CONVENIO DE COOPERACION CIENTIFICAENTRE
EL INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA AGROPECUARIAY LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

Entre LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA, en
adelante “LA FACULTAD”, con domicilio legal en la calle Haya de la Torre y Medina Allende de la
Ciudad de Cérdoba, representado en este acto por el Decano Marcelo Mariscal, DNI.: 24627114 por
una parte y el INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA AGROPECUARIA, en adelante “EL INTA”
con domiciliolegal en calle Rivadavia 1439, de |la ciudad de Buenos Aires, representado en este acto
por el Presidente del Consejo Directivo Ing. Mariano Garmendia, por la otra, acuerdan suscribir el
presente Convenio de Cooperacién Cientifica que quedara sujeto a las siguientes clausulas

FINALIDAD DEL CONVENIO.

plagas y microorganismos de nanoemulsiones de Ramnolipidos conteniendo aceites esenciales
aplicadas sobre cultivos de interés agroindustrial” de acuerdo con el Proyecto de Trabajo y Cronograma
de Actividades presentados en el Anexo .

COMITE COORDINADOR

SEGUNDA: A los efectos del logro de los fines propuestos, se crea un Comité Coordinador integrado
por un miembrotitulary uno suplente porcadauna de las partes, el que debera constituirse dentro
de los quince (15) dias de la firma del convenio. Las partes podran reemplazar sus representantes
cuando asi lo consideren conveniente, con obligacién de comunicar por escrito en forma inmediata a
la otra parte, los reemplazantes designados.

TERCERA: El Comité Coordinador tendra las siguientes atribuciones y funciones: a) Preparar el
Programa Anual de Actividades, el correspondiente presupuesto anual de gastosy el flujo de fondos
para su ejecucion. b) Modificar el Programa Anual de Actividades y su correspondiente presupuesto
en cualquiermomento de sudesarrollo, cuando através del seguimiento se compruebe lanecesidad
de hacerlo para el logro de los objetivos delconvenio. c) Proceder al seguimiento de los trabajos
afectados al convenio y establecer el grado de avance del Proyecto. d) Tratar todas las
formulaciones, propuestas y/o recomendaciones que surjan de las partes contractuales, referente al
Proyecto conjunto y que no estén comprendidas en el detalle de funciones. e) Resguardar la
confidencialidad de lainformacién cuando lamismatenga este caracter. f) Aprobar las publicaciones
y/o documentos producidos. g) Lo tratado y resuelto en las reuniones ordinarias y extraordinarias
sera consignado en actas las que deberdn ser firmadas por los miembros titulares y suplentes
presentes de cada institucion; ademads, serdn elevadas copias a las autoridades respectivas, la
Direccion de Relaciones Institucionales del INTA y a la Prosecretaria de Valorizaciéon del

logro de los objetivos indicados en la cldusula primera. El INTA designara como responsable del
presente convenio alaDra. NataliaG. Meneguzzi con funciones de coordinacién y responsabilidad de
la ejecucidn técnica y administrativa de las actividades correspondientes al INTA.

QUINTA: “EL INTA” se compromete a aportar los recursos econémicos y fisicos necesarios para el
logro de los objetivos indicados en la cldusula cuarta, detallados en el Anexo Il.

SEXTA: “EL INTA” se compromete a aportar el personal prgEéZSQgr%é?O(?gé%Pa%g'gg-gvgr;re-l;(%':ﬁ:]?
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especificando su responsabilidad y tiempo afectado por cada uno de ellos. EL INTA, a través del
eventuales que pudieran producirse, con laobligacién de que los mismos no afecten el objetivo del
presente convenio ni el programa de actividades estipulado.

OBLIGACIONES DE “LA FACULTAD”

fisicos necesarios para el logro de los objetivos indicados en la clausula primera y detallados en el
Anexo |y Anexo Il

“EI INTA” sobre los cambios eventuales que pudieran producirse con laobligacién que los mismos no
afecten el objetivo del presente convenio ni el programa de actividades estipulado.

INSTRUMENTACION.

DECIMA: En los afios sucesivos a la firma del presente Convenio, las partes, a través del Comité
Coordinador, deberan elaborary elevaralas autoridades competentes, para su aprobaciény firma,
las actas donde se establece el proyecto de trabajo, cronograma anual de actividades, el
presupuesto anual estimado y personal participante.Se entiende por autoridad competente por
el INTA al director del Centro de Investigaciones Agropecuarias y al Secretario General de la “LA
FACULTAD”.

