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	3.  PLAN DE INVESTIGACIÓN



3.1 Resumen

La agricultura y la producción de alimentos, constituyen uno de los pilares fundamentales en la economía mundial y el sustento principal para la vida humana. Las adversidades bióticas de los cultivos son una de las principales causas de pérdidas de rendimientos en la producción agropecuaria, y  entre ellas,  los hongos fitopatógenos son responsables de causar  más del 80  % de las enfermedades.
Desde hace años, para combatir los patógenos vegetales, se han utilizado plaguicidas de carácter químico sintético, causando en algunos casos, efectos nocivos  en el medio ambiente tales como contaminaciones de agua, suelo, pérdidas de la biodiversidad microbiana beneficiosa e incluso la salud animal y humana se han visto afectadas por este tipo de compuestos. La experimentación de agentes bioracionales y el uso de antagonistas microbianos para el manejo de enfermedades vegetales de etiología fúngica, se está incrementando. Actualmente la investigación para mejorar la sostenibilidad de los sistemas de producción agrícola y reducir el uso de pesticidas ocupa un lugar destacado en las agendas de los organismos  e instituciones relacionados con la Sanidad Vegetal y el manjejo de las plagas y enfermedades de impacto económico.
Por esta razón, es estratégico diagnosticar la presencia de organismos fitopatógenos nuevos y/o emergentes  potenciales devastadores sobre cultivos emblemáticos, que pueden provocar graves problemas fitosanitarios.  Asimismo, establecer las pautas de manejo para mitigar sus efectos desde un punto de vista agroecológico y compatible con la preservación del medio ambiente.
El proyecto se centrará en el diagnóstico de enfermedades fúngicas nuevas y/o emergentes en cultivos de importancia agronómica, la caracterización de sus agentes causales, la dinámica del proceso infeccioso, epidemiología de la enfermedad,  y  el uso de agentes bioracionales para su manejo sanitario.
La metodología de trabajo serán visitas a campo para detectar problemáticas “in situ”, ensayos in vitro  bajo  condiciones controladas de laboratorio y ensayos con plantas bajo invernáculo/ condiciones controladas.
Los resultados derivados del proyecto aportarán información novedosa y de impacto frente a  nuevas problemáticas fitosanitarias dentro del contexto de una agricultura sustentable y  con un enfoque de control amigable y respetuoso del ambiente.


