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FORMULARIO DE PRESENTACION DE PROPUESTA

PROGRAMA DE FOMENTO A LA INVESTIGACION Y DESARROLLO (I+D) CATEGORIA
CONVOCATORIA DE FOMENTO A I+D (FID) 2017

1.DATOS GENERALES DEL PROYECTO
1.1 Titulo del proyecto:

Caracterizacién y utilizacién de microorganismos rizosféricos inductores de resistencia sistematica para mejorar
la nutricién férrica de plantas de importancia agricola en suelos basicos de Panaméa
1.2 Categoria de Evaluacion Separada por Area Tematica (solo debe marcar un casillero):

D A. Ciencias Naturales (Quimicas y Bioldgicas) y Ciencias de la Tierra |Z D. Ciencias Agricolas
D B. Ingenieria y Tecnologia, Ciencias Fisicas y Matematicas D E. Ciencias Sociales, Humanisticas, Administrativas y Econémicas
|:| C. Ciencias Médicas y de la Salud |:| F. Otras ramas de la Ciencia- (especifique)

Nota: Para facilitar su seleccién, ver Listado de Clasificacion de las Ciencias y temdticas prioritarias, documento publicado con esta convocatoria.

1.3 Modalidad de aplicacion (solo debe marcar un casillero:

|:| A. Modalidad de Investigadores
|:| B. Modalidad de Grupos de Investigacién
IZ C. Modalidad de Colaboracién Internacional

1.4 Monto a financiar por la SENACYT: 1.5 Monto a financiar por otras fuentes (inclusive aportes en especie)

B/.120,000,00 B/. 3000.00

1.6 Fecha tentativa para inicio de ejecucion de la propuesta | 1.7 Periodo de duracion de la propuesta (en meses)

(dd/mm/aaaa):
24 meses
01/06/2018
Nota: Fecha posterior a octubre de 2017 Nota: Maximo de 24 meses

1.8 Descripcion breve de la propuesta. Antecedentes. Hipdtesis. Objetivos. Resultados esperados.
(Méximo 150 palabras)
El hierro es un elemento abundante en el suelo, pero su absorcion por las plantas es problematica
debido a su baja solubilidad en suelos basicos, abundantes en muchas regiones aridas y
semiaridas del mundo, asi como en la peninsulade Azuero. Su deficiencia provoca estrés abiético.
Su regulacidon no es totalmente conocida, pero en plantas dicotiledoneas se han descubierto
activadores como el etileno y el 6xido nitrico y represores como el hierro floeméatico. Las plantas
también desencadenan respuestas defensivas cuando son sometidas a estreses biédticos,
provocados por agentes biol6gicos. Algunas de ellas son localizadas, mientras que otras son
sistémicas y se manifiestan en zonas alejadas de la atacada, este es el caso de la Respuesta
Sistémica Inducida (ISR), esta es provocada por microorganismos beneficiosos, rizobacterias y
hongos, que habitan larizosferay que inducen respuestas defensivas en la parte aérea, las cuales
protegen a las plantas de agentes bioldgicos perjudiciales.

1.9 Palabras clave (son palabras que orientaran a la SENACYT para el proceso tje evaluacidn) }
ETILENO, HIERRO, MICROORGANISMOS, OXIDO NITRICO, PLANTAS, RESISTENCIA SISTEMICA
INDUCIDA, RIZOSFERA, SUELOS BASICOS

2. DATOS GENERALES DE LOS PROPONENTES (ASEGURARSE QUE LOS DATOS SEAN ACTUALIZADOS Y VALIDABLES)
2.1 Entidad proponente (institucion de adscripcion del responsable del proyecto)

2.1.1 Nombre de la entidad: Instituto de Investigacién 2.1.4 Persona de contacto:

Agropecuaria de Panamé Rito Humberto Herrera Vega
2.1.2 RUC o ndmero de identificacion: 2.1.5 Teléfono (fijo y movil):
8NT-1-12563-DV56 9977121 (fijo) 65716521 (movil)
2.1.3 Nombre del representante legal: 2.1.6 Correo electrénico:

Axel Villalobos rhhv76@yahoo.es

2.2 Administrador de fondos de la propuesta (persona natural o juridica que firmara el contrato) si aplica

2.2.1 Nombre Legal (tal cual aparece en la cedula o en el registro publico):
Axel Villalobos

2.2.2 RUC o numero de identificacion: 2.2.5 Persona de contacto (solo para persona juridica):
8-227-180
2.2.3 Nombre del representante legal: 2.2.6 Cédula:
Axel Villalobos 8-227-180
2.2.4 Correo electrénico: 2.2.7 Teléfonos de entidad de contacto (fijo y movil):
Villalobos.axel@gmail.com 500-0519
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2.3 Investigadores que participan en el proyecto (si es necesario, aiiadir filas)
Nombre de Colaboradores Motivo de la alianza y actividades a desarrollar en el proyecto

Aislamiento y caracterizacion bioquimica y microbiolégica de microorganismos
Rito Humberto Herrera Vega (Investigador Principal) rizosféricos. Estudiar el efecto de la concentracion de Fe en las respuestas a deficiencia
de Fe provocadas por microorganismos.

Estudiar el papel en la nutricién férrica de cepas y especies de microorganismos. ISR
José Ramos Ruiz Co- IP1
relacionadas con las ya conocidas, pero aisladas de suelos basicos

Estudiar el papel de los factores de transcripcion FIT(FER) y bHLH38 en las respuestas a
deficiencia de Fe provocadas por microorganismos. IS. Estudiar el efecto de la
Francisco Javier Romera Co-IP2
concentracion de Fe en las respuestas a deficiencia de Fe provocadas por

microorganismos. ISR

Esteban Alcantara Co-IP3 Estudiar el papel en la nutricion férrica de microorganismos ISR ya conocidos.

Coloque aqui el Nombre del Co-IP 4

2.4 Programas y/o concursos en los que ha participado el proponente y los investigadores de la propuesta

Nombre del programa o Nombre de la propuesta Pais Fue Monto solicitado % de Fecha
concursos aprobado colaboracién (dd/mm/aaaa)
Area tematica (si o no) enla
propuesta

Ingreso al Sistema

Nacional de | Investigador ) .
o ] Panama | si 21600.00 100% 10/8/2014
Investigacion (SNI)- | Nacional |
Rito Herrera
Jornadas de
) actualizacion en
Innovacion al sector ) ) .
) ) Microbiologia i )
agropecuario. Rito . Panama si 13000.00 50% 21/11/2016
Agricola y
Herrera ]
Ambiental: un
enfoque sinergista
Aislamiento,
identificacion y
caracterizacion de
microorganismos
Insercion de talento | antagonistas y
especializado ITE 2017, | Promotores de | panama | si 48000.00 100% 20/10/2017
crecimiento en
Rito Herrera cultivos agricolas
en la Provincia de
Coclé y Panamé
Oeste.
Ingreso al Sistema
Nacional de | Investigador i )
Panaméa | si 21600.00 100% 1/10/2017

Investigacion (SNI). | Nacional |
Rito Herrera

Gene interaction

networks and
GEN2006-27748-C2-2- ) )
models of cation | Unién

E/SYS José Ramos ) ) Si 228000.00 100% 28/02/2010
; homeostasis in | Europea
Ruiz

Saccharomyces

cerevisiae.

Interaccion del

etileno con otras

sefiales  en la
AGL2013-40822-R. regulacion de las
Fransisco Javier | respuestas a la | Espafia si 142000.00 100% 31/12/2016
Romera deficiencia de

hierro, fésforo vy
azufre en plantas

dicotiledéneas

2.5 Ubicacion geografica de la propuesta

Provincia/Comarca Distrito Corregimiento Lugar
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2.6 Area geografica de impacto de la propuesta
Provincia/Comarca Distrito Corregimiento Lugar
Coclé Aguadulce Aguadulce Aguadulce
Chiriqui Baru Bart Bart
Panama Chepo Chepo Chepo

propuesta)

3.LISTA DE VERIFICACION DE DOCUMENTOS DE PRESENTACION DE LA PROPUESTA
NOTA IMPORTANTE: Todos los documentos de la propuesta y anexos deben ser entregados consolidados en UN SOLO ARCHIVO O DOCUMENTO EN
FORMATO DIGITAL (PDF) y en el orden indicado (todos los documentos de caracter obligatorio, la omision de alguno invalida la presentacion de su

D Formulario de solicitud debidamente lleno

Anexo 1:

|:| Resumen ejecutivo publicable (Antecedentes. Hipétesis. Objetivos.
Listado de la metodologia a emplear, Resultados y Productos
esperados)

|:| Descripcidn técnica del proyecto que incluya (maximo de 10 paginas):
1.  Titulo del proyecto

Antecedentes de la propuesta

Justificacion y problema a investigar

Pertinencia en relacién con el Plan Estratégico Nacional de

Ciencia, Tecnologia e Innovacién (PENCYT) 2015-2019.

Impacto esperado

Objetivos (general, especificos)

Colaboradores del proyecto

Metodologia (materiales, métodos y actividades)

Resultados esperados (cientificos, tecnoldgicos, entre otros.)
10. Productos cientificos esperados (Publicaciones, graduados,

etc.)

11. Estrategia de divulgacion de los resultados del proyecto
12. Consideraciones especiales (si aplica)

|:| Referencias bibliograficas

Pwn

LN W

Anexo 2:

|:| E. Cronograma de actividades para la investigacién (maximo 1 pagina,
fuente Arial tamafio 11 pt.).

Anexo 3:

|:| Presupuesto completo con sustentacién de cada rubro (maximo de dos
(2) paginas).

Anexo 4:

|:| Versién resumida de la hoja de vida actualizada del investigador
principal y demas investigadores (en el formato indicado por la SENACYT).