CONFIDENCIALIDAD

DECIMO PRIMERA: Cada una de las partes se compromete ano difundirlasinformaciones cientificas
o técnicas pertenecientes a la otra parte, a las que haya podido tener acceso, siempre que esas
informaciones no sean de dominio publico, o las partes acuerden expresamente lo contrario. Los
datos e informes obtenidos durante larealizacidon de los proyectos o acciones conjuntas, asicomo los
resultados finales tendran caracter confidencial, y su utilizacién total o parcial para su publicacidn,
conferencia u otras modalidades de difusién, requerird conformidad expresa de ambas partes.

PROPIEDAD INTELECTUAL.

DECIMO SEGUNDA: Si como consecuencia de los trabajos realizados en el presente Convenio, se
obtuviesen resultados que permitan el depdsito de derechos de propiedad intelectual, los
porcentajes de participacion en la propiedad intelectual y la carga de los costos necesarios parala
obtencién serdn definidos en un nuevo convenio de Vinculacion Tecnoldgica.

EXPLOTACION DE LOS RESULTADOS.

DECIMO TERCERA: Si como consecuencia de los trabajos realizados en el presente Convenio, se
obtuviesenresultados que permitan laexplotacion comercial de los resultados de lainvestigacion, las

partes acordaran la distribucion de los beneficios que derive hFdd@2B3eRPBSTHEH-EN Gy OGN TRIETLS?
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DE LICENCIA que se realizara con el licenciatario encargado de tal explotacidn comercial.

PROPIEDAD DE LOS BIENES.

ejecucion del presente convenio que se destinen al desarrollo de los planes de trabajo, o los que
pudieran agregarse y/o utilizarse en el futuro, continuaran en el patrimonio de la parte a la que
pertenecen, o con cuyos fondos hubiesen sido adquiridos, salvo determinacién en contrario
manifestada formalmente.

DECIMO QUINTA: Los elementos inventariados entregados por una de las partes a la otra en calidad
de préstamo deberan ser restituidos a la parte que los haya facilitado una vez cumplida la finalidad
para la que fueron entregados, en buen estado de conservacién, sin perjuicio del desgaste
ocasionado poreluso normaly la accién del tiempo. La partereceptora serd considerada a todos los
efectos como depositaria legal de los elementos recibidos.

AUTONOMIA DE LAS PARTES Y RESPONSABILIDADES

riesgos de accidentes y/o enfermedades de su propio personal mientras desempefien sus actividades
y se hard cargo del mantenimiento de los bienes puestos asu disposicion para el cumplimiento de los
objetivos del presente convenio. También asumiran la responsabilidad por todo acto u omisién que
cause gravamen de cada una de las partes respecto a su propio personal.

DECIMO SEPTIMA: La falta de cumplimiento de sus obligaciones por parte del personal del “LA

los respectivos antecedentes, previoinformedel Comité Coordinador, ala parte de quien dependa a
los efectos de que adopten las medidasque correspondan segun los estatutos que lo rijan.

DECIMO OCTAVA: En toda circunstancia o hecho que tenga relacidn con este instrumento las partes
mantendrdn laindividualidad y autonomia de sus respectivas estructuras técnicas y administrativas y
asumirdn particularmente en consecuencia, las responsabilidades consiguientes.

POSIBILIDAD DE ACUERDOS CON IGUAL FINALIDAD.

DECIMO NOVENA: Se dejaexpresa constancia que la suscripcién del presente Convenio no significa

celebrar otros acuerdos con idéntica finalidad con otras Entidades o Instituciones del pais o del
extranjero. En ese supuesto las partes deberdn notificar anticipadamente a la otra, dandole la
intervencidn necesaria a fin de coordinar posibles tareas comunes.

RECAUDOS PARA EL NORMAL DESARROLLO.

necesarios para evitar interferencias de cualquier indole que alteren el normal desarrollo de las
actividades que surjan de los compromisos adquiridos por el presente convenio y las que les
corresponden especificamente.

BUENA FEY CORDIALIDAD.
VIGESIMO PRIMERA: “LA FACULTAD” y “EL INTA” observaran en sus relaciones el mayor espiritu de

colaboracién y las mismas se basardn en los principios de bu@@é@xﬁ@%@ﬂ*@wgﬁﬂﬂe@

altos fines perseguidos en comun con la celebracién del presente convenio.
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CONTROVERSIAS Y JURISDICCION.

