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CORDOBA, CORDOBA
Viernes 2 de Octubre de 2020

Referencia: CUDAP: EXP-UNC:39505/2018

VISTO las presentes actuaciones; y
CONSIDERANDO:

Que la Secretaria de Ciencia y Tecnologia eleva para su aprobacién el Convenio de
Investigacion y Desarrollo a suscribirse entre esta Universidad Nacional de Cordoba y la
empresa LABORATORIO LOPEZ S.R.L., en el marco de la convocatoria de Subsidios
de Innovacién y Transferencia Tecnoldgica de la SECyT-UNC (RR-2019-58-E-UNC-
REC), empresa que apoyara como institucion contraparte al proyecto presentado por el
Dr. José Luis Barra;

Que afojas 111 interviene la Oficina de Propiedad Intelectual;

Atento lo informado por la Secretaria de Gestion Institucional a fs. 119, lo dictaminado
por la Direccion de Asuntos Juridicos segun DDAJ-2020-67339-E-UNC-DGAJ#SG, y
teniendo en cuenta lo dispuesto por la RHCS 344/99,

EL VICERRECTOR DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA
RESUELVE:

ARTICULO 1°.- Aprobar el Convenio de que se trata a suscribirse entre esta
Universidad Nacional de Cérdoba y la empresa LABORATORIO LOPEZ S.R.L., por los
motivos expuestos precedentemente, que forma parte integrante de la presente, y
suscribirlo.

ARTICULO 2°.- Comuniquese y dése cuenta al H. Consejo Superior.
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CONVENIO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO

Entre la UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA, en adelante "UNC", representada en
este acto por el Sr. Rector, Prof. Dr. Hugo Juri con domicilio en Av. Haya de la Torre s/n,
Pabellén Argentina 2° piso Ciudad Universitaria, Cordoba, Argentina, por una parte, v
Laboratorios Lopez S.R.L., en adelante “Ia Empresa”, representado en este acto por Jorge A.
Lopez, D.N.I. N° 12.214.944 con domigilio en Doméhico Zipoli 169, Jesus Maria, provincia
de Cérdoba, por la otra parte, acuerdan en celebrar el presente convenio, el cual se sujetard a

las siguientes clausulas y condiciones:

PRIMERA: ALCANCE DEL CONVENIO: Convencidas LAS PARTES de la necesidad de
una estrecha colaboracion entre ellas, para propender a la generacion de conocimiento con la
finalidad de obtener tecnologias relevantes y desarrollar los recursos aplicables, convienen en
dirigir sus esfuerzos comunes a la concrecién de un proyecto de T+D-+i cuyo objetivo
especificos son: “Desarrollo de inoculantes a base de cepas del género Pseudomonas para
mejorar los niveles de produccién y rentabilidad de diferentes cultivos de importancia
regional. 1- Aislamiento y caracterizacion de cepas de Pseudomonas spp. Con funcionalidad
especifica para la promocidn del crecimiento vegetal y/o proliferacion contra fitopatégenos.
2- Realizacidn de pruebas en invernaderos con las cepas seleccionadas. 3- Realizacion de
pruebas a campo con las cepas seleccionadas. 4- Desarrolio de los procesos biotecnoldgicos
para los cultivos y las formulaciones de inoculantes con la(s) cepa(s) bacteriana(s)
seleccionada(s)”. El proyecto técnico detallado, aprobado para la adjudicaciéon de un
Subsidio de Innovacién y Transferencia de Tecnologia (Res. Rec. N° 58/2019), se adjunta

como Anexo 1y pasa a formar parte integrante del presente convenio.

SEGUNDA: CONTRIBUCION DE LA UNC: Los docentes investigadores de la UNC,
integrantes del proyecto financiado segin lo establecido en la clausula PRIMERA se
comprometen a la realizacion de las distintas actividades explicitadas en el proyecto

detallado en el Anexo 1, aportando para ello los recursos comprometidos en el proyecto.

TERCERA: CONTRIBUCION DEL LABORATORIOS LOPEZ S.R.L: La Empresa sc
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compromete a la realizacion de las distintas actividades exp11c1tadas en el proyecto detallado
en el Anexo 1 aportando para ello recursos financieros, y materiales propios, mcluldos los.: L

recursos humanos (o sus respectivos reemplazos), comprometidos en el proyecto. {/

CUARTA: CONFIDENCIALIDAD. Las partes acuerdan que los resultados técnicos obtenidos
en ¢l marco del presente convenio seran confidenciales y su difusién quedara supeditada a la

autorizacion expresa de las partes.