Anexo 5:

|:| Dos (2) cartas de referencia académica y/o aval de la experiencia
previa en investigacion

|:| Cartas en que se manifieste compromiso explicito de co-
financiamiento (cuando aplica) y apoyo de cada una de la(s) institucion(es)
y/o empresas relacionadas con el desarrollo de la propuesta, que incluya
la descripcién de cémo realizaran la colaboracién y como se fortaleceran
las capacidades nacionales.

|:| Paz y Salvo de la SENACYT (formulario firmado) del Investigador
Principal, Entidad Proponente y Entidad Administradora de Fondos (si
aplica).
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CON LA ENTREGA DE ESTA PROPUESTA EL PROPONENTE ACEPTA LA OBLIGACION DE CUMPLIR CON LOS TERMINOS Y CONDICIONES INDICADOS EN LA

PRESENTE CONVOCATORIA Y EL REGLAMENTO DEL PROGRAMA (RESOLUCION ADMINISTRATIVA 191 DE 31 DE JULIO DE 2017) DISPONIBLE EN LA PAGINA
WEB DE LA SENACYT,

*  CERTIFCO QUE HE LEIDO Y ESTOY DE ACUERD) CON LOS TERMINOS ¥ CONDICIONES INE/CAIDOS EN LA RESOLUCION ADMIRISYRATIVA 191 DE
31 pE VLD DE 2017.

[x] si C1No

DECLARA Y ACEPTA EL PROPONENTE QUE LA PROPUESTA CON LA QUE PARTICIPA EN LA CONVOCATORIA ES ORIGINAL Y QUE NO HA 5/D0 FINANCIADA

ANTERIORMENTE POR LA SENACYT, BAIO L MISMO U OTRO NOMBRE, O POR OTRO PROPONENTE O POR OTROS ORGANISMOS NACIONALES O
INTERNACIONALES, SIN HABERLO INFORMADO O PUESTO EN CONOCIMIENTO DE LA SENACYT,

*  CERTIFICO QUE LAS DECLARACIONES PRESENTADAS AQUI (EXCLUYENDO HIPOTESIS Y/O OPINIONES CIENTIFICAS, TECNICAS Y DEMAS) SON
VERDADERAS Y ESTAN COMPLETAS.

[x]si 1 No
INVESTIGADOR PRINCIPAL

Nombre: oJd
~ -

Firma: kg L Firma: _Cm

* 7

Fecha; 2.6] AV :‘ Fecha: /%/11/2017

Fctm farmdaria et mAdimn sda T T S
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ANEXOS
RESUMEN EJECUTIVO DEL PROYECTO

En el pasado siglo, y en lo que llevamos del actual, la produccion agricola mundial ha aumentado
considerablemente, en base a la utilizacion de variedades mas productivas, al monocultivo, y al empleo de
fertilizantes y plaguicidas. Sin embargo, en las tltimas décadas, el rendimiento asociado al empleo de fertilizantes
y otros productos quimicos ha ido decreciendo y, ademas, su uso abusivo o inadecuado ha dado lugar a la
aparicion de problemas ambientales, como la eutrofizacion de las aguas continentales (Torrent et al., 2007). Es
por ello, y por la creciente demanda de alimentos y productos agroforestales para una poblacion humana en
constante aumento, por lo que hay que buscar alternativas que, sin renunciar a los efectos favorables de la
fertilizacion tradicional, permitan una producciéon mayor y, a la vez, mas amigable con el medio ambiente. En
relacién con la nutricion de las plantas, dos aspectos que pueden contribuir a esa agricultura mas sostenible son,
por una parte, la obtencién de variedades mas eficientes en la adquisicién de nutrientes y, por otra, un manejo
mas adecuado de larizosfera (Shen et al., 2012). Hay que sefalar que en la rizosfera, la zona del suelo influenciada
por la actividad de la raiz, conviven multitud de microorganismos. Entre ellos, hay algunos que son patdgenos para
las plantas, pero también existen muchos que son beneficiosos, como rizobacterias (“PGPB o PGPR: Plant
GrowthPromoting Bacteria or Rhizobacteria”) y hongos (“PGPF: Plant Growth-Promoting Fungi”), que pueden
incrementar la adquisicién de nutrientes y promover el crecimiento de las plantas (de Zelicourt et al., 2011; Pii et
al., 2015; Verbon y Liberman 2016). A su vez, la capacidad de las plantas para adaptarse a suelos problematicos
y a condiciones estresantes depende, en gran parte, de su asociacion con los microorganismos de la rizosfera
(Yang et al., 2008; de Zelicourt et al., 2011; Hermosa et al., 2012). En este sentido, conviene destacar que en
humanos cada vez se esta valorando y estudiando mas el papel de los microorganismos asociados (microbioma
humano) en la salud.

El hierro (Fe) es un elemento abundante en el suelo pero su absorcion por las plantas es problematica debido a
su baja solubilidad, sobre todo en suelos basicos, abundantes en muchas regiones aridas y semiaridas del Mundo.
En condiciones de deficiencia de Fe, las plantas sufren un estrés abibtico y desarrollan diversas respuestas
morfolégicas Yy fisioldgicas, principalmente en sus raices, para facilitar su adquisicion. Dichas respuestas cesan
una vez las plantas adquieren suficiente Fe. Su regulacidn no es totalmente conocida pero en plantas
dicotiledéneas se han descubierto sustancias que actian como activadoras de las respuestas, caso del etileno y
el 6xido nitrico, y sustancias que actian como represoras de las mismas, caso del Fe floematico. Al igual que
responden a estreses abibticos, las plantas también desencadenan respuestas defensivas cuando son sometidas
a estreses bioticos, provocados por ataques de agentes bioldgicos (patégenos, insectos, etc). Algunas de ellas
son localizadas, restringidas a la zona atacada, mientras que otras son sistémicas y se manifiestan en zonas
alejadas de la atacada. Dentro de estas ultimas, se encuentra la Respuesta Sistémica Inducida (ISR: “Induced
Systemic Resistance”). La ISR esta provocada por microorganismos beneficiosos, rizobacterias y hongos, que
habitan la rizosfera y que inducen respuestas defensivas en la parte aérea, las cuales protegen a las plantas de
agentes hiolégicos perjudiciales. En los Ultimos afos, se ha visto que algunos microrganismos que inducen ISR
también inducen simultaneamente algunas de las respuestas fisiologicas a la deficiencia de Fe en plantas
dicotiledbneas. Esto no debe extrafiar, pues en la activacion de ambos procesos se han implicado sustancias
comunes, como el etileno y el 6xido nitrico, y también factores de transcripcion comunes, como el MYB72.

La participacion de elementos comunes en la activacién de la ISR y de las respuestas a la deficiencia de Fe permite
explicar algunos resultados preliminares que indican que la presencia de algunos microorganismos inductores de
ISR pueden mejorar la nutricion férrica de las plantas dicotiledéneas. Los objetivos principales de este Proyecto
Investigador son, por una parte, profundizar en el conocimiento basico de la interrelacion entre la ISR y las
respuestas a la deficiencia de Fe y, por otra parte, estudiar microorganismos inductores de ISR que se puedan
aplicar a suelos basicos para mejorar la nutricién férrica de plantas dicotiledéneas, evitando asi el uso de quelatos
sintéticos, los cuales son caros y pueden originar problemas ambientales. Este Proyecto enlaza con el papel del
etileno y el oxido nitrico en la regulacion de las respuestas a la deficiencia de Fe. Dado que ambas sustancias
también se han implicado en la regulacion de la ISR, en este Proyecto pretendemos profundizar en los elementos
comunes que comparten las respuestas a deficiencia de Fe y la ISR. La mayoria de los trabajos de investigacion
sobre el uso de microorganismos para mejorar la nutricion férrica suelen ser, o bien muy béasicos, realizados con
plantas de Arabidopsis cultivadas en placas Petri con agar, o bien muy aplicados, sin analizar los mecanismos
implicados. En este proyecto se pretenden abordar ambos aspectos, basicos y aplicados, para lo cual contamos
con un equipo multidisciplinar.
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Descripcion técnica del proyecto (maximo 10 paginas)

Caracterizacién y utilizacion de microorganismos rizosféricos inductores de resistencia sistematica
para mejorar la nutricién férrica de las plantas de importancia agricola en suelos basicos de Panama

1. Antecedentes de la propuesta

Para conseguir el mayor beneficio de los microorganismos rizosféricos en la nutricion vegetal, es necesario
conocer en profundidad los mecanismos utilizados por las plantas para adquirir los nutrientes del suelo vy,
también, los mecanismos implicados en su relaciéon con dichos microorganismos. Hay microorganismos que
pueden establecer simbiosis con las plantas y favorecer la absorcién de elementos, como es el caso de las
micorrizas y el fésforo (P) o las bacterias fijadoras de nitrégeno (N) del género Rhizobium y las leguminosas.
Estos microorganismos simbiontes también pueden afectar la nutricién de otros elementos esenciales para las
plantas (Jin et al., 2014; Gonzalez-Guerrero et al., 2016). Ademas, hay microorganismos que, sin vivir en
simbiosis, pueden afectar la nutriciébn de las plantas, p.ej., mediante la liberacion de compuestos que
contribuyen a la solubilizacion de nutrientes insolubles o modificando la arquitectura y las funciones de la raiz
a través de cambios hormonales (Zamioudis et al., 2014, 2015; Contreras-Cornejo et al., 2015; Pii et al., 2015,
2016; Garcia-Lopez et al., 2016; GarnicaVergara et al., 2016). En relacion a la nutricion férrica, se sabe que la
aplicacién de algunos microorganismos al suelo puede mejorar el contenido de hierro (Fe) de las plantas (de
Santiago et al., 2009, 2013; Zhang et al., 2009) y que la homeostasis del Fe en las plantas esta estrechamente
relacionada con las respuestas defensivas frente al ataque de patégenos (Aznar et al., 2015). También se
sabe gue algunos microorganismos beneficiosos pueden inducir respuestas como las que se inducen con
deficiencia de Fe y, de esta manera, favorecer su adquisicién (Zhang et al., 2009; Orozco-Mosqueda et al
.,2013; Jin et al., 2014; Pieterse et al, 2014; Zamioudis et al., 2014, 2015; Zhao et al., 2014; Zhou et al., 2016a).
Dentro de este tipo de microorganismos, hay que destacar los que inducen la Resistencia Sistémica Inducida
(“ISR: Induced Systemic Resistance”; Pieterse et al., 2014; Zamioudis et al., 2014, 2015). De los nutrientes
esenciales para las plantas, algunos de los mas criticos en la limitacién de los rendimientos de los cultivos a
nivel mundial son el N, el P y el Fe (Pii et al.,2015). La deficiencia de Fe (clorosis férrica) esta ampliamente
distribuida en el Mundo, sobre todo en suelos bésicos (aproximadamente el 30 % de los suelos cultivables;
Lindsay 1995), los cuales son abundantes en zonas aridas y semiaridas. En muchos paises, esta deficiencia
esta asociada con problemas de anemia en la poblacién (Tsai y Schmidt 2017). Para corregir la clorosis férrica,
lo m&s comun es aplicar al suelo quelatos sintéticos de Fe, que suelen ser bastante caros. Ademas, al ser
altamente solubles, son lixiviados facilmente, pudiendo llegar al subsuelo y contaminar la capa freatica
(Arizmendi-Galicia et al., 2011). Una alternativa a la utilizacion de quelatos es el uso de material vegetal mas
eficiente en la adquisicion de Fe. Sin embargo, diferentes resultados obtenidos con suelos esterilizados indican
gue, incluso los genotipos vegetales mas eficientes, necesitan la colaboracién sinérgica de los
microorganismos del suelo para poder adquirir el Fe adecuadamente (Jin et al., 2014; Pii et al., 2015). Por esta
razon, y por el papel favorable que pueden tener los microorganismos del suelo en la adquisicion de otros
nutrientes esenciales para las plantas (Pii et al., 2015; Garcia-L6pez et al., 2016), creemos que es oportuno y
de gran interés profundizar en la relacién entre plantas y microorganismos rizosféricos beneficiosos.