3.2 Palabras claves:  hongos fitopatógenos- biocontrol-manejo de  enfermedades de las plantas-patógenos de semillas


3.3 Estado actual del conocimiento sobre el tema 

Dentro de las adversidades bióticas de los cultivos, los   hongos fitopatógenos ocupan más del 80 %. Sus efectos pueden ser devastadores, ocasionando graves pérdidas económicas al reducir significativamente la producción, rendimiento y calidad de las cosechas en la mayoría de los cultivos de importancia agronómica y alimenticia.
De allí la importancia de estudiar las enfermedades nuevas y emergentes de reciente aparición en diversos cultivos agrícolas de importancia agronómica, su etiología, epidemiología y manejo fitosanitario. De esta forma, se pueden preveer futuras epifitias y la dispersión indeseada de nuevas patologías a áreas libres de la enfermedad.
En este proyecto se  incluirá el estudio de las patologías fúngicas de dos cultivos ya en estudio por  este grupo de trabajo.
En el caso de la vid, se detectó una nueva enfermedad fúngica en viñedos a campo en colaboración con el grupo de trabajo de la UIB (Universitat de les Illes Balears), España. Dicha nueva patología  está actualmente bajo estudio para arribar  al diagnóstico certero  de su etiología por medio de la caracterización molecular de su presunto agente causal, el hongo Sclerotinia sclerotiorum que de ser confirmado,  se citaría por vez primera  causando cancros y tizón de brotes en viñedos en España.
Por otra parte,  en trigo, el hongo Pyricularia oryzae patotypo triticum se detectó  por primera vez en  Argentina causando Wheat Blight y viene siendo estudiado desde 2015 a la fecha. Esta nueva enfermedad produce hasta 100% de pérdidas de producción  de trigo por epifitias devastadoras y se ha dispersado en pocos años desde el continente americano alcanzando áreas productoras de Asia y Africa dando cuenta de su capacidad de dispersión a través de semillas contaminadas.
En Argentina, las condiciones climáticas favorables de nuestra área agroecológica y las actividades antrópicas podrían propagar estas dos enfermedades a nuevas áreas con riesgo y perjuicio económico y social. Por esta razón, dichas enfermedades y sus agentes causales son particularmente consideradas en este proyecto. 
Para estas y otras enfermedades fúngicas, los enfoques de control se han centrado principalmente en el uso de fungicidas sintéticos. Sin embargo, su eficacia puede limitarse por el rápido desarrollo de resistencia a éstos compuestos. Además, los productos químicos son costosos, no están fácilmente disponibles para los agricultores en pequeña escala, y tienen efectos perjudiciales sobre el medio ambiente, y la salud de los agricultores y los consumidores, depredadores y parasitoides beneficiosos. 
Para utilizar un manejo integrado de plagas y enfermedades, las nuevas estrategias coinciden con la creciente preocupación social por las consecuencias del uso de fungicidas en la salud y el medio ambiente (Deverall, 1995).
En este contexto, nuevos productos químicos naturales derivados de las plantas ofrecen un alcance similar al de los químicos sintéticos, son relativamente seguros, fácilmente biodegradables y respetuosos del medio ambiente (Arya y Perelló, 2010). 
[bookmark: _Hlk143268312]Su experimentación, y la de otros agentes bioracionales tales como el uso de nanopartículas de Zn y el empleo de biocontroladores para el manejo de enfermedades y la promoción del vigor y crecimiento vegetal se está incrementando en virtud de una investigación comprometida con el cuidado del ambiente, mejorar la sostenibilidad de los sistemas de producción agrícola y reducir el uso de pesticidas químicos sintéticos.
El uso y aplicación de nanopartículas metálicas en la agricultura ha sido exitosa ya que estimulan su crecimiento, rendimiento y calidad comercial (Prasad et al., 2014). Inducen el estrés oxidativo en las plantas (Chandra et al., 2020) y tienen influencia en la actividad fotosintética y antioxidante (Kumar et al., 2020). El zinc, es un micronutriente esencial para las plantas y los seres humanos. Para el caso del zinc en las plantas, este es un micronutriente involucrado en la síntesis de proteínas, es un agente estabilizador para las membranas de amplia propagación y alargamiento celular (Mousavi et al., 2014), mantienen una protección contra el estrés ambiental (Sturikova et al., 2018), y ayuda a la adaptabilidad a las  condiciones ambientales (Cakmak, 2017). La aplicación de las Nanopartículas de óxido de zinc (NPs ZnO), han demostrado tener efectos positivos sobre parámetros nutricionales y fisiológicos en algunos cultivos (Rizwan et al., 2018), además de incrementar su contenido en la parte comestible de la planta (Subbaiah et al., 2016), estos cambios pueden inducir estrés y toxicidad en las plantas y estimular los sistemas antioxidantes (GarcíaGómez et al., 2017).
Profundizar los estudios sobre el uso de estas técnicas aplicadas al  manejo de adversidades  se enrola dentro de nuevas herramientas sustentables en el contexto de una agricultura ecológica.

3.4 Objetivos e hipótesis de la investigación

Objetivos: 
- Profundizar los estudios ya iniciados en los patosistemas vid- S. sclerotiorum y cereales- Pyricularia oryzae en particular.
- Iniciar estudios en otros patosistemas fúngicos a partir de enfermedades nuevas y/o emergentes de interés.
-Evaluar el potencial efecto de sustancias naturales derivadas de plantas, aplicación de nanoparticulas y agentes de biocontrol para el manejo de enfermedades fúngicas en diferentes cultivos y evaluar su efecto en la promoción del crecimiento de plantas.

 
Hipótesis de trabajo:

-Existen enfermedades fúngicas nuevas y emergentes de gran potencial destructivo detectadas recientemente en cultivos emblemáticos, aún no diagnosticadas ni debidamente caracterizadas o valoradas como riesgo sanitario para la producción.
- Existen nuevas herramientas de manejo fitosanitario para el control de dichas enfermedades amigables con el medio ambiente y que aportan además, beneficios como promotores del crecimiento vegetal.