VIGESIMO SEGUNDA: Las partes se comprometen aresolverenformadirectay amistosaentre ellosy
por las instancias jerarquicas que correspondan, los desacuerdos y discrepancias que pudieran
originarse en el planteamiento y ejecucion de las actividades, y en caso de contienda judicial se
someten a la jurisdiccion y competencia de los Tribunalesen lo Contencioso Administrativo Federal
y Civily Comercial Federal de la Capital Federal, renunciando a cualquier otro fuero o jurisdiccion que
pudiera corresponder.

NOTIFICACIONES.

VIGESIMO TERCERA: Para todos los aspectos legales, las partes constituyen los domicilios que se
mencionan "ad initio".

DURACION.

VIGESIMO CUARTA: El presente convenio tendrd una duracién de un (1) afio y entrard en vigencia
a partir de la fecha de su firma, podrd ser prorrogado por un término igual mediante acuerdo de las
partes y previa evaluacién de los resultados obtenidos.

RESCISION.

VIGESIMO QUINTA: Cualquierade las partes podra rescindir el presente convenio cuando la otra no
cumpla con la/s obligacion/s establecidas en el mismo. Previamente deberd intimarse el
cumplimiento efectivo de la/ misma/s, en un término de treinta (30) dias corridos, bajo
apercibimiento de proceder ala rescision de este convenio.

VIGESIMO SEXTA: Cualquiera de las partes podra rescindir unilateralmente el presente convenio
comunicandolo por escrito a la otra parte con una anticipaciéon de treinta dias (30) a la fecha del
vencimiento. La rescision no dard derecho alguno a las partes a formular reclamos de
indemnizaciones de cualquier naturaleza. En caso de una rescision de esta indole, los trabajos en
ejecucion deberan continuar hasta su finalizacién.

En prueba de conformidad, se firmandos(2) ejemplares de un mismo tenor y a un soloefecto en
laciudad de ....ccoeevvvnieennnnns alos oo, dias del mes de ..................
del afio dos mil ..........

porINTA por “LA FACULTAD”

IF-2023-00887253-UNC-PV CTTHFCQ
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ANEXO |

CONVENIO DE COOPERACION CIENTIFICAENTRE
EL INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA AGROPECUARIAY LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

NOMBRE DEL PROYECTO: “Evaluacién del potencial bio-protector contra plagas y microorganismos de
nanoemulsiones de Ramnolipidos conteniendo aceites esenciales aplicadas sobre cultivos de interés
agroindustrial”

EQUIPO DE TRABAJO: Dra. Lucille Tihomirova Kourdova (Becaria Postdoctoral-Prof. Asistente DS FCQ-
UNC), Dra. Georgina FABRO (Inv. Adjunta CONICET, Prof. Adjunta UNC), Dra. Maria Laura Fanani (Inv.
Principal CONICET, Prof. Titular UNC). Dra. Natalia G. Meneguzzi (Investigadora IPAVE-CIAP-INTA).
Estud. Biotecnologia Paula Maritano (FCQ, UNC).

LUGARES DONDE SE DESARROLLARA EL PROYECTO: Los experimentos de biologia molecular se
realizardn en el departamento de Quimica Bioldgica “Ranwel Caputto” (DQBRC-FCQ-UNC). Los
experimentos de crecimiento de patdégenosytesteoeninvernadero en plantas de poroto se realizaran
en espacio asignado a la Dra. Natalia Meneguzzi, IPAVE, INTA, Camino 60 cuadras km 5.5, X5119
Cérdoba.

FINANCIAMIENTO:
- Subsidio Mabel Yudi, otorgado a la Dra. Kourdova (FCQ-UNC).
- PICT-2019-02331 otorgado a la Dra. Fanani, del cual la Dra. Fabro forma parte del grupo
colaborador (FCQ-UNC).
- Fundacién ArgenlINTA, fondos administrados por la Dra. Meneguzzi (IPAVE-CIAP-INTA).

ANTECEDENTES

El poroto esuna de laslegumbres mdas consumidas en el mundo, tercera después de la sojay el mani.
Este cultivo se destaca por su alto valor para ser comercializado por ser rico en proteinas y
carbohidratos, siendo Argentina su principal exportador. Este cultivo se concentra principalmente en
el Noroeste argentino; sin embargo, en los ultimos afios se ha incrementado su produccién también
en Cérdoba (Reginatto, 2018). Las pérdidas en el rendimiento de las cosechas de esta legumbre se
deben adistintos estresores abidticos (cambios en las condiciones climaticas) y bidticos, como hongos,
virus y bacterias, que causan multiples enfermedades en los cultivos (Casalderrey, 2018).