2. Justificacion y problema a investigar

El Fe es un elemento esencial para las plantas, en las que participa en procesos tan importantes como la
fotosintesis, la respiracién y la nutricion de N (Marschner 1995). Es muy abundante en suelos, principalmente
en forma de Fe3+, aunque su disponibilidad para las plantas es pobre, sobre todo en los suelos basicos, en
los que su solubilidad es baja, dado que ésta disminuye al aumentar el pH (Lindsay 1995). En Panama, los
suelos béasicos se localizan principalmente en la Peninsula de Azuero y la clorosis férrica afecta a cultivos tan
importantes como el tomate. Para adquirir el Fe del suelo, las plantas han desarrollado distintas estrategias.
Actualmente, se consideran dos estrategias diferentes: la Estrategia |, presente en plantas no gramineas
(incluyendo dicotiledéneas y monocotiledéneas no gramineas), y la Estrategia Il, presente en gramineas
(R6mheld y Marschner 1986; lvanov et al., 2012; Kobayashi y Nishizawa 2012). Las gramineas (Estrategia Il)
favorecen la solubilizacién del Fe mediante la liberacién al suelo de fitosideréforos, que forman quelatos
estables con el Fe3+, los cuales son posteriormente absorbidos por transportadores especificos (Kobayashi y
Nishizawa 2012). Este Proyecto se va a centrar en plantas dicotiledéneas (Estrategia I) y, por tanto, no se van
a describir mas detalles de la Estrategia Il. La caracteristica principal de las plantas de Estrategia | es la
necesidad de reducir el Fe3+, el mas abundante en los suelos bien aireados, a Fe2+, que es el preferentemente
absorbido (R6mheld y Marschner 1986; lvanov et al., 2012; Kobayashi y Nishizawa 2012; Brumbarova et al.,
2015). La reduccién del Fe3+ esta mediada por una reductasa férrica mientras que el transporte de Fe2+
ocurre a través de un transportador especifico del Fe2+, ambos localizados en la membrana plasmatica de
células epidérmicas de la raiz (lvanov et al., 2012; Kobayashi y Nishizawa 2012). Los genes que codifican el
transportador de Fe2+ (IRT1: “Iron Regulated Transporter”) y la reductasa (FRO: “Ferric Reductase Oxidase”)
se identificaron primeramente en Arabidopsis (AtIRT1, AtFRO2) y posteriormente se han identificado en otras
especies, como tomate (SIIRT1, SIFRO1), frijoles (PsRIT1, PsFROL1), pepino (CsFRO1, CsIRT1: Waters et
al., 2007) y melon (revisados en Lucena et al .,2015 y Brumbarova et al., 2015; Hsieh y Waters 2016). Cuando
las plantas de Estrategia | sufren deficiencia de Fe, ponen en marcha numerosas respuestas morfologicas y
fisiologicas, principalmente en sus raices, encaminadas a favorecer la adquisicion de Fe (Figura 1).
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Figura 1. Pelillos radicales subapicales inducidos por deficiencia de Fe.

Entre las respuestas fisioldgicas estan las siguientes: incremento de la actividad de la reductasa férrica
(debido, fundamentalmente, a una mayor expresion del gen FRO; Ilvanov et al., 2012; Kobayashi y Nishizawa
2012; Lucena et al., 2015); incremento de la capacidad para absorber Fe2+ (debido a una mayor expresion
del gen IRTL; Ivanov et al., 2012; Kobayashi y Nishizawa 2012; Lucena et al., 2015); acidificacion de la rizosfera
(debido a una mayor expresion de genes HA:“H+-ATPase”; Santi et al., 2005; Waters et al., 2007); incremento
de la sintesis y liberacion de fenoles al medio (debido a una mayor expresion de genes como PAL, F6'H1,
BGLU42 y ABCG37; Jin et al., 2007; RodriguezCelma et al., 2013; Fourcroy et al., 2014, 2016; Schmid et al.,
2014; Zamioudis et al 2014; Sis6-Terraza et al., 2016a; Zhou et al.,, 2016b); incremento de la sintesis y
liberacién de flavinas al medio (debido a una mayor expresién de genes como DMRLS; Vorwieger et al .,2007;
Rodriguez-Celma et al., 2013; Hsieh y Waters 2016; Siso-Terraza et al .,2016b); e incremento de la sintesis
de &cidos organicos, como citrato y malato (Landsberg 1981; Kabir et al 2012). La acidificacion contribuye a la
solubilizacién del Fe (Santi et al 2005; Waters et al 2007) y a un mejor funcionamiento de la reductasa, que es
Optimo a pH alrededor de 5 (Romera et al., 1992). Los fenoles (entre ellos, las cumarinas) y las flavinas pueden
actuar como agentes quelantes y reductores del Fe, favoreciendo su movilizacion en la rizosfera
(RodriguezCelma et al., 2013; Rodriguez-Celma y Schmidt 2013; Fourcroy et al., 2014; Schmid et al., 2014;
SiséTerraza et al., 2016a,b; Sis6-Terraza 2017; Tsai y Schmidt 2017). El gen PAL (“Phenylalanine Ammonia-
Lyase”) codifica una enzima implicada en el primer paso de la ruta de sintesis de fenoles a partir de fenilalanina
(Zamioudis et al., 2014; Zhou et al., 2016a). El gen F6’H1 (“Feruloyl-CoA 6’Hydroxilase1”) codifica una enzima
dioxigenasa implicada en la sintesis de escopoletina, una cumarina (Schmid et al., 2014; Sisé-Terraza et al.,
2016a). El gen ABCG37 (también denominado PDR9) codifica un transportador de tipo ABC implicado en la
liberacion de fenoles al medio (Fourcroy et al., 2014, 2016; Zamioudis et al., 2014). El gen BGLU42 codifica
una glucosidasa, que es una enzima que libera compuestos de los glucésidos con los que estdn conjugados.
Se cree que podria liberar compuestos fendlicos de sus glucosidos asociados, favoreciendo asi su secrecién
a la rizosfera (Zamioudis et al., 2014). Por su parte, el gen DMRLs (“DiMethyl-8-Ribityllumazine synthase”)
codifica una enzima implicada en la sintesis de flavinas (Hsieh y Waters 2016). Todos estos genes (PAL,
F6'H1, ABCG37, BGLU42, DMRLSs) se inducen con deficiencia de Fe (Garcia et al., 2010; Fourcroy et al., 2014;
Schmid et al., 2014; Zamioudis et al., 2014; Hsieh y Waters 2016; Zhou et al., 2016a). Los acidos organicos
pueden actuar como agentes quelantes del Fe en el interior de la planta (Durrett et al., 2007). De hecho, el Fe
se mueve quelatado con citrato a través del xilema (Durrett et al., 2007). La sintesis de acidos organicos esta
asociada a una mayor actividad de la enzima fosfoenol pirtvico carboxilasa (Andaluz et al., 2002), codificada
por los genes PPC (“PhosphoenolPyruvate Carboxilase”; Sanchez et al., 2006).

Ademas de los genes implicados en la adquisicion de Fe del medio, existen otros genes que también se
inducen con deficiencia de Fe en tallos y/o raices, como el gen AtFRD3 (“Ferric Reductase Defective3”; Rogers
y Guerinot 2002) y los genes AtNASSs (“NicotianeAmine Synthase”; Klatte et al., 2009). Ambos son importantes
para la movilizacién interna y la homeostasis del Fe. La proteina FRD3 se ha implicado en la carga de citrato
al xilema, el cual esta implicado en la translocacion del Fe desde las raices hasta las hojas (Rogers y Guerinot
2002; Durrett et al., 2007). La elevada expresiéon del gen FRD3 bajo deficiencia de Fe suele estar asociada
con la mayor sintesis de acidos organicos, como citrato y malato, todo lo cual favorece la translocacion de Fe
de raices a tallos (Landsberg 1981; Durrett et al., 2007; Kabir et al., 2012). Las proteinas NAS (“NicotianAmine
Synthase”) son enzimas que participan en la sintesis de nicotianamina, un agente quelante implicado en el
transporte interno de Fe y otros metales, y que facilita el transporte de Fe a través del floema (Klatte et al
.,2009; Schuler et al., 2012).

Una vez que las plantas adquieren suficiente Fe, las respuestas se reprimen, para evitar toxicidad por exceso
de Fe (Romera et al., 2015; Brumbarova et al., 2015) y también para ahorrar energia, pues son costosas
energéticamente. Las respuestas necesitan, pues, estar perfectamente reguladas, de manera que se van
induciendo o reprimiendo, dependiendo de las necesidades de la planta. Su regulacidon no es totalmente
conocida, pero ya se han descubierto varios factores de transcripcion que participan en la activacion de la
expresion de los genes implicados en la adquisicion de Fe del medio. También se conocen algunas hormonas
y sustancias sefalizadoras, como el etileno o el 6xido nitrico, que participan en la regulacion de algunos de
esos factores de transcripcion.

