equipo de investigacion; grupo responsable y grupo colaborador, etc.)

La investigadora a cargo de la direccién es la Dra. Stella Castro y la coordinadora del
proyecto es la Dra. Ana Furlan. Como grupo colaborador se encuentran la Dra. Eliana
Bianucci, la Dra. Carla Bruno, el Microbiélogo Diego Perrig, el Lic. en Biotecnologia, Juan
Manuel Peralta y los estudiantes de las carreras de Microbiologia, Francisco Villa y
Agustina Chiesa y la estudiante de Ingenieria Agronémica, Noelia Fassano, los cuales se
encuentran realizando su trabajo final como becario y colaboradores de investigacion de
SECyT-UNRC. EIl grupo posee una amplia experticia en el estudio de las interacciones
leguminosa-rizobios a diferentes estreses ambientales. En particular, la Dra. Furlan en el
impacto del déficit hidrico en la interaccién mani- Bradyrhizobium sp. Asi, el alcance del
objetivo 1 sera llevado a cabo por la Dra. Ana Furlan con la colaboracién del estudiante
Francisco Villa, Becario de Grado en el tema “Rol de prolina en el metabolismo redox de los
microsimbiontes de mani en condiciones de estreses abibticos”. También participaran en la
realizacion de los ensayos en invernaculo la Dra. Bianucci, el Lic. Peralta y la estudiante
Agustina Chiesa. El objetivo 2 sera llevado a cabo por la Dra. Bruno, docente de la catedra
de Microbiologia Agricola de la Facultad de Agronomia y Veterinaria de la UNRC con la
colaboracion de la estudiante Noelia Fassano. El Microbidlogo Diego Perrig, que
actualmente se desempefia en el sector privado, posee amplia trayectpria en el estudio de
la formulacién de inoculantes para leguminosas, y contribuira al desargollp de la formulacion

f a A
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del inoculante con el agregado del aminoacido en la semilla. Todas las actividades seran
supervisadas por la Dra. Stella Castro quien aportara toda su experiencia en bioquimica,
fisiologia vegetal e interacciones leguminosas-rizobios. La coordinadora y el grupo de
investigadores ejecutaran todas las actividades propuestas con una dedicacion de 20 hs
semanales mientras que los estudiantes dedicaran 8 hs semanales.

jimpacto previstodelproyecto 15 iE L L0 L@ ELED

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

E| déficit hidrico es una de las limitaciones ambientales mas grandes de la productividad de
los cultivos agricolas. En este sentido es que el estudio de la respuesta de las plantas al
estrés resulta fundamental de modo de aumentar la produccién en zonas afectadas o
extender la frontera a zonas no aprovechadas en la actualidad. En estas condiciones, una
de las respuestas de las plantas es la acumulacion de solutos compatibles, dentro de los
cuales la prolina es de los méas importantes. Asi, la acumulacion del aminoacido se
correlaciona positivamente con el nivel de tolerancia al estrés de diferentes cultivares en
especies tales como Atriplex halimus L., algodén y papa (Ben Hassine y col., 2008; Parida y
col., 2008: Evers y col., 2010). Es por ello que, la aplicacion de prolina exégena para
mejorar la tolerancia de las plantas al estrés se ha utilizado exitosamente en varias
especies (Ashraf y Foolad, 2007, Hayat y col., 2012, Ardabili y col., 2013), no habiéndose
estudiado esta estrategia en las plantas de mani. La originalidad de la propuesta también
radica en la obtencién de formulaciones de inoculantes con componentes osmoprotectores
que induzcan en la planta la activacién de un metabolismo pre-germinativo que contribuya a
incrementar el vigor inicial de la semilla, un mejor desarrollo del cultivo y la tolerancia a
episodios de déficit hidrico. Asi en este trabajo se plantea el uso de cultivares de mani con
niveles de tolerancia diferencial al déficit hidrico y la aplicacién de prolina exégena que
permitiran poner de manifiesto el rol del aminoacido en la estrategia de defensa de las
plantas en un cultivo de importancia regional.