Metodología y Desarrollo del Trabajo 

El análisis de las muestras de tejido vegetal enfermo se realizará siguiendo las técnicas fitopatológicas de rutina, a saber: cámara húmeda, aislamientos con desinfección de material, cultivos en medios agarizados, observación microscópica y caracterización morfobiométrica de los agentes causales mediante microscopía.
Las observaciones microscópicas serán complementadas por el empleo de técnicas moleculares para arribar a diagnósticos de certeza y corroborar la taxonomía de los agentes causales.
Se dará cumplimiento a los Postulados de Koch para determinar la asociación  entre los agentes causales y la sintomatología observada.
Se realizarán caracterizaiones in vitro en cajas de Petri con medio APG 2% y los cultivos se mantendrán en cámara de cría bajo condiciones de luz y temperatura controladas.
Se efectuarán pruebas de patogenicidad bajo condiciones  controladas de invernáculo en plantas mantenidas en macetas a partir de las cuales se realizará la observación y descripción de la sintomatología en los diferentes tratamientos de los ensayos programados.
Algunos ensayos previstos consistirán en tratar semillas  y  plántulasc on los antagonistas nanopartículas,  y extractos naturales de plantas. Se emplearán muestras de granos de Trigo (Triticum aestivum L.)  de cultivares comerciales de amplia difusión en la Pcia de Bs As. Se seguirán las normas ISTA (método del blotter test). Se evaluará el porcentaje de germinación de semillas, semillas infectadas, síntomas necróticos de plántulas emergidas y peso fresco. Se determinará el efecto de las sustancias empleadas como biocontroladores y/o,  promotores del crecimiento en planta mediante la medición del contenido de clorofila en hojas, vigor de plántula, peso fresco, área foliar  y peso seco de la parte aérea de cada planta.  Se ponderará la eficacia de control de las sustancias bioracionales testeadas frente a los patógenos target.

Aislamientos fúngicos y condiciones de cultivo
Los cultivos de hongos utilizados se caracterizarán previamente por sus rasgos morfobiometricos, culturales y moleculares. Las placas de Petri se incubarán a 22 ± 2° durante 7 días con la alternancia de ciclos de  12 h luz-oscuridad  para inducir la esporulación. 
Algunos cultivos de los antagonistas que serán utilizados se encuentran en la colección de cultivos de CIDEFI-FCAyF UNLP. La caracterización molecular y los estudios de enfermedades en vid se llevan a cabo en la UIB, España  mediante un convenio de cooperación. En el  INBIOTEC- Mar del Plata  se iniciaron  y desarrollan los ensayos en nanopartículas de aplicación en Cereales.

Tratamiento de semillas
Semillas de diversas variedades comerciales de trigo y cebada serán desinfectadas en superficie con una solución de hipoclorito de sodio (NaOCl) al 1% durante 5 min; lavadas posteriormente  con agua destilada y sembradas en cajas plásticas siguiendo las normas ISTA (2008) utilizando papel de filtro como sustrato.. Se emplearán concentraciones diferentes más un testigo por tratamiento. Se calculará el porcentaje de germinación e índice de velocidad de germinación (IVG) para muestras de  semillas utilizando la fórmula  IVG (Maguire, 1962).
El efecto de los tratamientos sobre  las semillas se evaluará después de 7 días de incubación mediante el recuento del número de plántulas normales, anormales y las plantas muertas según lo recomendado por Seed Testing (Mathur y Kongsdal, 2004). Además, se registrará el manchado, necrosis de radículas y coleoptilos y peso fresco de las plántulas emergidas con el fin de evaluar el efecto de los compuestos en el crecimiento de las plántulas y el vigor de las mismas. (Shafique et al., 2007).
Se realizarán mediciones del contenido de clorofila en las primeras dos hojas de cada planta con Minolta SPAD y se medirá el vigor de plántula, se realizarán mediciones del área foliar y peso seco de la parte aérea de cada planta.



Proceso de infección
Se evaluarán los sitios de infección temprana ocasionados por lel patógeno mediante observación de las plántulas bajo microscopía de fluorescencia.

Comportamiento de cultivares
Se analizará la respuesta visual de cultivares de diferente genealogía y resistencia frente a las enfermedades mediante la determinación del % de severidad registrado y tipo de lesiones. 
 Se realizará la determinación de la producción y expresión de proteínas  PR relacionadas con los mecanismos de defensa mediante PCR. 
Estos dos últimos ensayos se realizaron en el marco de una visita a la RWTH de Aachen, Alemania en 2019 y actualmente se están procesando los datos obtenidos.


Análisis de los datos
Todos los datos obtenidos se analizarán con base en el modelo de varianza (ANOVA) utilizando el software estadístico GenStat. Las medias se separarán mediante la prueba de LSD en P = 0,05.
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	4.  DESARROLLO DEL PROYECTO



4.1 Cronograma de Actividades  
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	Análisis de datos
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	Redacción de informes, artículos o resumen breve.
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	Redacción de trabajos para congresos, seminarios y simposios.
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Comentarios:  Algunas líneas de trabajo están en avanzado estado de ejecución y producción científica activa por haber participado en los ensayos un becario doctoral del CONICET y un tesista doctoral UBA, ambos dirigidos por quien presenta este proyecto.