Al igual que las plantas responden a estreses abidticos, como puede ser la deficiencia de Fe, también
responden a estreses biodticos, provocados por ataques de diferentes agentes biolégicos (patdgenos, insectos,
etc). Algunas de las respuestas al ataque de agentes biol6gicos son localizadas pero otras son sistémicas, lo
gue implica que las respuestas defensivas también se inducen en partes de la planta alejadas de la parte
atacada. Entre las respuestas sistémicas, se encuentran la Respuesta Sistémica Adquirida, conocida como
SAR (“Systemic Acquired Resistance”) y la Respuesta Sistémica Inducida, conocida como ISR (“Induced
Systemic Resistance”; Pieterse et al., 2014). La SAR ocurre cuando un patégeno ataca una parte de la planta
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y se inducen respuestas defensivas en otras partes de la planta alejadas de la atacada. En este tipo de
resistencia suele involucrarse al acido salicilico (Pieterse et al., 2014). En el caso de la ISR, la resistencia
sistémica no la inducen patégenos sino microorganismos rizésfericos beneficiosos, como rizobacterias y
hongos, que inducen respuestas defensivas en toda la planta. En este Ultimo tipo de resistencia juegan un
papel importante el etileno y el acido jasmonico (Knoester et al., 1999; Van der Ent et al., 2008; Hermosa et
al., 2012; Pieterse et al., 2014). Parece que ambos tipos de resistencia sistémica (SAR e ISR) actdan a través
de rutas de sefializacion diferentes. El descubrimiento de la ISR parte de 1991, cuando tres grupos de
investigacion, de manera independiente, proporcionaron evidencias de que la colonizacion de las raices por
determinadas cepas de bacterias del suelo promovia la salud de las plantas, mediante la estimulacion de su
sistema de defensa (Alstrom 1991; Van Peer et al., 1991; Wei et al., 1991). Concretamente, estos autores
determinaron que la inoculacion de las raices con diferentes cepas bacterianas de los géneros Pseudomonas
y Serratia repercutia posteriormente en un incremento de los niveles de resistencia contra la infecciéon de
hongos fitopatdgenos, como Fusarium oxysporum o Colletotrichum orbiculare. Estos autores demostraron que
las bacterias inoculadas y los patégenos permanecian espacialmente separados durante los experimentos, lo
gue les permitié concluir que el incremento en el nivel de resistencia a la enfermedad era causado por una
respuesta sistémica, denominada ISR (Van Peer et al., 1991, Wei et al., 1991). Aungue los trabajos pioneros
se realizaron con bacterias, trabajos posteriores han demostrado que la ISR puede ser también inducida por
algunos hongos, como Trichoderma, Piriformospora, el hongo micorrizico Rhizophagus intraradices y razas no
patogénicas de Fusarium oxysporum (Segarra et al., 2009; Alizadeh et al., 2013; Pieterse et al., 2014). Tras
el descubrimiento de la ISR en 1991, numerosos trabajos han profundizado en el modo de accién de la ISR y
en su regulacion (Lemanceau et al., 2009; Pieterse et al., 2014; Zamioudis et al., 2014, 2015). Con respecto
al modo de accién, se han propuesto diferentes sustancias promotoras (elicitores) de ISR, provenientes de los
microorganismos beneficiosos, las cuales interaccionarian con receptores de la planta, desencadenando la
ISR. Entre esas sustancias, se encuentran compuestos organicos volatiles (Zhang et al., 2007, 2009;
Zamioudis et al., 2015) y siderd6foros, que son compuestos liberados por las bacterias y que forman quelatos
con el Fe, los cuales son posteriormente absorbidos (Van Loon et al., 1998; Lemanceau et al., 2009; Aznar et
al., 2015). En la regulacién de la ISR también se han implicado hormonas y sustancias sefializadoras, como
el 4cido jasmoénico, el etileno, la auxinay el NO (Pieterse et al., 1998; Knoester et al., 1999; Zhang et al., 2007;
Van der Ent et al., 2008; Acharya et al., 2011; Pieterse et al., 2014; Nie et al., 2017). Mediante el uso del
mutante de Arabidopsis eirl, que se muestra insensible a etileno Unicamente en raiz, se ha determinado que
la sefializacién del etileno en raiz es necesaria para la expresion de la ISR en hojas (Knoester et al., 1999). El
NO participa en las respuestas de las plantas a microorganismos patogénicos (Yun et al., 2016) y también en
la regulacién de la ISR (Acharya et al., 2011). Hace unos afos, se identificé que el gen que codifica el factor
de transcripcion MYB72 es uno de los de mayor induccién en raices de Arabidosis expuestas a Pseudomonas
fluorescens (recientemente rebautizada Pseudomonas simiae; Zamioudis et al., 2015), inductora de ISR
(Verhagen et al., 2004; Van der Ent et al., 2008). Mutantes myb72 de Arabidopsis, que no expresan el gen
MYB72, se muestran incapaces de desencadenar ISR contra diferentes patégenos foliares, tras el tratamiento
de las raices con Pseudomonas fluorescens. Esto indica que este factor de transcripcion tiene un papel
relevante en la ruta de sefializacion de la ISR (Figura. 2; Van der Ent et al., 2008; Segarra et al., 2009;
Zamioudis et al., 2014, 2015).
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Figura 2. Interrelacién entre la regulacién de las respuestas a la deficiencia de Fe en plantas
dicotileddneas y la resistencia sistémica inducida (ISR) por microorganismos rizosféricos. Cuando
sufren deficiencia de Fe, las plantas dicotileddneas inducen diferentes respuestas en sus raices, las
cuales favorecen su adquisicion. Algunas de esas respuestas, como el incremento de la actividad de
la reductasa férrica, la acidificacion y la liberacién de fenoles, se ha comprobado que se inducen
también en presencia de microorganismos inductores de resistencia sistémica (ISR), la cual protege
contra el ataque de patégenos. Tanto en la deficiencia de Fe como en la ISR se han implicado
sustancias sefalizadoras comunes, como el etileno (ET) y el 6xido nitrico (NO), y factores de
transcripcién (TFs) comunes, como el MYB72, cuya expresién depende parcialmente de FIT.
Modificado de Pieterse et al., (2014)

En los Ultimos afios se han publicado numerosos trabajos que muestran un papel importante de
microorganismos de la rizosfera en la nutricién vegetal en general y en la nutricion férrica en particular. Muchos
de esos trabajos se recogen en algunas de las revisiones incluidas en la bibliografia (Jin et al., 2014; Mimmo
et al., 2014; Pii et al., 2015). En muchos de ellos, el papel favorable de los microorganismos en la nutricion
férrica se asocia con su capacidad para liberar H+ y diferentes compuestos orgénicos al suelo, como fenoles,
sideréforos y &cidos organicos, que pueden contribuir a la solubilizacion del Fe; y también con su capacidad
para producir diferentes hormonas y sustancias sefializadoras, como auxina, etileno y NO, que pueden
modificar la arquitectura y las funciones de la raiz (Jin et al., 2014; Mimmo et al., 2014; Contreras-Cornejo et
al., 2015; Pii et al., 2015, 2016; Garnica-Vergara et al., 2016; Zhou et al., 2016a,b; Tsai y Schmidt 2017). En
este Ultimo sentido, desde el afio 2009 (Zhang et al., 2009) se sabe que diversos microorganismos inductores
de resistencia sistémica (a partir de ahora, “microorganismos ISR”) son también capaces de inducir respuestas
a la deficiencia de Fe, como el incremento de la actividad de la reductasa férrica, la acidificacion y la liberacién
de fenoles; y la expresion de genes asociados a esas respuestas, como FIT, bHLH38, bHLH39, FRO, IRT1,
HA, PAL, F6’H1 BGLU42, ABCG37, y otros (Zamioudis et al., 2014, 2015; Zhao et al., 2014; Pii et al., 2016,
Scagliola et al., 2016; Zhou et al., 2016a; Pelagio-Flores et al., 2017). Curiosamente, el gen MYB72, que es
clave en la activacion de la ISR, también se induce en las raices de las plantas que crecen con deficiencia de
Fe (Figura. 2; Colangelo y Guerinot 2004; Garcia et al., 2010; Palmer et al., 2013; Zamioudis et al., 2014,
2015). En cuanto a su regulacion, hay evidencias de que el etileno y el NO activan su expresion, asi como la
de muchos otros genes relacionados con la deficiencia de Fe (FIT, bHLH38, bHLH39, BGLU42, ABCG37,
FRO2, IRT1,(Garcia et al., 2010; Lucena et al., 2015), y que también se inducen en plantas expuestas a
microorganismos ISR (Zamioudis et al., 2014, 2015; Zhou et al., 2016a). Conviene sefialar que el etileno y el
NO activan la expresion de FIT (Garcia et al., 2010), que la expresion de MYB72 depende parcialmente de
FIT (Colangelo y Guerinot 2004, Sivitz et al., 2012), y que la expresion de F6’H1, BGLU42 y ABCG37 depende
de MYB72 (Schmid et al., 2014; Zamioudis et al 2014). Esqueméticamente, seria (Fig. 2): Etileno (NO) O FIT
0 MYB72 0 F6’H1, BGLU42 y ABCG37 (estos tres ultimos implicados en la sintesis y liberacion de fenoles).

Dado que muchas especies de Pseudomonas, inductoras de ISR, liberan sider6foros al medio (compuestos
gue quelatan el Fe y son posteriormente absorbidos por la bacteria), la propia bacteria podria causar
deficiencia de Fe a la planta, a la cual ésta responderia induciendo respuestas (Pieterse et al., 2014). Sin
embargo, se ha comprobado que mutantes de P. fluorescens incapaces de producir sider6foros son, sin
embargo, capaces de inducir MYB72 y otros genes relacionados con la absorcion del Fe por las plantas.
Ademas, los genes del Fe también se inducen en presencia de compuestos organicos volatiles, producidos
tanto por rizobacterias como por hongos inductores de ISR (Zhang et al., 2007; Zamioudis et al

., 2015). Estos resultados implican que las bacterias, a través de la ISR, inducen respuestas a la deficiencia
de Fe sin provocar previamente una deficiencia de este elemento en las plantas.
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Por todo lo antes expuesto, la importancia de estos trabajos de innovacién tecnolégica consiste en dar respuesta
a la necesidad de la prospeccién, produccién y mantenimiento de los aislados de microorganismos para la
promocién de crecimiento vegetal como una alternativa sustentable para la sostenibilidad de los agroecosistemas
en nuestro pais.