QUINTA: PROPIEDAD INTELECTUAL

~ 1.- CONOCIMIENTOS PREVIOS DE LAS PARTES.

LAS PARTES acuerdan que cada una de ¢llas sera propietaria de sus conocimientos previos, de
su know-how y/u otros resultados, protegidos o no, sea que estos hayan sido obtenidos con
anterioridad a la firma de este convenio, o desarrollados o adquiridos con independencia de las

tareas previstas en el mismo.

2.- RESULTADOS DE LA INVESTIGACION: LAS PARTES entienden que de la realizacién,
desarrollo y cumplimiento, total o parcial, de las tareas de investigacién y desarrollo conjuntas,
objeto del presente CONVENIO, podran derivarse nuevos conocimientos, descubrimientos,
inventos, mejoras, productos, procesos, informaciones, creaciones, innovaciones o resultados de
cualquier tipo, que podrdn ser o no protegibles por patentes, modelos de utilidad, modelos o
disefios industriales, derechos de autor, derechos de obtentor, informacién confidencial, secreto
comercial 0 know-how, o cualquier otro derecho de propiedad intelectual y/o industrial -de aqui
en adelante denominados “RESULTADOS DE LA INVESTIGACION. Si los trabajos
efectuados en el presente convenio generasen “RESULTADOS DE INVESTIGACION”
protegibles bajo alguna forma de tutela de propiedad intelectual, la UNC y LA EMPRESA se
comprometen a suscribir un convenio especifico en el cual deberd incorporarse una clausula
previendo el resguardo de la propiedad de los resultados alcanzados y estableciendo la
distribucion de los eventuales beneficios obtenidos entre LAS PARTES teniendo en cuenta sus

efectivos aportes; y los que correspondieran a los autores de dichos resultados.

3.- ANALISIS DE PROTECCION





"-,.'\“‘u; T, —ie ,::
LAS PARTES se comprometen a realizar los estudios de potencial de protecciéﬁ%wff

conocimientos y/o desarrollos que se realicen en el marco del proyecto a través de la Oficina de
Propiedad Intelectual de la UNC. En circunstancias en quela gestién y tramitacién se realice por

un tercero debera ser motivo de un acuerdo especifico entre LAS PARTES.

SEXTA: PUBLICACION Y TRANSFERENCIA DE RESULTADOS: Una vez concluidas las
etapas del proyecto detalladas en el Anexo 1 y, dado el caso de que no resultaran
descubrimientos protegibles bajo alguna forma de tutela de propiedad intelectual, LAS
PARTES podran hacer uso de los resultados del proyecto. Los integrantes del proyecto, una vez
concluido el mismo, también podrdn publicar libremente los resultados, siempre en el caso que
se decida la no proteccién o registracion de los potenciales desarrollos o invenciones, a través de

trabajos cientificos y/o tecnelogicos en publicaciones especializadas.

SEPTIMA VIGENCIA DEL CONVENIO: El convenio tendra una vigencia de dos (2) afios a
partir de su firma y finalizard de pleno derecho y sin necesidad de interpelacién previa por el

mero vencimiento del plazo.

OCTAVA: RESCISION: Si alguna de LAS PARTES omitiera subsanar cualquier
incumplimiento de sus obligaciones contractuales en un periodo de 15 (quince) dias a partir de
notificacion por la otra de tal incumplimiento, la otra parte puede dar por terminado el convenio
en forma inmediata mediante notificacion escrita, sin perjuicio de las acciones por dafios y
perjuicios contra la parte incumplidora que pudieren corresponder. En cualquiera de los
supuestos de terminacion anticipada de la relacidon emergente del presente convenio, LAS
PARTES conservaran los derechos de propiedad intelectual sobre los resultados ya alcanzados

en la investigacion.

NOVENA: LAS PARTES de comun acuerdo se someten a un Tribunal Arbitral, integrado por
un miembro de cada Parte y otro designado de comiin acuerdo, en caso de conflicto en la
interpretacién y/o aplicacién de las disposiciones del presente Convenio, como asi también de
todas las obligaciones emergentes. Para el caso de haberse agotado la instancia arbitral, sin que

LAS PARTES hayan arribado a un acuerdo, deberan someter su diferendo por ante los





Tribunales Federales de la Ciudad de Cérdoba, renunciando a cualquier otro fuero de exé%pmdn //

que pudiere corresponderles.

DECIMA: A todos los efectos del presente, LAS PARTES constituyen domicilio especial en los

consignados uf supra.