4.2 Actividades de Transferencia 

Publicaciones derivadas del proyecto a revistas científicas de a especialidad, congresos, workshops y seminarios. Divulgación de resultados.


4.3 Vinculación del proyecto con la actividad docente desarrollada en UCA

Se prevee iniciar una vinculación docente con la asignatura Fitopatología perteneciente al primer cuatrimestre de la carrera Ing. Agronómica.


4.4 Vinculación del proyecto con problemas de la Comunidad
Los hongos fitopatógenos son de gran importancia social porque ocasionan grandes pérdidas económicas en la mayoría de los cultivos agrícolas. El conocimiento de los factores que influyen en la aparición de nuevas enfermedades fúngicas y las estrategias para su control, permitirá conocer con qué rapidez un patógeno puede evolucionar bajo un ambiente determinado evitando sus  consecuencias nocivas. Hoy en día la aplicación de herramientas moleculares, como los marcadores de ADN, permiten tener una mayor confiabilidad en los estudios de las poblaciones de los hongos fitopatógenos y ayudar en su diagnóstico y caracterización. Esto permite tener resultados en un corto tiempo, y por tanto aplicar los conocimientos para lograr un control más eficiente que disminuya las pérdidas económicas en los cultivos agrícolas de importancia alimentaria para la comunidad.
	

	5.  PERSONAL ASIGNADO AL PROYECTO



5.1 Completar la tabla de datos para cada uno de los integrantes en el siguiente orden: Director, Codirector, Investigadores e Investigadores en formación.





5.1.1. Por la UCA

	[bookmark: _Hlk145882626]Función:
	Director

	Apellido y Nombre:
	Perelló, Analía Edith

	Tipo y No. Documento:
	DNI 13713534

	No. de Legajo en UCA:
	57225

	Lugar y Fecha de Nacimiento:
	La Plata, 24 de enero de 1960

	Nacionalidad:
	Argentina-Española

	Domicilio:
	Ruta 215 km 49 Las Malvinas chacra 271, Cnel Brandsen

	TE Particular/celular: 
	221522964

	E -mail:
	analiaperello@uca.edu.ar

	Título de Grado:
	Ingeniera Agrónoma

	Máximo Título Obtenido:
	Dra en Ciencias Naturales

	Cargo Docente:
	-

	Si reviste como investigador en otra Institución (Ej.: CONICET, etc.), consignar: 
	Institución

	Cargo 

	Dedicación


	Función:
	Investigador por proyecto

	Apellido y Nombre:
	Bestercan, Lorena Romina

	Tipo y No. Documento:
	DNI 28.298.683

	No. de Legajo en UCA:
	65995

	Lugar y Fecha de Nacimiento:
	San Martín, Buenos Aires 10/12/1980

	Nacionalidad:
	Argentina - Italiana

	Domicilio:
	General Urquiza 260 2A

	TE Particular/celular: 
	1157038089

	E -mail:
	bestercan@uca.edu.ar

	Título de Grado:
	Lic. En gestión de agroempresas

	Máximo Título Obtenido:
	

	Cargo Docente:
	Asistente

	Si reviste como investigador en otra Institución (Ej.: CONICET, etc.), consignar: 
	Institución

	Cargo 

	Dedicación






	
6.  ALUMNOS COLABORADORES



6.1 Por la UCA 
Se prevee sumar alumnos colaboradores interesados en el proyecto que puedan hacer una experiencia de trabajo final.

Colaboradores Externos: 
· Ing Agr. Iván Martinez,  ex becario doctoral del CONICET con lugar de trabajo CIDEFI_CONICET e INBIOTEC dirigido por quien presenta este proyecto.
· DraVerónica F Consolo, INBIOTEC-Investigadora CONICET con quien se participa en un PICT-CONICET
· Ing. Agr Lucas Nuñez, tesista doctoral UBA-Facultad de Cs Exactas y Naturales. Técnico del SENASA, dirigido en su tesis doctoral por quien presenta este proyecto.
· Dra Catalina  Cabot- UIB Universitat Illes Balears, Mallorca, España con quien se tiene un proyecto en común en marcha
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