ii. Contribucién a la formacién de recursos humanos (becarios, tesistas, alumnos,
etc). Identificar los recursos humanos en proceso de formacion, de grado o de
posgrado.
~ Este proyecto redundara en el desarrollo de nuevas capacidades institucionales en nuestra
universidad. El mismo sera llevado a cabo por la Dra. Ana Furlan, Investigadora Asistente
de CONICET y Docente (Ayudante de Primera, dedicacion simple) en la Facultad de
Ciencias Exactas de la UNRC, quien ademés de realizar las actividades detalladas en el
plan, colaborara en el disefio y la realizacién de los experimentos incluidos en el proyecto,
dada su experticia en el tema de déficit hidrico en mani. Ademas, cuenta con la
colaboracién de la Dra. Eliana Bianucci, Investigadora Asistente de CONICET, y Docente
(Ayudante de Primera, dedicacién simple) en la Facultad de Ciencias Exactas de la UNRC
quien posee una vasta trayectoria en el estudio de la interaccion mani-rizobios expuestos a
condiciones ambientales adversas. La Dra. Carla Bruno, Ingeniera Agronoma Docente de la
Facultad de Agronomia y Veterinaria de la UNRC en la catedra de Microbiologia Agricola
es un eslabén fundamental para el desarrollo del presente proyecto dada su formacion
académica de grado y posgrado para llevar a cabo los ensayos a campo. El grupo
colaborador esta integrado por un Microbidlogo, Diego Perrig, que actualmente se
desempeiia en el sector privado, con amplia trayectoria en el estudio de la formulacion de
inoculantes para leguminosas. Asi, contribuira al desarrollo de la formulaciéon del inoculante
con el agregado del aminoacido en la semilla. También integran;el grupo colaborador un
Becario Doctoral de CONICET, inscripto en el Doctorado en 5}encias Biologicas de la
B 1ac
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UNRC, dos estudiantes avanzados de la carrera de Microbiologia y una estudiante
avanzada de la carrera de Ingenieria Agrondémica, todos Becarios de Investigacion de
SECYT-UNRC en temas relacionados al del presente proyecto. La participacion del grupo
colaborador en el desarrollo de las actividades propuestas contribuird a su formacion
académica de posgrado y grado, respectivamente. La Dra. Stella Castro aportara todos sus
conocimientos adquiridos en su amplia experiencia de los estudios de bioquimica, fisiologia
vegetal e interacciones leguminosa-rizobio. Esta propuesta esta disefiada de modo que se
dispone de la infraestructura necesaria para llevar a cabo los ensayos, aprovechando y
optimizando los recursos previamente disponibles. Ademas, el otorgamiento del subsidio
permitira adquirir los insumos para llevar a cabo el plan presentado y la compra de un
medidor de clorofila resulta indispensable para evaluar el estado nutricional nitrogenado del
cultivo. También se prevé la difusion de los resultados a través de publicaciones en
congresos y revistas cientificas internacionales con referato, entre otros.

iii. Contribucién a la respuesta de las necesidades del clister manisero.
El déficit hidrico es uno de los factores ambientales mas importantes que afectan la
productividad y calidad del cultivo de mani. Aun cuando se siembran mas hectareas, estas
restricciones hidricas afectan el rendimiento del cultivo poniendo de manifiesto la gravedad
de la situacién para la economia regional. El impacto negativo de las mermas en el
rendimiento del cultivo cobra importancia considerando que mas del 90% de la produccion
nacional se concentra en la provincia de Cérdoba. Esta actividad genera mas de 10.000
puestos de trabajo directo en 30 localidades del centro-sur de la provincia. A su vez, el
mercado de mani en Argentina se caracteriza por estar destinado en un 90% a la
exportacion, principalmente a Europa, donde goza de una muy buena posicion respecto a
sus competidores. Es asi que nuestro pais esta posicionado como el primer exportador y
séptimo productor mundial. EI mani establece asociaciones simbiéticas con bacterias
fijadoras de nitrégeno constituyendo una alternativa sustentable frente a la utilizacion de
agroquimicos. Es por esto que la industria de los inoculantes es otra de las actividades
econémicas relacionadas al cultivo de mani que reviste importancia para la economia
regional. En los Ultimos afios se trabaja en el desarrolio de inoculantes preparados a base
de indculos crecidos en medios de cultivo inducidos, los cuales no sélo aumentan la
_ nodulacién y FBN, sino que también ayudan en condiciones de déficit hidrico. Ademas,
existen en el mercado potenciadores de germinacion que extienden la persistencia de los
rizobios aplicados sobre las semillas, benefician la nutricion nitrogenada y el crecimiento de
las plantas tratadas por adicion de hormonas o sustancias con efecto hormonal, enzimas,
vitaminas o microelementos. No obstante, es de destacar que estos productos se han
desarrollado principalmente para soja, mientras que para el cultivo de mani la oferta es
escasa. Es por ello, que en este plan de trabajo se analizara el efecto protector del
metabolito prolina aplicado en semilla en interaccion con inoculantes de mani, para
determinar si son capaces de disminuir la adversidad de los efectos del déficit hidrico en las
plantas de mani. El alcance de este objetivo impactaria positivamente en la economia
regional tanto por contribuir al desarrollo de una agricultura sustentable como por la
posibilidad de una transferencia de los resultados a empresas.

Dre\ MARCELA MORESSI = .
Sub’Secretaria Técnica =
( a. MJRISA ROVERA
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