En prueba conformidad con las clausulas precedentes, se formaliza el presente convenio en

tres(3) ejemplares de igual tenor y a un mismo efecto, en la Ciudad.........oooovevieeviveeccriececceieeecens





Anexo 1: Proyecto de Innovacién y Transferencia Tecnologica.
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SUBSIDIOS PARA INNOVACION Y TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA
FORMULARIO DE PRESENTACION DE PROYECTOS

1. DATOS DEL PROYECTO

Titulo del Proyecto: Desarrolle tecnolégico para la produccion de inoculantes destinados a
cultivos de importancia regional.

Ambito fisico donde se desarrollara el proyecto: El proyecto se desarrollara en los
siguientes Ambitos fisicos:

- Departamento de Quimica Bioldgica - CIQUIBIC, Facultad de Ciencias Quimicas, UNC;
- Centro de Quimica Aplicada (CEQUIMAP), Facultad de Ciencias Quimicas, UNC
- Laboratorios Lopez S.R.L., Doménico Zipoli 169, Jesiis Maria, Cordoba. CP5220.

Proyecto nuevo o continnacién de uno anterior?: Nuevo

2. DATOS DEL DIRECTOR (ddjuntar CV)

Apellido: Barra

Nombre: José Luis

Documento: 17.842.352 (CUIL: 20-17842352-6)

Correo electrénico: jlbarra@feq.une.edu.ar

Teléfono: 0351-155227651

Unidad académica: Departamento de Quimica Biologica, FCQ, UNC.
Cargo actual: Profesor Asociado DE

Dedicacion al proyecto en horas semanales: 10 hs

3. DATOS DEL CODIRECTOR (ddjuntar CV)

Apellido:

Nombre:

Documento:

Correo electronico:

Teléfono:

Unidad académica:

Cargo actual:

Dedicacién al proyecto en horas semanales:
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4. INTEGRANTES PERTENECIENTES A LA UNC QUE PARTICIPAN EN EL

PROYECTO
Nombre y CUIL E-Mail Unidad Carago Dedicaci
Apellido Académica actual on al
proyecto
(hs.
semanale
s)
Agustina 23- agustinagodino | Facultad de Profesora
Godino 33146858- | @ Ciencias Quimicas | Ayndante A
4 gmail.com DSy 16 hs
Becaria
Posdoctoral
CONICET
Carlos E. 20- argacarlos@ Facultad de Profesor 2 hs
Argarana 10773182- | gmail.com Ciencias Quimicas | Titular DE,
3 ¥CQ, UNC.
Investigador
Superior,
CONICET.
Marilla 27- marilla.amarant | Facultad de Becaria
Amaranto | 36138678- | o@gmail.com Ciencias Quimicas | Doctoral S hs
2 CONICET
Javier N. 20- jearaynovillo@@ | Facultad de Profesor
Garay 37317409- | gmail.com Ciencias Quimicas | Ayudante B
Novillo 3 DSy 5 hs
Becaria
Doctoral
CONICET
Tatiana 27- tatianaguendulai | Facultad de Becaria
Guendulain | 37629407- | n@gmail.com Ciencias Quimicas | Doctoral 5hs
8 CONICET
Mariana 27 mnunez@feq. Facultad de Profesor
Nufiez 20438456~ | unc.edu.a Ciencias Quimicas | Asistente 3 hs
3 DSE
Martin Der | 20- martinder@fcq | Facultad de Profesor
Ohannesian | 27761895~ .aunc.eduo.ar Ciencias Quimicas | Ayudante A, | 5 hs
9 DS
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5. DATOS DE LA INSTITUCION CONTRAPARTE
Nombre o Denominacién (Debe coincidir con Ia nombre fiscal de la empresa/organizacién):
Laboratorios Lépez S.R.L.

Tipe de Institucién (Empresa, Institucién gubernamental, Fundacién, ONG, etc.):

Empresa

Domicilio Legal: Doménico Zipoli 169, Jesiis Maria, Cérdoba. CP5220
Teléfono: 03525-15647631

Correo electrénico: gerencia@laboratorioslopez.com.ar

Responsable legal: Jorge A. Lépez

Decumento: 12.241.944

6. INTEGRANTES PERTENECIENTES A LA INSTITUCION CONTRAPARTE

Nombre v Apellido Documento de identidad
Jorge A. Lopez 12.241.944
Maria Emilia D'Olivo 36.888.458

7. GASTOS ASOCIADOS AL PROYECTO

Concepto Solicitado a SeCyT | Aportado por I.C. | Total

Insumos 113.000 110.000

Servicios no 40.000 40.0006

personales

Insumos (aportes 50.000 50,000

en efectivo de la

10)

Aportes no en 56.000 50.000

efectivo de la IC

Total General 150.000 100.000 250.000
Notas:

1} Explicitar en fila aparte los aportes gue sean en efectivo.