3. Pertinencia y enlace con el Plan Estratégico Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacion (PENCYT)
2015-2019

Este proyecto, intenta buscar alternativas que fomenten el desarrollo e intercambio de capacidades cientificas
en nuestro pais por medio de la generacién de nuevos conocimiento y aproximaciones metodoldgicas, asi
como la promocién y sinergia entre instituciones nacionales e internacionales de investigacion. Se busca
promover el desarrollo de la Microbiologia Ambiental y Agricola y su integracion a la fisiologia vegetal como
herramienta valiosa en la resolucion de problemas del sector agricola en equilibrio con el medio ambiente y la
promocion de la salud. Paralelamente se desarrollaran tesis de licenciatura y maestria, sin descuidar la
divulgacion, promocion y aplicacion de estas alternativas biolégicas a lo largo y ancho de nuestro pais.

4. Impacto esperado (por ejemplo, econémico, social, ambiental)

La capacidad de los microorganismos ISR (rizobacterias y hongos) de inducir respuestas a deficiencia de Fe
y, por tanto, mejorar la nutricion férrica de las plantas, los sitia en el centro de atenciéon de futuras
investigaciones relacionadas con esta deficiencia. Estos microorganismos podrian ser, por tanto, una
alternativa sostenible y ecolégica al uso de fertilizantes (fundamentalmente, quelatos). En la actualidad, la
medida mas frecuentemente utilizada para corregir la clorosis férrica es la aplicacién de quelatos sintéticos de
Fe al suelo, ya que su accion es rapida y eficaz. Sin embargo, la correccion suele ser temporal y, ademas, son
costosos y potencialmente contaminantes. Al ser altamente solubles, son facilmente lixiviados, pudiendo llegar
al subsuelo y contaminar la capa freatica Otra medida utilizada y muy recomendable es el uso de material
vegetal tolerante, pero incluso ésta presenta limitaciones en ciertos suelos Es por ello que los microorganismos
ISR podrian ser un complemento ideal al uso de material vegetal tolerante, disminuyendo asi el uso de
guelatos sintéticos.

Esta investigacién promovera el uso de alternativas hidticas para no soélo el desarrollo sostenible del sector
agricola, sino que disminuira progresivamente el uso de fitosanitarios sintéticos y fertilizantes quimicos que
ponen en riesgo nuestro medio ambiente. A la vez concientizaran a nuestros productores y empresas agricolas
de que hay otras formas de producir que sean sostenibles en el tiempo, ya que el uso indiscriminado y no
regulado de agroquimicos no es viable ni econémica ni ambientalmente. Se busca también mediante esta
investigacién, promover desde el sector estatal los incentivos necesarios para facilitar el desarrollo de estas
“pbioalternativas”. Paralelamente se refuerza la formacion de recurso humano, de esencial papel para la
continuidad de estas investigaciones, lo cual es vital para establecer un programa de trabajo a largo plazo en
este tema.

5. Objetivos (general, especificos)
Objetivos Generales

1.Conocer mejor las similitudes entre la sefializacion de las respuestas a deficiencia de Fe en plantas
dicotileddneas y la ISR.

2. Estudiar microorganismos ISR (rizobacterias y hongos) que puedan ser beneficiosos para la nutricién
férrica de plantas dicotileddneas en suelos basicos.

Obijetivos especificos

1. Estudiar el efecto de la concentracién de Fe en las respuestas a deficiencia de Fe provocadas por
microorganismos ISR.

2. Estudiar el papel de los factores de transcripcion FIT(FER) y bHLH38 en las respuestas a deficiencia de
Fe provocadas por microorganismos ISR.

3.Estudiar el papel en la nutricién férrica de microorganismos ISR ya conocidos.
4. Estudiar el papel en la nutricién férrica de cepas y especies de microorganismos ISR relacionadas con
los ya conocidas pero aisladas de suelos béasicos..
6. Colaboradores del proyecto
Investigador _principal (IP): Dr. Rito H. Herrera Vega, IDIAP, Panama. Aislamiento y caracterizacion

bioquimica y microbiologica de microorganismos rizosféricos. Estudiar el efecto de la concentracion de Fe en
las respuestas a deficiencia de Fe provocadas por microorganismos. Dedicacién 50%
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Co-investigador 2 (Co-IP 1): Dr. José Ramos Ruiz, Universidad de Cérdoba, Espafia. Estudiar el papel
en la nutricion férrica de cepas y especies de microorganismos. ISR relacionadas con las ya conocidas, pero
aisladas de suelos basicos. Dedicacion 20%

Co-investigador 2 (Co-IP 2): Dr. Francisco Javier Romera, Universidad de Cdrdoba, Espafia. Estudiar el
papel de los factores de transcripcion FIT(FER) y bHLH38 en las respuestas a deficiencia de Fe provocadas
por microorganismos. IS. Estudiar el efecto de la concentracion de Fe en las respuestas a deficiencia de Fe
provocadas por microorganismos ISR. Dedicacion 15%

Co-investigador 2 (Co-IP 3): Dr. Esteban Alcéntara, Universidad de Cdrdoba, Espafia. Estudiar el papel
en la nutricion férrica de microorganismos ISR ya conocidos. Dedicacion 15%

7. Metodologia (materiales, métodos y actividades)

Para el Objetivo General 1 se utilizaran plantas de Arabidopsis, tomate y meldn, y algunos de sus mutantes,
gue se cultivaran en solucién nutritiva 0 en sustrato artificial (perlita, vermiculita) si los microorganismos ISR
no se adaptaran bien a la solucion. En algunas ocasiones, se utilizaran también plantas de pepino, por la
facilidad para estudiar la respuesta de acidificacion (provocada por una mayor expresion de gen CsHA1) y los
pelillos radicales en esta especie. Arabidopsis y tomate liberan fenoles al medio, pero no liberan flavinas, cosa
que si ocurre en meldn y pepino (Hsieh y Waters, 2016; Sis6Terraza et al., 2016a,b; Sis6-Terraza 2017). De
Arabidopsis thaliana, se utilizara la estirpe silvestre Columbia y los mutantes fit, eil3, myb72 y gsnorl-3. De
tomate, el cultivar silvestre FER y el mutante fer. De melén, el cultivar silvestre Edisto y el mutante fefe. De
pepino, el cultivar Ashley. Las plantas se cultivaran en camaras de cultivo, con condiciones controladas. La
mayoria de trabajos sobre la ISR se han realizado con plantas de Arabidopsis cultivadas en placas de Petri
con agar o bien con diferentes especies de plantas cultivadas en suelo. El cultivo en agar tiene el inconveniente
de la incidencia de la luz en las raices, que puede alterar su desarrollo (Silva-Navas et al., 2016). Por ello,
consideramos mas adecuado el cultivo en solucion nutritiva, también con Arabidopsis (Lucena et al., 2006;
Garcia et al., 2010). Por otra parte, el cultivo en suelo dificulta el estudio de las respuestas a la deficiencia de
Fe. Por ello, lo primero serd poner a punto una metodologia en la cual los tratamientos se hagan a plantas
cultivadas en solucién nutritiva. Para comprobar que esta metodologia funciona, se comprobara que las plantas
inoculadas inducen el gen MYB72 (marcador de la ISR), y otros genes y respuestas asociadas a la deficiencia
de Fe, en relacion a las no inoculadas. Con esta metodologia es facil recolectar las raices y determinar las
respuestas a la deficiencia de Fe, como la actividad de la reductasa férrica, la liberacion de fenoles o de
flavinas, la acidificacion del medio, la formacién de pelillos subapicales (Figura 1), etc. Como microorganismos
ISR, se utilizaran Trichoderma asperellum, Trichoderma harzianum o Pseudomonas fluorescens (Alizadeh et
al., 2013; Zhao et al., 2014; Zamioudis et al., 2014, 2015). Si ninguno de ellos fuera bien en solucién nutritiva,
se intentarian utilizar otros microorganismos ISR, como Azospirillum brasilense, que ya se ha probado
satisfactoriamente en solucion nutritiva (Pii et al., 2016). Para el Objetivo General 2, se utilizaran plantas de
tomate y pepino, inoculadas o no, que se cultivaran en solucién nutritiva y en suelos basicos en macetas.
Como norma general, los hongos se cultivardn en agar patata dextrosa (PDA) (Rubio et al., 2017) y las
bacterias en agar nutritivo (Zhang et al., 2009; Zhou et al.,, 2016a). Para estudiar el efecto de los
microorganismos, se aplicardn suspensiones de conidias de hongos (103-105 conidias/ml de solucién nutritiva
0 gramo de suelo) o de bacterias viables (unidades formadoras de colonias; 106-108 UFC/ml| de solucién
nutritiva o gramo de suelo) a la solucién nutritiva o al suelo (de Santiago et al., 2009; Alizadeh et al., 2013;
Zhao et al., 2014; Pii et al., 2016).

A continuacién, se describe la metodologia que se propone para abordar las actividades de los diferentes
objetivos especificos

1) Estudiar el efecto de la concentracion de Fe en las respuestas a deficiencia de Fe provocadas por
microorganismos ISR (duracién 16 meses-ETAPA 1). Se conoce el efecto inductor de la ISR sobre la
expresion de genes relacionados con el Fe, pero apenas se han determinado las actividades controladas
por dichos genes. Sin embargo, debido a la regulacién post-transcripcional, puede ocurrir que los ARNm
de esos genes incrementen sin que lo hagan sus correspondientes proteinas y respuestas asociadas [p.egj.,
puede incrementarse el ARNm correspondiente al gen FRO2 (reductasa), pero si éste no se traduce a
proteina, la actividad de la reductasa férrica seré baja]. Tampoco se ha estudiado si la induccion de los
genes se mantiene a lo largo del tiempo independientemente de la concentraciéon de Fe del medio. Para
estudiar el efecto de la concentracion de Fe, plantas de Arabidopsis o pepino cultivadas en solucién
nutritiva se transferiran a tratamientos con distintas concentraciones de Fe en la solucion nutritiva (10-100
pM). La mitad se inocularan y la mitad no. La inoculacion se realizara con Pseudomonas fluorescens o
Trichoderma sp. Dos dias después de la inoculacién, se empezardn a determinar respuestas a la
deficiencia de Fe, como acidificacion, reductasa férrica, liberacion de fenoles y flavinas, formacion de
pelillos subapicales, etc. A partir de que se observe induccion de las respuestas, se seguiran determinando
éstas y se iran recogiendo plantas sucesivamente (4, 6, 8 0 10 dias) para analizar la expresion de genes
asociados con dichas respuestas en raiz, por RT-PCR [FER (FIT ); bHLH38; bHLH39; MYB72; MYB10;
FRO; IRT1; HA; BGLU42; F6’'H1, ABCG37; FRD3; NAS; PPC]. La actividad de la reductasa férrica se
determinara segun la metodologia de Lucena et al 2006 y la proteina IRT1 por “immunoblot” (Vert et al
2002). Los fenoles y flavinas totales liberados a la solucidon nutritiva se analizardn por fluorimetria
(Rodriguez-Celma et al., 2013; Zamioudis et al., 2014; Sis6-Terraza et al., 2016a,b).