El tizdn bacteriano (Halo Blight) del poroto es causado por la infeccidn con las bacterias patégenas
Pseudomonas syringae y Xantomonas. Se caracteriza por generar lesiones empapadas de agua en
hojas, vainas, tallos o peciolos, que rapidamente desarrollan halos amarillo verdosos (Arnold et al.,
2011; Chen et al., 2021). Esta enfermedad causa grandes pérdidas en los cultivos de todo el mundoy
es una de las enfermedades del poroto mas dificiles de controlar, debido a que no existe un
tratamiento curativo, sélo preventivos. Hasta el momento, el control de la enfermedad consiste en el
uso de semillas con certificacion sanitariay/o ladesinfeccidén de las mismas con antibidticos, como asi
también el uso de semillas con resistencia genética (Zhang et al., 2017). Para las plantas adultas se
recomienda la pulverizacidn con un bactericida genérico a base de cobre cuando aparecen los
primeros sintomas. Sin embargo, su eficacia es limitada en la fase de floracién, cuando los sintomas
sélo puedenreducirse, pero no eliminarse. Dado que el cobre es un metal pesado, estos tratamientos
también son perjudiciales para el medio ambiente yademads se han documentado algunas cepas de P.
syringae pv. phaseolicola resistentes al cobre (Zhang et al., 2017). Es sabido que el uso desmedido de
antibidticosy pesticidas en el ambienteconduce alaseleccidén de bacterias hiperresistentes, cada vez

mas dificiles de eliminar. Por ello, es importante desarrollge_pgeyasobouReinEPeT ruedsy

combatir o prevenir la enfermedad sin ser perjudiciales para el ambiente y la salud humana.
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Una de las estrategias empleadas en la actualidad para combatir las enfermedades de las plantas es
aumentar sus respuestas de defensa innata, provocando la induccidon de un estado de memoria
inmunoldgicade amplio espectro o priming. Esto permite que, frentea futurasinfecciones, las plantas
puedan responder con mayor rapidez y eficiencia a la presencia del patégeno (Ramirez-Carrasco,
Martinez-Aguilarand Alvarez-Venegas, 2017). Distintos tratamientos con moléculas exdgenas pueden
inducirese estado de priming, mejorando larespuestainmune vy laresistencia de las plantas a futuros
estresores, tanto bidticos como abidticos. Asi como en otras plantas, se conoce que lainduccién de
priming en el poroto mejora su resistencia a la infeccién de P. syringae pv. phaseolicola (Martinez-
Aguilaret al., 2016; Ramirez-Carrasco, Martinez-Aguilarand Alvarez-Venegas, 2017). Por lo cual, el uso
de inductores de resistencia naturales o sintéticos para incrementar lainmunidad de las plantas es
comercialmente atractivo, ya que no afectan negativamente al ambiente ni a los futuros
consumidores, como se observa con el control quimico con pesticidas.

Los Rhamnolipidos (RLs), producidos naturalmente poralgunos microorganismos como Pseudomonas
aeruginosa, forman parte de los compuestos que pueden generar una respuesta inmune inducida en
las plantas (Vatsa et al., 2010; Sanchez et al., 2012; Crouzet et al., 2020). Se ha demostrado que estos
glicolipidos tienen una amplia gama de propiedades antibacterianas y antifungicas, ya sea
directamente oatravésde laestimulacién del sistema inmunitario innato de las plantas (Vatsa et al.,
2010; Sanchez et al., 2012; Chen et al., 2017; Crouzet et al., 2020). Debido a que son facilmente
biodegradables y que presentan una baja ecotoxicidad (Randhawa and Rahman, 2014), los RLs
muestran un alto potencial para ser utilizados en la agricultura. Ademas, los RLs naturales son
excelentes estabilizadores de emulsiones, por lo cual pueden ser capaces de encapsular compuestos
hidrofébicos bioactivos como los aceites esenciales (AEs), con conocidas propiedades antimicrobianas,
combinando asilas propiedades de ambos componentesy mejorando su eficacia como bioprotectores
delas plantas. Enlos laboratorios de la Dra. Fabro y la Dra. Fanani, donde la Dra. Kourdova realiza sus
investigaciones posdoctorales, se estan desarrollando distintas nanoemulsiones de RLs y AEs de ruda,
tomillo y arbol de té, con el fin de aplicarlos a plantas para mejorar su respuesta a infecciones con
distintos patégenosy al ataque de insectos. Las nanoemulsiones conformadas por RLs y n-hexadecano
(HD), un aceite de propiedades inertes, mostraron la capacidad de actuar como estimulantes del
sistema inmune de la planta modelo Arabidopsis thaliana, mejorando su respuesta a la infeccion
bacteriana de Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 (Mottola et al., 2023). Ademas, estas
nanoemulsiones fueron inocuas parala microbiota natural del sueloy para distintos microorganismos
beneficiosos que suelen ser utilizados en formulaciones como bioinoculantes de semillas (Mottola et
al., 2023). Resultados preliminares indican que los RLs + AEs también disminuyen el crecimiento de
bacterias patégenas enA. thaliana (Fig.1A) y tendrian una capacidad superior aun a la de los RLs + HD
para combatir la infeccién de P. syringae in planta (Fig.1 B), sin afectar significativamente el
crecimiento del patégenoin vitro (Fig.1C). Esto sugiere que ladisminucién de la cantidad de patégeno
en el tejido vegetal podria deberse a una mejora en larespuestainmune de las plantas (Kourdova,
datos sin publicar).
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Fig. 1. Potencial de las nanoemulsiones de RLs y AEs para inhibir el crecimiento de Pseudomonas
syringae pv tomato DC3000. (A) y (B) Se muestra el crecimiento bacteriano a las 72 horas post-
infeccion de Arabidopsis thaliana, habiendo pre tratado las plantas con las nanoemulsiones. C+:

control positivo de infeccidn, sin RLs. A, T, R, H: nanoemuIsiqﬁé@%Mgﬁ_%@w&%Mg
A I

tomillo, R — ruda y H — hexadecano. UFC/cm?: unidades formadoras de colonia por centimetr
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cuadrado de tejidofoliar. Se muestran dos experimentos independientes. La evaluacién estadistica se
realizé através de One Way ANOVA con Tukey's post hoc test. * p<0,5. (C) Inhibicién del crecimiento
de Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 in vitro a través de ensayo de difusién en disco. Se
muestra el halo de inhibicién del crecimiento bacteriano (en blanco) ocasionado por los distintos
tratamientos. B: buffer, GM: gentamicina como control positivo de inhibicién.

HIPOTESIS: Estos resultados sugieren que lainduccién de lainmunidad vegetal y/o priming a través
de la aplicacion de nanoemulsiones compuestas por RLs y AEs en plantas de interés agricola, como
es el poroto, podria constituir una estrategia de control de plagas bacterianas efectiva, econdmicay
sustentable.

OBIJETIVOS: En relacién a lo expuesto anteriormente, el OBJETIVO GENERAL de este proyecto es
estudiar el efecto de las nanoemulsiones de RLs y AEs sobre el crecimiento de patégenos vegetales
en el cultivo de poroto.

Para cumplir con el objetivo general del proyecto se proponen los siguientes OBJETIVOS ESPECIFICOS
(OE):

1. Evaluar el potencial de las nanoemulsiones (NEs) como desencadenantes de las respuestas de
defensay el establecimiento de priming del poroto comun (Phaseolus vulgaris L.).

Primero se analizard la capacidad de las NEs de inducir marcadores de defensa (biomarcadores) en
plantas sanas (hojas) evaluando diferentes protocolos de pretratamiento con NEs previos a la
inoculacion de bacterias patégenas aisladas de semillas de poroto (dosis, tiempos, sistemas de
aplicacién) paradeterminarel mas adecuado. Luego, se realizaraninfecciones de prueba con bacterias
patdgenas aisladas de semillas de poroto por la Dra. Meneguzzi, que han sido pre-clasificadas por su
nivel de agresividad en base a sintomatologia (lesiones causadas en hojas). Las bacterias serdn
aplicadas post-tratamiento con NEs, y se volverd a analizar la expresion génica a diferentes tiempos
para evidenciarla existenciaonodel fendmeno de priming o resistencia inducida, a nivel molecular.
2. Evaluar el efecto de las nanoemulsiones (NEs) sobre el cultivo del poroto comtin (Phaseolus
vulgaris L.) en respuesta a condiciones de estrés bidtico causado por infecciones bacterianas.