2) Indicar l1a modalidad de pago del aporte en efectivo de la contraparte

3) FE1100% de los aportes en efectivo, tanto de la UNC como de la IC deben ser aportado
en el primer afio del subsidio, pudiendo en el caso de 1a IC proponer alguna alterpativa
de pago en cuotas dentro de los primeros 12 meses a contar desde la firma del convenio.
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El aporte en efectivo de Ia IC se hard mediante depésito o transferencia bancaria de Ia
siguiente manera: $ 17.000 seran depositados el mismo mes que se firme el convenio, $
17.060 seran depositados en el mes 6 posterior a la firma del convenio y $ 16.000 seran
depositados en el mes 12 posterior a Ia firma del convenio, completando asi el depésito de
los § 50.000 pesos dentro de los primeros 12 meses a contar desde la firma del convenio.

El aporte de los otros $50.000 de la IC se realizara de la siguiente manera:

Salario en gestién y direccion, socio gerente Lopez Jorge Alberto: $ 12.000.

Salario en ejecucién y direccion técnica, Ing. Agrénoma Maria Emilia D'Olivo: $ 10.000.
Insumos de traslados: $6.400.

Servicios a campo: $ 10.000.

Insumos para trabajo de laboratorio: $ 11.600.

Los recursos financieros solicitados a Ia SeCyT y los aportes en efectivo de la IC serdn
utilizados para:

- Compra de insumos: medios de cultivo, material plastico (capsulas de petri, tips, ansas,
etc), drogas solidas y solventes, oligonucledtidos, ADN polimerasa, deoxinucleotidos, y
demas insumos necesarios para el aislamiento y caracterizacion de cepas bacterianas,
insumos para las pruebas en camara de germinacién e invernadero, y demas insumos
necesarios para la realizacion del plan propuesto (3 160.000).

- Servicios no personales: servicio de secuenciamiento de fragmentos de ADN y de
genomas completos ($ 40.000).

8. CARACTERISTICAS DEL PROYECTO

8.1 Introduccidén (mdximo 800 palabras)

El uso continuo e intensive de agroquimicos, ademas de ser costoso, es ecolbgicamente
perjudicial para la bidsfera y por lo tante insostenible a mediano vy large plazo. Para una practica
agricola sostenible, una estrategia que ha demostradoe su efectividad, es utilizar microorganismos
naturales del suelo (bacterias, hongos, ete.) que aumenten la capacidad de absorcién de nutrientes,
la eficiencia en el uso del agua y mejor en la sanidad de los cultivos (1, 2). Entre estos potenciales
microorganismos de suelo, las bacterias conocidas como promotoras del crecimiento de plantas
(PGP, Plant Growth Promoting) pueden ser utilizadas para mejorar la salud de las plantas y
promover su tasa de crecimiento sin contaminacion quimica ambiental {1, 3, 4). Los mecanismos
a través de los cuales las bacterias PGP ejercen su efecto sobre las plantas, incluyen la regulacién
del equilibrio hormonal y nutricional, la induccién de resistencia contra los patégenos de las
plantas y la solubilizacién de nutrientes para una facil absorcién. Ademas, las bacterias PGP
muestran interacciones sinérgicas v antagonistas con microorganismos dentro de la rizosfera.
Algunas bacterias PGP ya se utilizan para la producciéon de inoculantes en forma comercial, e
incluyen los géneros Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter, Klebsiella, Azobacter, Variovorux,
Azospprillum y Serratia, entre otras (1, 4). Sin embargo, el éxito del uso de estas bacterias en
aplicaciones agroindustriales es un tanto aleatorio, debido a que su efectividad depende de
multiples factores ,tales como: su supervivencia en el suelo; la compatibilidad con el cultivo que
se inocula; la capacidad de interaccion con la microflora local en el suelo; la composicion
quimica del suelo; los mecanismos de accidn de cada bacteria PGP; y de los factores ambientales,
entre ofros {5, 6).
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La empresa participante de este proyecto, Laboratorios Lopez S.R.L, se especializa en la
produccion y comercializacién de inoculantes para soja, garbanzo, maiz, trigo, alfaifa y papa;
productos que estin basados en formulaciones que contienen cepas bacterianas de
Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium ciceriy, Sinorhizobium meliloti o Azospirillum brasilense.
Esta empresa tiene como objetivo central la mejora continua de sus productos, tanto en aspectos
vinculados a la efectividad como en el espectro de los cultivos a tratar. Actualmente tiene especial
interés en desarrollar inoculantes a base de Pseudomona spp., fundamentalmente para gramineas
como maiz y ingoe, y también para ofros cultives como papa, arroz v girasol. Las bacterias PGP
promueven el crecimiento de las plantas tanto por via directa, facilitando la adquisicion de
recursos(nitrgeno, fésforo y minerales esenciales) o modulando los niveles hormonales de las
plantas; como por via indirecta, disminuyendo los efectos inhibitorios de diversos patdgenos
sobre el crecimiento y desarrollo de las plantas, en formas de agentes de control biolégico.
Algunas de las razones para utilizar bacterias del género Pseudomonas spp. para el desarrollo de
inoculantes son (7):