2) Estudiar el papel de los factores de transcripcion FIT(FER) y bHLH38 en las respuestas a deficiencia
de Fe provocadas por microorganismos ISR. (duracion 15 meses- ETAPA 1). La mayoria de
respuestas a la deficiencia de Fe dependen de FIT (FER), y de otros factores de transcripcion que
interaccionan con él, como bHLH38 (Yuan et al 2008), pero hay algunas que no, con lo cual es interesante
saber si los microorganismos ISR inducen sélo las que dependen de FIT-bHLH38 o inducen también otras.
Para ello, se someteran los mutantes fer de tomate, fit de Arabidopsis y fefe de melén (este Gltimo, mutado
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en el gen bHLH38), asi como sus respectivos cultivares silvestres, a tratamiento con Pseudomonas
fluorescens o Trichoderma sp. y se comparara la expresion de genes Fe y respuestas asociadas (como
en Objetivo 1) de cada mutante en relacidn con su respectivo cultivar silvestre y su correspondiente control
no tratado.

3) Estudiar el papel en la nutricién férricade microorganismos ISR ya conocidos. (duracidn 12 meses-
ETAPA 2). Para este objetivo, ademas de los microorganismos ISR utilizados en el Objetivo 1, se podran
utilizar otros, como Bacillus subtilis, Piriformospora indica, el hongo micorrizico Rhizophagus intraradices,
y razas no patogénicas de Fusarium oxysporum, como la disponible en el grupo del Profesor Trapero
(Segarra et al., 2009; Zhang et al., 2009; Alizadeh et al., 2013; Pieterse et al., 2014). También se probaran
preparados comerciales de microorganismos ISR. Se aplicardn microorganismos individualmente y
también mezclas de microorganismos (Alizadeh et al.,, 2013), a diferentes dosis. Previamente a su
utilizacién, se hara una revisién bibliogréafica para buscar aquellos microorganismos que puedan ser mas
prometedores (aquellos que ya se encuentren en nuestros suelos, para no introducir especies extrafias;
gue estén adaptados a suelos basicos; con facilidad de manejo; etc). Se utilizaran plantas de tomate
(libera fenoles) y pepino (libera flavinas) (Sis6-Terraza 2017). Primeramente, se cultivaran en soluciones
nutritivas y después en suelos basicos, en macetas. En las soluciones nutritivas, se aplicara bicarbonato
y carbonato (que semejan las condiciones de suelos basicos; Garcia et al., 2014) para ver qué
microorganismos se comportan mejor y asi seleccionarlos para estudios posteriores en suelo. En aquellos
microorganismos que mejoren la nutricién férrica de las plantas, y que no hayan sido estudiados en el
Objetivo 1, se determinard la expresion del gen MYB72 (marcador de ISR) y también de genes
relacionados con la adquisicion del Fe (FIT, FRO, IRT1, HA,...) y sus respuestas asociadas (actividad de
la reductasa férrica, acidificacion,..), para tratar de conocer las razones de su eficacia. En este objetivo,
ademas de los métodos de inoculacién descritos en la metodologia general, se probara también la
aplicacién de los microorganismos sobre las semillas (Rubio et al., 2017). Con las cepas mas
prometedoras, se realizaran ensayos en plantas cultivadas en macetas con suelo basico (estéril y no
estéril), para ver su posible efecto beneficioso sobre la nutricién férrica. Para ello, se determinaran en las
plantas parametros de crecimiento, se haran lecturas SPAD (relacionadas con la clorofila) y se analizara
la concentracion de Fe en hojas jovenes.

4) Estudiar el papel en la nutricion férrica de cepas y especies de microorganismos ISR relacionadas
con los ya conocidas pero aisladas de suelos basicos. (duracién 12 meses- ETAPA 2). De aquellos
microorganismos ISR que den mejor resultado en el objetivo anterior, se intentaran aislar cepas, o especies
relacionadas, de suelos calcareos de nuestro entorno. El aislamiento de microorganismos rizosféricos se
realizard de acuerdo a lo publicado en Alizadeh et al (2013), tomando muestras de 1g que se suspenderan
en 10 ml de solucion 10 mM MgSO4 y se realizaran diluciones seriadas en placas con medio Agar patata
(para hongos) o caldo nutritivo (para bacterias). Para facilitar el aislamiento de hongos y bacterias, los
medios de cultivo se suplementaran con sustancias antibacterianas (como el cloranfenicol) o antifingicas
(como la cicloheximida) respectivamente. La identificacion de microorganismos aislados se realizara en
base a diversas pruebas morfolégicas (aspecto, observacion al microscopio), bioquimicas (caracteristicas
metabdlicas y enzimaticas) o moleculares (secuenciacion de regiones especificas, generalmente
ribosémicas) (Alizadeh et al., 2013; Jin et al., 2014; Zhou et al., 2014; Scagliola et al., 2016

8. Resultados (cientificos, tecnoldgicos, entre otros)
Objetivos Generales (resultados esperados por objetivo)

1. Mejorar la nutricién férrica de plantas dicotiledéneas mediante la aplicacién de microorganismos ISR al
suelo.

2. a) Estudiar el papel en la nutricién férrica de microorganismos ISR ya conocidos; b) Estudiar el papel en
la nutricion férrica de cepas y especies de microorganismos ISR relacionadas con los ya conocidas pero
aisladas de suelos basicos. Comprobar si el posible efecto beneficioso de estos Ultimos esta relacionado
con su induccién de respuestas a deficiencia de Fe.

Objetivos Especificos (resultados por objetivo)

1. Hasta ahora, se ha visto que los microorganismos ISR inducen la expresion de genes relacionados con
adquisicién de Fe pero, dada la regulacién post-transcripcional de muchos de esos genes, no se sabe
hasta qué punto las respuestas asociadas a dichos genes llegan a materializarse y en qué medida. Existe
algun trabajo en el que se estudia el efecto de la concentracién de Fe, pero con plantas cultivadas en agar
y analizando so6lo algunas de las respuestas.

2. Lamayoria de respuestas a la deficiencia de Fe dependen del factor de transcripcion FIT pero hay algunas
gue no, con lo cual seria interesante saber si la ISR induce sélo las que dependen de FIT o también induce
otras. En Arabidopsis, FIT necesita interactuar con otros factores de transcripcién, como bHLH38 o
bHLH39, que son redundantes, para activar algunas respuestas (Yuan et al 2008). Esa redundancia implica
gue el mutante Atbhlh38 no muestra ningin fenotipo aparente. Sin embargo, en meldn, el mutante fefe
(CmbhlIh38) si presenta un fenotipo aparente puesto que no induce respuestas a la deficiencia de Fe
(Ramamurthy y Waters 2017). Creemos que seria interesante saber si este mutante de meldn también
tiene bloqueadas las respuestas de Fe inducidas por microorganismos ISR. Todo esto contribuiria a
conocer la verdadera extension del solapamiento entre la ISR y las respuestas a la deficiencia de Fe.

3. Dentro de este objetivo, se quiere estudiar el papel sobre la nutricion férrica de plantas dicotiledéneas de
diferentes rizobacterias y hongos ya reconocidos como inductores de ISR. Primeramente, se aplicaran en
medios mas controlados, como a plantas cultivadas en soluciones nutritivas 0 en sustratos artificiales
(perlita) y después en suelos basicos, en macetas. Se aplicaran microorganismos individualmente y
también mezclas de microorganismos (Alizadeh et al., 2013). Previamente a su utilizacion, se hard una
revision bibliogréfica para buscar aquellos microorganismos que puedan ser mas prometedores (aquellos
gue ya se encuentren en nuestros suelos, para no introducir especies extrafias; que estén adaptados a
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suelos basicos; con facilidad de manejo; etc). También se probardn preparados comerciales de
microorganismos ISR.

4. De aquellas especies de microorganismos que resulten mas interesantes en el objetivo anterior, se
intentaran aislar cepas o especies relacionadas que estén presentes en los suelos béasicos de nuestro
entorno, para tratar de buscar las que proporcionen un mejor resultado. Una vez aisladas, se estudiara si
dichas cepas inducen respuestas a la deficiencia de Fe y mejoran la nutricién férrica de las plantas

9. Productos cientificos (publicaciones, graduados, entre otros)

Publicaciones: es nuestro objetivo difundir los conocimientos y experiencias obtenidos durante el proyecto a
fin de mas alla de un articulo cientifico, contribuir a concientizar a nuestros productores, empresas y sector
estatal de la importancia de una produccion sostenible y a la vez amigable con el ambiente. También, es
fundamental la formacién de nuevo talento tanto a nivel de licenciatura como de postgrado en esta area tan
sensible de nuestro acontecer nacional.

10. Estrategia de divulgacion de los resultados del proyecto

Aprovechando la experiencia obtenida con la organizaciéon de las jornadas de Microbiologia Agricola y
Ambiental dentro del programa de fomento al sector agropecuario de SENACYT, sera mucho mas efectiva la
divulgacién entre productores, empresas y sector agropecuario estatal. Es clave poder comunicar a estos
diferentes sectores, nuestros resultados de manera que es imperativo una estrategia divulgativa a nivel de
talleres y también de publicaciones en boletines al alcance de los sectores antes mencionados.

11. Consideraciones especiales (si aplica)

Es de importancia fundamental que este proyecto genere una coleccién de microorganismos de importancia
agricola y que se establezcan las regulaciones pertinentes para el uso de este recurso biético en nuestro pais
a fin de salvaguardar nuestra riqueza y diversidad biolégica.
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ANEXO 3
PRESUPUESTO (Utilice fuente Arial tamafio 10 pt., maximo 2 paginas)

Descripcion Etapa I Etapa II Contraparte

Equipo y materiales de

. 53,000.00| 53,000.00 0.00
consumo de laboratorio

Insumos cientificos

Otros gastos no
disponibles y que sean
imprescindibles para
alcanzar los objetivos de
la propuesta (energia
eléctrica y agua)

Gastos de operacion 0.00 0.00 3000.00

Recursos humanos Tesistas 2000.00 2000.00 0.00

De campo, misiones
tecnologicas y de
presentacion de
resultados

Viajes 3500.00 3500.00 0

Publicaciones,

Promocion y difusion participacion en

de actividades congresos, presentacion y
difusion de resultados

0.00 3000.00 0]

Sub total 58500.00| 61500.00 3000.00

Monto a financiar por la SENACYT 120,000.00

SUSTENTACION DE RUBROS

Insumos cientificos: para la consecucion del proyecto se requieren fundamentalmente camaras de cultivo,
pipetas, platos Petri, fungibles, ultracongeladores de -80 °C (para preservacion de material bioldgico), PCR en
tiempo real y reactivos asociados, medios de cultivo, sistemas de dilucién seriada, macetas, vermiculita, cepas
tipo de referencia.