En base a losantecedentes del grupo obtenidos con la planta modelo A. thaliana, se postula que NEs
con combinaciones éptimas de RLs y AEs podrian tener |la capacidad de disminuir la proliferacion de
patégenos bacterianos en plantas de interés agricola horticola, como el poroto. Para abordar este
objetivo se evaluara: a) silas nanoemulsiones tienen efectos inhibitorios directos sobre el crecimiento
de los patégenos bacterianos in vitro, b) si las NEs causan alteraciones fisioldgicas/histoldgicas en los
tejidos vegetales, tanto transitorias asociadas a respuestas de defensa, como permanentes y no
deseadas (ej: muerte), y c) silos pre-tratamientos de plantas con NEs afectan el desarrollo de sintomas
de enfermedad y el crecimiento del patdégeno in planta. Para ello se estudiardn parametros de
crecimiento bacterianoinvivoy se realizaran fenotipados de plantas inoculadas y no inoculadas (pre
tratadas o no con NEs) para evaluar y cuantificar distintos aspectos del progreso de la infeccidn
bacterianay del desarrollo vegetal normal.

3. Evaluar la toxicidad de las nanoemulsiones sobre la microbiota natural del suelo y bioinoculates
de uso agricola.

Las bacterias promotoras del crecimiento vegetal son microorganismos que existen en larizosferay
participan directa o indirectamente en el crecimiento y desarrollo de las plantas. Debido a su bajo
coste y a su sencillo método de aplicacién, el uso de estos bioinoculantes se recomienda en la
agriculturasostenible paramejorar el estado nutricional de las plantas y para suprimir los patégenos
transmitidos por el suelo (Verma et al., 2018). Para evaluar el impacto ambiental de las NEs se
realizardn ensayos de crecimiento microbiano in vitro, evaluando la posible toxicidad de los
preparados sobre microbiota presente naturalmente en el suelo y sobre distintos bioinoculantes de
uso agricola.

MATERIALES Y METODOS
Nanoemulsiones: Para obtener las diferentes nanoemulsiolrlmzég,ogg'cogésoz%%?’lr{'}lc%'ﬁ}_/scr}r:;liﬁlr:aqg
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extraidos de cepas de Pseudomonas aeruginosa con AEs de tomillo, ruda o arbol de té. Estas se
formaran por ultrasonicacién con diferente relacion RLs / AEs y su estabilidad sera monitoreada por
dispersion dindmicade laluz. Como control de emulsificacidn se utilizard el aceite n-hexadecano, que
no posee el efecto bioactivo de los AEs. Se prepararan las NEs como se indica en Mottola et al., 2023
en el DQBRC-FCQ-UNC.

Plantas: Plantas de poroto comun (Phaseolus vulgaris L. (diferentes cultivares de interés) de entre 1y
3 semanas (estadio V2, V3). Se cultivaran en el invernadero asignado a la Dra. Meneguzzi (IPAVE-
INTA).

Bacterias: Se utilizaran 4 cepas aisladas por la Dra. Meneguzzi de semillas de Porotos, que ella ha
determinado que provocan sintomas del tizdn bacteriano en campo con diferentes niveles de
agresividad. Estas cepas pertenecen al género Xanthomonas pero su especie y subespecie estan
siendo determinadas. Utilizaremos un cédigo de nomenclatura para proteger propiedad intelectual en
caso que la especie sea secuenciada y su caracterizacion publicada por investigadores de INTA.

OEl. Para investigar la capacidad de las nanoemulsiones de RLs + AEs para inducir respuestas de
defensa de las plantas a nivel molecular, se monitoreara la expresiéon de genes marcadores de
defensas correspondientes alas via de sefializacién del acido salicilico (SA) y del acido jasménico (JA)
seleccionados en base a bibliografia sobre activacion de estas vias hormonales de defensa en poroto
(Foucher et al., 2020). Se comparara la expresion de dichos genes marcadores en plantas infectadas
vs. no infectadas en presencia/ausencia de las nanoemulsiones, a diferentes tiempos post aplicacion
(3 dias, 10 dias, 30 dias), con diferentes cantidades de NEs (a concentraciones de RLs 100, 300 y 1000
micromolar) y en diferentes tejidos que hayan sido expuestos directamente o no a los RLs + AEs, a los
fines de determinar el posible establecimiento de priming luego de lainduccidn local de defensas
debido al uso de las nanoemulsiones. Se determinaran las combinaciones mas efectivas de tiempos y
concentraciones segln el nivel de activacion de los genes biomarcadores. Condiciones seleccionadas
se testearan repetidamente en invernadero como se describe en el objetivo 2.