- Pueden colonizar no especificamente a muchas especies de plantas y adaptarse eficazmente a
diferentes ambientes planta-suelo-microbioma.

-Producen moléculas insecticidas.

- Son capaces de producir y secretar antimicrobianos para luchar contra bacterias, comycetes y
hongos fitopatogenos del suelo.

- Pueden producir y secretar una serie de enzimas (liasas, proteinasas y quitinasas) que
contribuyen al biocontrel hidrolizando las paredes celulares de hongos, suprimiendo importantes
enfermedades fiingicas y bacterianas.

- El fésforo, que es el segundo nutriente limitante para el crecimiento de las plantas, esti
abundantemente disponible en los suelos pero la mayor parte estd en una forma insoluble. Las
bacterias de género Pseudomonas son muy buenas solubilizadoras de fosfato mediante la accién
de acidos orgénicos de bajo peso molecular y/o por la accidén de diferentes fosfatasas.

- El hierro es otro elemento esencial para la vida de las plantas yen los suelos se encuentra
principalmente bajo la forma de hidréxidos y oxihidréxidos insolubles. Las bacterias del género
Pseudomonas son capaces de secretar queladores de hierro conocidos como siderdforos, y las
plantas asimilan el hierro de los siderdforos bacterianos mediante diferentes mecanismos.

- Son capaces de sintetizar la fitohormonaauxina (dcido indol-3-acético / AIA). El ATA estimula
la germinacion de semillas y tubérculos; aumenta la tasa de desarrollo del xilema y de las raices;
inicia la formacioén de raices aterales y adventicias; media las respuestas a la luz, gravedad y
florecimiento; afecta a la fotosintesis, formacién de pigmentos, biosintesis de diversos
metabolitos y resistencia a condiciones estresantes; aumenta el area superficial v la longitud de la
raiz, y proporciona asi a la planta un mayor acceso a los nutrientes del suelo.

- Pueden producirl-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) deaminasa que facilita el
crecimiento y desarrollo de la planta disminuyendo los niveles de efileno, induciendo tolerancia a
la sal ¥ reduciendo el estrés por sequia en fas plantas. También produce el alargamiento de la raiz
de la planta, la promocion del crecimiento de los brotes, el aumento de la nodulacidn rizobial y la
captacion de N, P y K, entre otras.
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8.2 Objetivos (mdximo 200 palabras)

El Objetivo General del presente proyecto es el desarrollo de inoculantes a base de cepas del
género Pseudomonas, para mejorar los niveles de produccién y rentabilidad de diferentes cultivos
de importancia regional. Los Objetivos Especificos del presente proyecto son:

1- Aislamiento y caracterizacién de cepas de Pseudomonas spp. con funcionalidad especifica para
la promocién del crecimiento vegetal y/o proteccion contra fitopatdgenos.

2- Realizacion de pruebas en invernadero con las cepas seleccionadas.

3- Realizacidn de pruebas a campo con lag cepas seleccionadas.

4-Desarrollo de los procesos biotecnolégicos para los cultivos v las formulaciones de inoculantes
con la(s) cepa(s) bacteriana(s) seleccionada(s). '

8.3 Desarrollo del proyecto (maximo 600 palabras)

1- Aislamiente y caracterizacion de cepas de Pseudomonas spp..