Gastos de operacidn: incluye la electricidad, agua, combustible de vehiculo oficial.

Recursos humanos: incluye apoyo en transporte y alimentacion alos estudiantes de tesis.

Viajes: giras de colecta, misiones tecnoldgicas, presentacion de resultados.

Promocidn y difusién de actividades: publicacién de articulos, asistencia a congresos nacionales e
internacionales, material de difusion a productores y técinicos.
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FORMATO SUGERIDO
VERSION RESUMIDA DE LA HOJA DE VIDA ACTUALIZADA
PARA INVESTIGADOR PRINCIPAL Y DEMAS CO-INVESTIGADORES PRINCIPALES

Informacion Personal-Investigador Principal
Nombre Completo Direccion Residencial Teléfonos de contacto Correo

electronico
Rito Herrera Vega Miraflores Penonomé 9977121/65716521 rhhv76@yahoo.es

Preparacion Profesional*

Institucién de Ubicacion Carrera Afio de
estudio (pais, ciudad) Titulacion
Universidad de Panama Biologia Biologia con orientacién 2000
Panama en Microbiologia y
Parasitologia
Universidad de Espafia Biologia A. Datos Personales: 2013
Cérdoba
Doctor en ciencias
Biologicas
Universidad de Lisboa Portugal Biologia Postdoctorado 2014
Experiencia Profesional (inicie con la mas reciente)*
O 0, A O algo Ogro de aCado ANO ae
Pa aad d a O
IDIAP Panama Investigador Aislamiento de microorganismos, 2
agricola prueba de antibiosis,
establecimiento de protocolos
Universidad de Panama Profesor Desarrollo de actividad docente 3
Panaméa

D. Productos

D.1 Lista de productos mas recientes

1. Vacuolar control of subcellular cation distribution is a key parameter in the adaptation of Debaryomyces hansenii
to high salt concentrations. Rito Herrera, Ana Salazar, Laura Ramos-Moreno, Carmen Ruiz-Roldan, José Ramos.
Fungal Genetics and Biology. Febrero 2017.

2. Expresion diferencial de proteinas por Rhodobacter capsulatus B10S en respuesta a la presencia de 2,4-
dinitrofenol. Rito Herrera, Eva Pérez-Reinado, Victor Luque-Almagro, Conrado Moreno-Vivian, Maria Dolores
Roldan. Revista Centros-Universidad de Panama. Marzo 2016.

3. A physiological, Biochemical and Proteomic characterization and of Saccharomyces cerevisiae trk1,2 transport
mutants grown and limiting potassium. Samuel Gelis, Raquel Gonzalez, Rito Herrera, Jesus Jorrin and José
Ramos. Microbiology. Marzo 2015.

4. Homeostasis de cationes y Resistencia a estreses abibticos en levaduras. Herrera R, Alvarez MC, Gelis S,
Calero F, Salazar A., Suarez L., Morales N, Michan C, Ramos J.SEM@aforo. 2014 Jun: (57) 45-46.
5.Homeostasis de cationes en Saccharomyces cerevisiae: distribucion distribucién subcelular de potasio y sodio y
funcién de trk en la adaptacién a cambios en el potasio externo. Editorial Helvia, Universidad de Cérdoba, Espafia.
Rito Herrera. Diciembre de 2013.

E. Actividades de Sinergia **

Convenios de cooperacion ente el IDIAP y la Universidad de Panaméa

F. Colaboradores y Otras Afiliaciones

Miembro del Sistema Nacional De Investigacion (investigador nacional 1) 2014-2019

F.3 Asesor de Tesis y Patrocinador de Postgrado.

Direccidn de tesis de maestria dentro del proyecto de controladores biolégicos.
1. Lic. Alexis Artola, Maestria en Microbiologia Aplicada, Universidad Latina de Panama.
2. Ing. Agronomo. Joel Tufidén, Maestria en Ciencias Agricolas, Universidad de Panama.
3. Lic. Maryuri Estrada, Licenciatura en Biologia, Universidad de Panama.
4. Lic. Rachel Julio, Licenciatura en Biologia, Universidad de Panama.
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Informacién Personal-CO-IP1

Nombre Completo Direccion Residencial Teléfonos de contacto Correo
electrénico

José Ramos Cérdoba, Espana 34 644223491 milraruj@uco.es

B. Preparacién Profesional*

Institucién de Ubicacién Carrera Afio de
estudio (pais, ciudad) Titulacién
Universidad de Espafia Biologia Lic. Ciencias Biologicas 1980
Cordoba
Universidad de Espafa Biologia 1984
Cordoba Doctor en Ciencias
Biologicas

C. Experiencia Profesional (inicie con la mas reciente)*

O D A 0, algo OQgro e aCado ANO ade
ore aad d a O
Universidad de Espafa Catedratico de 138 publicaciones 33
Cérdoba Universidad

Productos

1.Prista C, Michan C, Miranda I, Ramos J. Titulo del trabajo: The halotolerant Debaryomyces hansenii, the
Cinderella of nonconventional yeasts. Yeast 33, 2016, 523-533.

2.Molina-Hidalgo FJ, Medina-Puche L, Gelis S, Ramos J, Sabir F, Soveral G, Prista C, Caballero JL, Mufioz-Blanco
J*, Blanco-Portales R. Titulo del trabajo: Functional characterization of FaNIP1;1 gene, a ripening-related and
receptacle-specific aquaporin in strawberry fruit. Plant Science 238, 2015, 198-211.

3.Zimmermannova O; Salazar A; Sychrova H; Ramos J. Titulo del trabajo: Zygosaccharomyces rouxii Trkl is an
efficient potassium transporter providing yeast cells with high lithium tolerance. FEMS Yeast Research 15, 2015,
1-11.

4. Gelis S; Gonzalez-Fernandez R; Herrera R; Jorrin J; Ramos J. Titulo del trabajo: A physiological, biochemical
and proteomic characterization of Saccharomyces cerevisiae trk1,2 transport mutants grown at limiting potassium.
Microbiology 161, 2015,1260-1270.

5. Serra-Cardona A, Petrezsélyova S, Canadell D, Ramos J, Arifio J Titulo del trabajo: Coregulated expression.
Of the Na+/Phosphate Pho89 transporter and Enal Na+ATPase allows their functional coupling under high-pH
stress. Mol. Cel. Biol.34. 2014.4420-4435.

Informacién Personal-CO-1P2
Nombre Completo Direccion Residencial Teléfonos de contacto Correo

electronico
Francisco Romera Cérdoba, Espafa 34 957218572 aglroruf@uco.es

Preparacion Profesional

Instituciéon de Ubicacion Carrera Titulo Afo de
estudio (pais, ciudad) Titulacién
Universidad de Espafa Agronomia Ing. Agronomo 1986
Cérdoba
Universidad de Espafa Agronomia 1990
Cérdoba Doctor en Ciencias
Agricolas

Experiencia Profesional (inicie con la mas reciente)*

O 0 a O alrgo Ogro ade aCado ANO ade
Pa aad a a O
Universidad de Espafia Catedratico de 11 proyectos de investigacion, 50 25
Cérdoba Universidad publicaciones
SENACYT (2017). Ciudad del Saber, Edificio 205. Apartado 0816-02852, Panama, Panama. Péagina 23 de 29

Tel. 517-0031, e-mail: fid2017@senacyt.gob.pa, URL: www.senacyt.gob.pa



http://www.senacyt.gob.pa/
mailto:mi1raruj@uco.es

FID-P-v0.2- 170921

& SENACYT

s,
bed
o
. PANAMA W

Productos

1.Romera FJ, Smith AP, Pérez-Vicente R. Ethylene's Role in Plant Mineral Nutrition.
Front Plant Sci. 2016 Jun 27;7:911.

2.Lucena C, Romera FJ, Garcia MJ, Alcantara E, Pérez-Vicente R. Ethylene Participates in the Regulation of Fe
Deficiency Responses in Strategy | Plants and in Rice.Front Plant Sci. 2015 Nov 27;6:1056.

N 3.Garcia MJ, Romera FJ, Lucena C, Alcantara E, Pérez-Vicente R. Ethylene and the Regulation of
Physiological and Morphological Responses to Nutrient Deficiencies.
Plant Physiol. 2015 Sep;169(1):51-60.

r

4.Garcia MJ, Garcia-Mateo MJ, Lucena C, Romera FJ, Rojas CL, Alcantara E, Pérez-Vicente R. Hypoxia and
bicarbonate could limit the expression of iron acquisition genes in Strategy | plants by affecting ethylene synthesis
and signaling in different ways.

Physiol Plant. 2014 Jan;150(1):95-106.

=

5.Garcia MJ, Romera FJ, Stacey MG, Stacey G, Villar E, Alcantara E, Pérez-Vicente R. Shoot to root
communication is necessary to control the expression of iron-acquisition genes in Strategy | plants
Planta. 2013 Jan;237(1):65-75.

Informacién Personal-CO-I1P3
Nombre Completo Direccion Residencial Teléfonos de contacto Correo

electrénico
Esteban Alcantara Cérdoba, Espaiia 34 957218572 aglalvae@uco.es

Preparacion Profesional

Institucion de Ubicacién Carrera Titulo Afo de
estudio (pais, ciudad) Titulacién

Universidad de Espafia Agronomia Ing. Agronomo 1985
Cérdoba

Universidad de Espafa Agronomia 1988
Cérdoba Doctor en Ciencias

Agricolas

Experiencia Profesional (inicie con la mas reciente)*

Institucién Ubicacion Cargo(s) Logro(s) destacado(s) Afios de
(pais, ciudad) afiliacion
Universidad de Espafia Catedratico de 11 proyectos de investigacion, 50 25
Cérdoba Universidad publicaciones

1.Lucena C, Romera FJ, Garcia MJ, Alcantara E, Pérez-Vicente R. Ethylene Participates in the Regulation of Fe
Deficiency Responses in Strategy | Plants and in Rice.Front Plant Sci. 2015 Nov 27;6:1056.