OE2. Las plantas de poroto seran tratadas con distintas técnicas de infeccidn alos fines de elegir la
mas apropiaday que mas se asemeje alainfeccién que se daen los campos. Se utilizara como control
positivode lainfeccidén de las hojas el corte de estas con un bisturiembebido con la bacteria (método
utilizado previamente por la Dra. Natalia Meneguzzi). Se comparara la aplicacién del patégeno por
rociado, por depdsito de gotasobre lahojay por infiltracion con jeringa. En un segundo experimento
se probara la capacidad de las nanoemulsiones de disminuir la proliferacidn del patégeno bacteriano
realizando unacurvade dosis respuestade NEs, tanto en cultivos liquidos como sélidos del patégeno
aislado, de manera in vitro. Luego se evaluaran los efectos de las NEs sobre el crecimiento de la
bacteriain planta. Para ello, plantas de poroto (estadio V2, V3) seran tratadas a través de la aplicacion
seleccionada (ej: mediante spray) de las NEs sobre las hojas. Luego, X dias post-tratamiento (tiempo
de induccion de defensas testeado en el OE1) se realizardn sobre las mismas infecciones con el
patégeno bacteriano siguiendo la metodologia previamente establecida. Posteriormente se evaluaran
y cuantificaran (fotografiado y medicién) los sintomas macroscdpicos de la infeccidén bacteriana a los
fines de elegir la dosis que genera mejor respuesta frente al patdégeno. En un tercer set de
experimentos se tratara a las plantas con la/las dosis elegida/s de nanoemulsionesy se monitoreara el
crecimiento (biomasa u otros parametros) durante los tratamientos para detectar si hay efectos
negativos sobre el desarrollo vegetal. Asimismo, se procederd adeterminarlos pardmetros fisioldgicos
e histolégicos propios de la respuesta de defensa vegetal en plantas infectadas vs. no infectadas pre
tratadas o no con las nanoemulsiones (induccidon de muerte celular programada mediante tincién con
azul de tripano, acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante la tincién con 3,3 -
diaminobencidina (DAB) y deposiciones de callosa en la pared celular mediante tincion con azul de
anilina(Cambiagnoetal., 2015; Fabro, Rizzi and Alvarez, 2016; Mottolaet al., 2023). Este objetivosera
realizado en conjunto enambasinstituciones: los ensayos de laboratorio seran realizados en el DQBRC
con muestras crecidas e inoculadas en el IPAVE.

OE3. Para analizar la toxicidad de las nanoemulsiones sobreIFIézpn%%_rg%?g'Za %%_I%NQ_WCTT#FCQ
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sustrato de crecimiento de las plantas con las distintas preparaciones de RLs + AEs y posteriormente se
evaluardel crecimiento de microorganismos extraidos del suelo. Paralelamente se evaluara el efecto
de las nanoemulsiones sobre el crecimiento de distintos bioinoculantes cuyo uso en los cultivos
favorece el crecimiento de las plantas (Verma et al., 2018) y que suelen utilizarse en la siembra de
poroto. Se investigard el efecto sobre las bacterias benéficas Pseudomonas fluorescens y Azospirillum
argentinense, como asi también sobre los hongos del género Trichoderma spp. Este objetivo serd
realizado en el DQBRC.

RESULTADOS ESPERADOS

1. Se espera obtener nanoemulsiones de RLs + AEs estables en el tiempo que afecten
negativamente el crecimiento y/o capacidad infectiva de distintos organismos patdgenos sobre las
plantas. Dado que se conoce que los RLs per se presentan propiedades antimicrobianas frente a
distintos patdgenos, se teoriza una respuesta potenciada por los AEs, y de amplio espectro,
permitiendo combatir multiples enfermedades y ser extrapolable a diferentes cultivos. De esta
manera, se trasladarian los resultados obtenidos en A. thaliana hacia el cultivo del poroto.

2. Se espera que las nanoemulsiones induzcan la expresién de marcadores de activacion del
sistema inmune de las plantas, provocando una respuesta de defensa sistémica en las mismas,
pudiendo generar proteccién/resistencia en cualquier tejido vegetal, incluso uno distinto al lugar de
aplicaciéon. Ademas, se especulalainduccién de una respuesta de priming, prolongada en el tiempo,
lo cual permitiriaa los vegetales hacerfrente de unamaneramas rapiday eficaza distintas situaciones
de estrés bidtico, que puedan aparecer posteriormente a la aplicacion de las nanoemulsiones.

3. Se espera que la aplicacion de las nanoemulsiones no tenga efectos perjudiciales sobre el
crecimiento normal de las plantasy que ademas no exhiba efectos téxicos sobre el ambiente, esto es:
gue no afecten de manera significativa al crecimiento de la microbiota natural del suelo ni tampoco
interfieran con la sobrevida de distintos organismos benéficos/bioinoculantes.