Las muestras para el aislamiento de cepas seran exiraidas en diferentes regiones, teniendo en
cuenta diversos aspectos (composicion quimica del suelo, cultivo sembrado; uso o no de
fertilizante quimico, inoculacién previa, etc). Las muestras obtenidas de la rizdsfera, la
endorizosfera y el suelo a granel serdn sembradas en medios de cultivo que ademds del promover
el enriquecimiento de Pseudomona spp. (8) seleccionen otra(s) caracteristica(s) de interés
(capacidad para solubilizar fosfato, de producir enzimas extracelulares, sideréforos, etc). Se
seleccionaran las cepas que muestren las mejores caracteristicas v se analizaran individualmente
otros fenotipos de mterés siguiendo protocolos ya descriptos en la literatura (9 y 10)
(Solubilizacidon de fosfatos, produccién de AIA, produccion de siderdforos, actividad antifingica,
produccion de enzimas extracelulares, produccién de bacteriocinas, etc). Estos anélisis se haran
en forma comparativa con cepas comerciales de Pseudomonas spp.. Finalmente se seleccionaran
las cepas que presenten las mejores caracteristicas de interés en forma individual o combinadas y
se analizardn genéticamente (por PCR para fragmentos especificos y/o por secuenciamiento del
genoma completo).

2- Realizacién de pruebas en invernadero con las cepas seleccionadas.

Las pruebas con las cepas seleccionadas en camara de germinacién e invernaderos seran
realizadas en paralelo junto con cepas comerciales utilizando como soporte de cultivo un medio
artificial (arena, vermiculita, etc), un medio natural esterilizado (tierra estéril) y/o un medio
natural salvaje (tierra sin esterilizar). La tierra podrd a su vez tener diferentes caracteristicas
fisico-qunimicas. En el soporte artificial, los cultivos podran ser irrigados con soluciones nutritivas
completas o de analisis (conteniendo un alto porcentaje de fosfato insoluble o de hierro no
bicdisponible, etc). Los ensayos en cémara de germinacién e invernadero nos permitiran
determinar diferentes pardmetros (porcentaje y tiempo de germinacion, velocidad de crecimiento,
peso héimedo v seco de las raices y los brotes, niimero y color de las hojas, longitud de los brotes,
estructura de la raiz, crecimiento vertical y lateral de la raiz, etc). Los ensayos se realizaran
siguiendo los protocolos ya establecidos por la empresa participante para analizar los inoculantes
que actualmente produce.

3- Realizacion de prucbas a campo.
Las pruebas a campo se realizaran inicialmente con solo una o dos cepas seleccionadas,

utilizando como controles cultivos sin inocular o cultivos inoculados con alguna cepa comercial.
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Estos ensayos serdn realizados siguiendo los protocolos ya establecidos por la empresa
participante para analizar los inoculantes que actualmente produce. Estos ensayos permitirin
determinar el efecto de las cepas seleccionadas en condiciones reales y permitirdn medir todos los
parametros de interés (rinde final del cultivo, sanidad y tamaiio de las plantas, caracteristicas de
las raices, efc). Esperamos aislar cepas que o bien mejoren los rendimientos en diferentes
condiciones de interés (diferentes composiciones del suelo, diferentes cultivos, etc), o bien
mejoren los rendimientos en condiciones particulares [un cultivo especifico, la escasez de algin
nutriente (fosfato, hierro, etc) o presencia de algiin patégeno, ete].

4- Desarrollo de inoculantes.

El desarrollo de los procesos biotecnoldgicos para la generacion de los inoculantes con la(s)
cepa(s) bacteriana(s) seleccionada(s) se realizard signiendo la estrategia general que la empresa
participante utilizd para el desarrollo de los inoculantes que actualmente comercializa. El grupo
de tmvestigacion participante aportara la experiencia de més de [5afios de investigacion en
sistemas de estabilidad genética de bacterias (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) para
garantizar la estabilidad genética v la maxima calidad de los inoculantes que se desarrollen.

8.4 Importancia de la innovacién y transferencia (mdaximo 300 palabras)

El presente proyecto permitira el trabajo articulado enfre los investigadores/docentes
universitarios y los profesionales pertenecientes a una smpresa local, de capitales nacionales, con
el objetivo de desarrollar un producto innovador de alto impacto para la produccion agricola. Sin
lugar a dudas este proyecto permitird integrar Ios conocimientos y capacidades para desarrollar en
forma conjunta, un inoculante de importancia comercial. Es destacable que para el logro de los
objetivos planteados se requiere de un considerable conocimiento bésico en microbiologia en
general y del microorganismo que s¢ pretende seleccionar de manera particular, pero también es
de suma importancia todo el conocimiento y la experiencia industrial para poder lograr el
desarrollio de un producto inrovador.