- 2.Garcia MJ, Romera FJ, Lucena C, Alcantara E, Pérez-Vicente R. Ethylene and the Regulation of
Physiological and Morphological Responses to Nutrient Deficiencies.
Plant Physiol. 2015 Sep;169(1):51-60.

=

3.Garcia MJ, Garcia-Mateo MJ, Lucena C, Romera FJ, Rojas CL, Alcantara E, Pérez-Vicente R. Hypoxia and
bicarbonate could limit the expression of iron acquisition genes in Strategy | plants by affecting ethylene synthesis
and signaling in different ways.

Physiol Plant. 2014 Jan;150(1):95-106.

=
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4.Garcia MJ, Romera FJ, Stacey MG, Stacey G, Villar E, Alcantara E, Pérez-Vicente R. Shoot to root

communication is necessary to control the expression of iron-acquisition genes in Strategy | plants
Planta. 2013 Jan;237(1):65-75.

5.Romera FJ, Garcia MJ, Alcantara E, Pérez-Vicente R. Latest findings about the interplay of auxin, ethylene and
nitric oxide in the regulation of Fe deficiency responses by Strategy | plants. Plant Signal Behav. 2011
Jan;6(1):167-70.
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CENTRO REGIONAL UNIVERSITARIO DE COCLE
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES, EXACTAS Y TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

Penonomé, 2 de julio de 2015

Sefiores

Programa de Insercién de Talento Especializado.
SENACYT.

E.S.D.

Respetados Sefores:

Es un grato honor para mi persona en calidad de Docente de esta prestigiosa Casa de
Estudios Superiores y con mucho agrado puedo expresar que ante e tranacurrir de los
afos he tenido el placer de conocer al Dr, Rito Humberto Herrera Vega por el amplio
y productivo que hacer profesional, personal y formacion académica

Conozco al Dr. Herrera desde 1997, fecha en que se me dio la oportunidad de impartirle
la Asignatura de Micologia en la Casa de Méndez Pereira, contemplada en el Plan de
Estudios de la Licenciatura en Bwologia con Orientacion en Microbiologia y Parasitoiogia.
Su comportamiento ejempiar, fortaleza y potencial cientifico demosirado hasta ks fecha
lo hacen merecedor de esta recomendacién a nivel profesional para que pueda ser
tomado en cuenta en el Programa de Insercién de Talento Especializade (ITE 2017) de
SENACYT

Apravecho la ocasion para manifestaries que a partir del afo 2016 llevamos en conjunto
con el Dr. Herrera trabajos de investigacidn con opcion a Tesis de Grado en &l nivel
superior de Maestria de |os Planes de Estudio de la Facultad de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad de Panama, Sede Los Santos

Me permito renovaries las seguridades de mi mas aita y distinguida consaderacion

Atentamente,

{4 a/t@-u c& "{”7 LZ\’I -
P

FESORA MARTHA DE VON CHONG.
Regular Titular Tiempo Completo
Coordinadora de Enlace
Escuela de Biologia
CRU de Coclé.
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DEPARTAMENTO MICROBIOLOGIA
UNIVERSIDAD DE CORDOBA
CAMPUS DE RABANALES
CTRA NIV XM, Vo0
LAOT 1L OMIDXOMA ( ISPANA)
Tl #3720 08 30
Pan 91T 2

A quien corresponda:

s

wnmm; UUA L
. PANAMA W

Cordoba, 27 de junio de 2017

Como Director de la Tesis Doctoral de Rito H, Herrera Vega, emito un Informe

favorable a su trabajo desarrollado durante un periodo de varios afos en el

Departamento de Microbiologia de la Universidad de Cordoba.

El mencionado investigador desarrolld una labor encomiable durante el

periodo de tiempo en que estuvo en mi grupo de Investigacion. Fruto de este trabajo

fue, no s6lo la obtencion del grado de Doctor, sino también la publicacién de diversos

articulos de investigacion en las mejores revistas internacionales del imbito.

Atentamente

~

Fdo. Prof, José Ram

Catedritico dwﬂl/croblologia

Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agrdnomos y de Montes

Universidad de Cordoba
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®
Id a Instituto de Investigacion
Agropecuaria de Panama

Tel. (507) 500-0519/20/21/22 / Fax: (507) 500-0516

E-mail: idiag.ganamaga}idiap.gob.ga

Direccion General
DG-Nota No.1130-11-2017.

Panamd, Ciudad del Saber, 20 de noviembre de 2017.

Al Honorable Doctor
Victor Sanchez Urrutia
Secretario General

Secretaria Nacional de Ciencia T ecnologia e Innovacién
SENACYT

Estimado Dr. Sanchez Urrutia:

Por este conducto me permito indicar nuestro apoyo a la propuesta titulada: “Caracterizacién y Utilizacién de
Microorganismos Rizosfericos Inductores de Resistencia Sistematica para Mejorar la Nutricién Férrica de las
Plantas de Importancia Agricola en Suelos Bésicos de Panama”, sometido para su consideracién dentro de la
“Convocatoria Programa de Fomento a la Investigacién y Desarrollo (I+D), Convocatoria Piblica de Fomento A I+D
(FID) 2017 , cuyo investigador principal es el Ing. Rito Herrera, investigador agricola, del Instituto de Investigacién
Agropecuaria de Panam4 (IDIAP).

A la vez, el IDIAP se compromete a brindar el apoyo requerido para el buen logro de esta propuesta, tal como se detalla
en el contenido técnico de la misma, presentado a la SENACYT, esperando que cumpla con su objetivo de mejorar la
calidad y eficiencia de los cultivos a investigar. Es importante mencionar que la presente propuesta es congruente con
los objetivos y misién del IDIAP de mejorar el agronegocio en sintonia con los productores nacionales.

De igual forma, “El Instituto de Investigacién Agropecuaria de Panamé” adquiere el compromiso de brindar el apoyo
requerido para el buen logro de esta propuesta, tal como se detalla en el contenido técnico de la misma presentado a
SENACYT (esto incluye el aporte financiero y/o en especie indicado por parte de nuestra entidad).

Sin otro particular, aprovecho la ocasién para reiterarle las seguridades de mi consideracion.

(7N

Atentamente, o

Axel Villalobos
Director General

1y
GOEERNG DE LA REPUBLICA DE

m— AN AN s Teléfonos Regionales: Divisa: 976-1265 /976-11 68, David: 775-5052, Los Santos: 966-8115,
Chepo:296-0589, Bocas del Toro: 758-342 7, Rio Hato: 993-3253.
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Espafia, 23 de noviembre de 2017

Sefores
Programa de Fomento a +D
SEMACYT :

Estimados Sefiores y Sefioras:

Por este conducto me permito indicar nuestro apoyo a la propuesta titulada “CARACTERIZACION ¥
UTILIZACION DE RICROORGANISAIOS RIZOSFERICOS INDUCTORES DE RESISTENCIA SISTEMICA PARA
MEJORAR LA NUTRICION FERRICA DE LAS PLANTAS DE TOMATE EN SUELOS BASICOS DE PANARA"
sometido para su consideracién dentro de fa CONVOCATORIA PUBLICA DE FOMENTO A I+D (FID) 2017
por el/la Investigador/a Principal “ Rito Humberto Herrera ",

Es importante mencionar que la presente propuesta es congruente con el interés que la Universidad de
Cordoba tiene con |a realizacién de la propuesta, y su afinidad con los objetivos y misién de nuestra
universidad. Desde el punto de vista cientifico, permitira estudiar interacciones planta/microorganismos
autdctonos del suelo para mejorar la respuesta de la planta frente a estreses como los defectos en
nutricién férrica. Adicionalmente, el proyecto serviria para estrechar la colaboracién mantenida desde
hace afios entre los grupos de investigacién panamefios v espafioles, favoreciendo la transferencia de
conocimiento entre ambos y el desarrollo de futuros proyectos de investigacidn conjunta.

A la vez, “la Univer-‘dad de Coérdoba” adquiere el compromiso de brindar el apoyo requerido para el
buen logro de ests propuesta, tal como se detalla en el contenido técnico de la misma presentado a

SENACYT.

Aer arm

Enny. -2 o Sorg,
Vicerrecee. < tmon 3ciér. Ti insferencia y Campus de Excelencia

Direccion. Rectorade G/ Medina Azahara n°5 Teléfonos. 957 211060 Fax. 957 218998 E. mail. viransferencia@uco.es
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PAZ Y SALVO
Para la participaciéon de las Convocatorias Piblicas

El suscrito, varén, de nacionalidad panamena, mayor de edad, portador de la cédula

de identidad personal No. 8-227-180 , actuando en mi calidad de
representante legal de INSTITUTO DE INVESTIGACION AGROPECUARIA DE
PANAMA_(IDIAP) , solicito, a efecto de participar en la

Convocatoria Piiblica De Fomento a I+D (FID) 2017, el Paz y Salvo que certifique
que no mantengo obligaciones pendientes con la SENACYT.

Nombre _____AXEL VILLALOBOS Ph.D
v

Firma /6’

PARA USO EXCLUSIVO DE SENACYT

DIRECCION PAZ Y SALVO | FIRMA DEL DIRECTOR FECHA
Direccion de Gestion de la
Ciencia

Direccion de Investigacion y
Desarrollo

Direccién de Innovacion
Empresarial

Direccién de Aprendizaje




Para la participacion de las Convocatorias Puablicas

El suscrito, varon, de nacionalidad panamena, mayor de edad, portador de la cédula de
identidad personal No. 8-513-1199, actuando en mi nombre propio , solicito, a efecto de
participar en la Convocatoria Pablica De Fomento a I+D (FID) 2017, el Paz y Salvo

PAZ Y SALVO

que certifique que no mantengo obligaciones pendientes con la SENACYT.

Nombre Rito Herrera Vega

Firma

)

PARA USO EXCLUSIVO DE SENACYT

DIRECCION

PAZ Y SALVO

FIRMA DEL DIRECTOR

FECHA

Direccion de Gestion de la
Ciencia

Direccion de Investigacion y
Desarrollo

Direccion de Innovaciéon
Empresarial

Direccion de Aprendizaje