La realizacidn de este proyecto es relevante para extender/trasladar los resultados obtenidos en
laboratorio con un modelo de estudio (A. thaliana) hacia plantas de cultivo de interés agricola
(Poroto). Ademas, permitira iniciar conexiones con el INTA, industrias/incubadoras/proyectos
biotecnolégicos, que permitan continuar con la transferencia tecnolégica al area agropecuaria,
aportando una alternativa “verde” al mantenimiento de la sanidad vegetal en cultivos de interés
agroindustrial. Adema3s, sera util para que investigadores del INTA puedan caracterizar los aislados
bacterianos de campo que estan estudiando (secuenciamiento, patogenicidad, etc).

CRONOGRAMA DE TRABAIJO (1 ANO).

Mes 1 2 3 4 |5 6 7 8 9 10 |11 | 12
OE1 X X X X X X X X X

OE2 X X X X X X X X
OE3 X X X X X X

PRESUPUESTO- COSTOS APROXIMADOS (USD/ARS a Septiembre 2023) a cubrir con el
FINANCIAMIENTO DISPONIBLE ACTUALY SUBSIDIOS FUTUROS A SOLICITAR.

Categorias x OE | Biol. Mol Invernadero
OE1l Fenol, DEPC, DNAsa, MMLV, gPCR | Sustrato/macetas
mix: USD 450/ARS 157500. USD70/ARS24.500
OE2 RLs, AEs, medios cultivo bacterianos | Sustrato/macetas
(USD 600+450+60=1110/ARS | USD210/ARS$73.500
388500) IF-2023-00887253-UNC-PVCTT#FCQ
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OE3 Medios de cultivo USD200/ARS | Sustrato/macetas
70000. USD70/ARS24.500
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ANEXOII
CONVENIO DE COOPERACION CIENTIFICA ENTRE

EL INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA AGROPECUARIAY LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS DE
LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

Aportes INTA

Recursos humanos $ 5000000

Insumos $ 150000

Total: S 5150000

Equipamiento Campana de flujo laminar, autoclave, agitador orbital,
incubadoras/estufas de placas, centrifugas, balanzas de
precision.

Infraestructura Invernaderos con condiciones controladas. Mesadas de
laboratorio equipadas para manipular indculos
bacterianos.

Los fondos provienen de los siguientes finamientos: Fondos propios de INTA para RRHH y Fondos de
Fundacién ArgenINTA

Aportes Contraparte FCQ

Recursos humanos $5000000

Insumos $738500

Total: $5738500

Equipamiento Campanas de flujo laminar, campanas de extraccion

para trabajo con solventes, autoclaves, estufas de
cultivo, incubadoras de plantas, agitadores orbitales,
termocicladores de PCR y PCR en tiempo real,
microscopio de fluorescencia, Sonicadores, agitadores
magnéticos, Tamandmetro, Potencial Z.

Infraestructura Laboratorio de microbiologia, salas de equipamiento.

Los fondos provienen del siguiente finamiento

- Subsidio Mabel Yudi, otorgado a la Dra. Kourdova (FCQ-UNC).
- PICT-2019-02331 otorgado a la Dra. Fanani, del cual la Dra. Fabro forma parte del grupo
colaborador (FCQ-UNC).
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ANEXO I

CONVENIO DE COOPERACION CIENTIFICA ENTRE EL INSTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA
AGROPECUARIA Y LA FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE

CORDOBA
PERSONALPARTICIPANTE
POR “EL INTA”
Funcion
Nombre y Apellido Legajo | (Coordinador | Unidad | Dedicacién | E-mail
o (dias/afio)
Participante)
Dra. Natalia Coordinadora | IPAVE |60 nmeneguzzi@gmail.com
Meneguzzi y participante
POR “FCQ”
Funcion
Nombre y Apellido DNI (Coordinador o[ Dedicacion E-mail
Participante) (dias/afno)
Dra. Georgina Fabro 25861356 Coord.lnadora y| 60 georgina.fabro@unc.edu.ar
participante
Dra. M. Laura Fanani | 23195090 | Coordinadora 10 I[fanani@unc.edu.ar
Dra. Lucille T.| 19061427 Participante 60 lukourdova@unc.edu.ar
Kourdova
Estud. Biotec. Paula| 41965257 | Participante 30 paula.maritano@unc.edu.ar
Catalina Maritano

IF-2023-00887253-UNC-PV CTTHFCQ
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