8.5 Factibilidad de la Transferencia (madximo 300 palabras)

Del grupo de investigacion participante, ¢l Dr. José L. Barra y el Dr. Carlos E. Argarafia,
tienen mas de 15 afios de experiencia en microbiologia molecular y estabilidad genética de las
bacterias Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa; la Dra. Agustina Godino posee mas de 7
afios de experiencia en microbiologia molecular de Pseudomonas, principalmente de cepas
potencialmente promotoras del crecimiento de plantas; la Farm. Marilla Amaranto, el Lic Javier
Nicolas Garay Noville y la Lic. Tatiana Guendulain, son todos becarios Doctorales del Dr. Barra
y tienen considerable experiencia en biologia molecular y microbiologia molecular; en relacion a
la Dra. Mariana Nufez (Directora de la Unidad de Vinculacién Tecnoldgica) y al Bioq. Martin
Der Ohannesian (Coordinador del 4rea de Microbiologia) ambos tienen una extensa trayectoria
profesional en el ambito del CEQUIMARP trabajando articuladamente en actividades y proyectos
vinculados con sectores socio-productivos. A su vez, la empresa participante, Laboratorios Lopez
S.R.L, tiene mas de 15 afios de experiencia en la produccidén y comercializacién de inoculantes.
Teniendo en cuenta el objetivo del presente proyecto v la experiencia de los integrantes del
equipo que solicitan el presente subsidio, consideramos altamente factible que el proyecto se
concrete exitosamente. )





A UNC Universidad SECYT | Secretaria
i Nacional Ciencla y
% Reforma

de Cdrdoha 1918 2018 Tecnologia

8.6 Infraestructura disponible en la UNC y en la institucién contraparte

El Departamento de Quimica Biolégica - CIQUIBIC (FCQ, UNC) cuenta con una sala de
microbiologia con dos mesas de flujo laminar, espectrofotémetro y microcentrifuga. También
posee estufas de cultivo microbiano y sistemas termostatizados de crecimiento con agitacién
(shakers), freezers -80°C, microscopios, equipos para PCR y demas elementos necesarios para el
aislamiento y caracterizacién de cepas bacterianas. El CEQUIMAP cuenta con espacios de
laboratorio, equipamiento y recursos humanos divididos en cinco dreas técnicas, una de ellas estd
destinada de manera especifica a la realizacién de actividades en el campo de 1a microbiologia, la
cual se utilizara para realizar parte del presente proyecto. La Institucién Contraparte (Laboratorios
Lopez S.R.L.) cuenta con cAmara de germinacion e invernadero completamente equipados para la
realizacion de andlisis de semillas e inoculantes. También posee toda la infraestructura necesaria
para la preduccién de inoculantes bacterianos en forma comercial.

8.7 Plan de trabajo (detallar metas y actividades, maximo 1500 palabras)

1- Aislamiento y caracterizacion de cepas de Pseudomonas spp. con funcionalidad especifica para
la promocién del crecimiento vegetal y/o proteccién contra fitopatdgenos.

Las muestras para el aislamiento de las cepas serdn extraidas en diferentes regiones, teniendo
en cuenta diversos aspectos tales como: composicion quimica del suelo; el cultivo sembrado; si se
ha fertilizado o no quimicamente vy st se ha inoculado o no previamente, entre otros factores. Se
extraeran muestras variadas para tratar de incrementar la diversidad de los microorganismos
presentes y su variabilidad genética. Con el objetivo especifico de aislar cepas de Pseudomonas
spp., las bacterias obtenidas de la rizbsfera, la endorizosfera y el suelo a granel, serdn sembradas
en medios de cultivo selectivos para el enriquecimiento de este tipo de bacterias (8). También se
utilizardn medios de cultivo que ademas del promover el enriquecimiento de Pseudomonas spp.
permitan seleccionarlas con otra(s) caracteristica(s) de interés, como por ejemplo la capacidad
para solubilizar fosfato, de producir exo-enzimas, o para transformar el hierro del suelo en
biodisponible, entre otros aspectos. Posteriormente se seleccionaran las cepas que muestren las
mejores caracteristicas fenotipicas decrecimiento en los diferentes medios selectivos usados y se
procederd al andlisis individnal de las mismas. Se analizardn, en paralelo junto con cepas
comerciales, diferentes caracteristicas de interés siguiendo protocolos va descriptos en la
literatura (9 y 10) (Solubilizacién de fosfatos, produccién de AIA, produccién de siderdforos,
actividad antifungica, produccién de enzimas extracelulares, produccién de bacteriocinas y
produccién de compuestos volatiles, y capacidad de formar biofilms, entre otras). Finalmente se
seleccionaran las cepas que presenien las mejores caracteristicas de interés en forma individual o
combinadas v se analizardn genéticamente. Inicialmente se analizardn mediante la amplificacidn
de fragmentos especificos de ADN (PCR) y finalmente mediante el secuenciamiento del genoma
completo para la(s) cepa(s) final(es) seleccionada(s).

2- Realizacion de pruebas en invernadero con las cepas seleccionadas.

Las pruebas de las cepas seleccionadas en camara de germinacién e invernaderos seran
realizadas en paralelo junto con cepas comerciales. Los ensayos en invernadero seran realizados
utilizando como soporte de cultivo un medio artificial (arena, vermiculita, etc), un medio natural
esterilizado (tierra estéril) y/o un medio natural salvaje (tierra sin esterilizar). En ¢l caso del uso
de tierra, ésta podrd a su vez ser de diferente origen y por consiguiente tener diferentes
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caracteristicas fisico-quimicas y/o biolégicas (composicién de microorganismos), lo que nos
permitird analizar la capacidad de las diferentes cepas aisladas para promover ¢l crecimiento y/o
proteger la sanidad del cultivo en diferentes tipos de suelos. Los ensayos en tierra también serdn
comparados con los realizados en presencia de fertilizantes quimicos apropiados. En ¢l caso del
soporte artificial los cultivos podran ser irrigados con soluciones nutritivas completas
{(condiciones ideales tedricas de requerimientos nutricionales) o bien con soluciones nutritivas
formuladas para analizar el efecto de parametros puntuales (conteniendo un alto porcentaje de
fosfato insoluble o de hierro no biodisponible, etc). Las condiciones de andlisis precisas serdn
establecidas oportunamente, de acuerdo al némero de cepas seleccionadas v a las caracteristicas
especificas de las mismas. Los ensayos en cdmara de germinacidn e invernadero nos permitirdn
determinar, entre otros pardmetros, el porcentaje y tiempo de germinacién, la velocidad de
crecimiento, el peso hiimedo y seco de las raices y de los brotes, el niimero y color de las hojas, la
longitud de los brotes, estructura de las raiz, el crecimiento vertical y lateral de la raiz, etc. Los
ensayos se realizaran siguiendo los protocolos ya establecidos por la empresa participante para
analizar los inoculantes que actualmente produce. También la empresa brindaré el servicio de
analisis del suelo, para corroborar la presencia en los suelos de los diferentes compuestos de
interés para la actividad experimental.

3- Realizacién de pruebas a campo con las cepas bacterianas seleccionadas.

Se solicitardn todos los permisos necesarios y se cumplirdn todas [as normas vigentes a los
fines de poder realizar las pruebas a campo con las cepas bacterianas aisladas.

A diferencia de las pruebas en cdmara de germinacién e mvernadero en donde se puede
analizar un ndmero considerable de cepas bacterianas, para las pruebas a campo se planea
inicialmente analizar solo una o dos cepas bacterianas. Los ensayos a campo seran realizados
utitizando como controles cultivos sin inocular o cultivos inoculados con alguna cepa comercial.
Los ensayos a campo seran realizados siguiendo los protocolos ya establecidos por la empresa
participante para analizar los inoculantes que actualmente produce. Estos ensayos permitirdn
realizar la observacién del efecto de las cepas seleccionadas en condiciones reales y permitiran
medir todos los parametros de interés, entre los que obviamente se destaca ¢l rinde final del
cultivo vy todos los pardmetros relacionados al mismo (sanidad v tamafio de las plantas,
caracteristicas de las raices, etc). Esperamos a partir de los diferentes métodos de aislamiento,
analisis y seleccion, obtener cepas bacterianas gue o bien mejoren los rendimiento sen diferentes
condiciones de interés (diferentes composiciones del sueclo, diferentes cultivos, etc), o bien
mejoren los rendimientos en condiciones particulares (un cultivo en particular, una condicién en
particular como por ejemplo escasez de algin nutriente (fosfato, hierro, etc) o presencia de algin
patdgeno, etc).

4- Desarrolio de los proceso biotecnoldgicos para los cultivos y las formulaciones de inoculantes
con la(s) cepa(s) bacteriana(s) seleccionada(s).

El desarrello de los procesos biotecnologicos para [a generacidn de los incculantes con la(s)
cepa(s) bacteriana(s) seleccionada(s) se realizara siguiendo la estrategia general que la empresa
participante utiliz6 para el desarrollo de los inoculantes que actualmente comercializa. Ademas, el
grupo de investigacién participante aportard la experiencia de mas de 15afios de trabajo de
investigacién en sistemas de estabilidad genética de bacterias (Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosq) para garantizar la estabilidad genética de las cepas seleccionadas y de esta manera la
méaxima reproducibilidad en la calidad de los inoculantes que se desarrollen.
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