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INTRODUCCION

Desde hace décadas diferentes instituciones han alertado sobre la necesidad, considerando
todos los objetivos y consecuencias de la actividad humana, de la busqueda de soluciones
gue disminuyan el deterioro de la biosfera. Entre las actividades sobre las que se ha hecho
foco se encuentran la agricultura y la ganaderia. Existen millones de hectareas en nuestro
pais subutilizadas o no utilizadas actualmente debido a un mal uso previo, o a la falta de
aplicacién de tecnologias sobre las mismas, pero con un potencial enorme. Entre estos
millones algunos se encuentran en el norte de la provincia de Santa Fe.

Este proyecto se relaciona con la recuperacion de los suelos para una ganaderia sustentable
y rentable mediante el uso de un cultivo de doble propdésito, forrajero y de servicio: Crotalaria
juncea. Esta leguminosa no solo ha demostrado la capacidad mediante simbiosis de aportar
N al suelo, sino ademas de aportar una elevada cantidad de proteinas a la alimentacién
animal, sumado a un gran desarrollo de biomasa y resistencia a condiciones ambientales
adversas. Sin embargo, sobre este cultivo se ha realizado muy poco proceso de mejoramiento
y se tiene escaso conocimiento a nivel molecular.

Por lo antes mencionado, uno de los objetivos del proyecto es obtener una biblioteca de
mutantes mediante TILLING de C. juncea de alrededor de 1000 lineas, y sobre éstas realizar
una caracterizacion fenotipica y muestreo en la generacién M2. Desde estas se construira
una biblioteca de ADN para realizar la secuenciacion e identificacion de mutaciones de interés.
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OBJETIVO

Desarrollar herramientas biotecnol6gicas que permitan el mejoramiento de C. juncea para su
uso como cultivo forrajero y de servicio principalmente en el norte santafesino.
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METODOLOGIA

En el comienzo de este proyecto se procedié a la obtencion de las semillas de C. junceay el
mutageno (Anai T 2012).

Como primera actividad para la obtencion de la biblioteca de tilling se trabajé en la puesta a
punto del tratamiento con el mutageno EMS (Barkley N and Wang M, 2008); Comai L and
Henicoff S, 2006). Para esto se realizaron diferentes ensayos dosis/ respuesta, considerando
como variables el tiempo de exposicidon de las semillas al agente mutageno y el porcentaje de
EMS utilizado (Guha, T.K.; Wai, A.; Hausner, G, 2017; Taheri, S.; Abdullah, T.; Jain, S.;
Sahebi, M. and Azizi, P, 2017).

En un primer ensayo se seleccionaron semillas de C. juncea, de aspecto normal y poder
germinativo del 100%. Estas semillas fueron sometidas a tres tratamientos distintos, en
concentraciones del 0, 1, 2 y 3% (P/V) de EMS diluido en agua destilada durante 6 horas.
Cada tratamiento contenia 100 semillas por dosis. Se evalu6 el porcentaje de germinacién y
desarrollo de las plantulas, teniendo en cuenta su viabilidad y persistencia. Los ensayos se
realizaron en plantineras con sustrato estéril, cultivadas en invernaculo, durante dos semanas.
Considerando que los resultados obtenidos mostraban que el porcentaje de germinacion de
semillas y viabilidad de plantulas superaba el 50%, se procedi6 a repetir el ensayo,
manteniendo las dosis y aumentando el tiempo de exposicion al mutageno, a 12 y 24 horas.
En este ultimo se determiné que 24 horas era el tiempo de exposicion adecuado, obteniendo
un 10% de las semillas germinadas con respecto al tratamiento de 6 y 12hs, en los cuales los
porcentajes de semillas germinadas superaban el 90 y el 60% respectivamente.

A continuacién, y una vez determinado el tiempo de exposicion de las semillas al mutageno,
se probaron concentraciones de EMS mas bajas, con el objetivo de aumentar los porcentajes
de germinacion a lograr. Se probaron las concentraciones de 0, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8,
0.9y 1 % (P/V). Mediante este ensayo logramos establecer que la dosis mas adecuada para
mutagenizar con EMS C. juncea era el 0.5%, que nos garantazaban un 25% de semillas
germinadas y plantulas viables, en un tiempo de exposicion en mutageno, de 24hs.

Una vez seleccionados el tiempo y la dosis adecuada, se procedié a la mutagénesis de 1000
semillas de C. juncea divididas en dos ensayos de 500 cada uno. Luego de evaluar su
porcentaje de germinacion y viabilidad, 25 y 20% respectivamente, en plantineras con sustrato
durante dos semanas se procedié a transplantarlas a campo, en parcelas preparadas y con
riego por goteo programado.

Una vez que la primera generacion de mutantes (M1) cultivadas a campo completaron su ciclo
de vida, se procedi6 a la cosecha y trilla de las semillas, obteniendo asi la segunda generacion
(M2) de semillas. Durante la cosecha se etiquetaron y guardaron por separado las semillas
provenientes de cada mutante M1. Este procedimiento garantiza la posibilidad de conocer la
procedencia de cada una de las semillas obtenidas. De esta manera, se conoce la linea
generacional de cada individuo que se obtenga a partir de las semillas M2.

RESULTADOS

En el primer ensayo de 6 horas se detectaron diferencias en los tiempos de germinacion,
siendo directamente proporcional la concentracion de mutdgeno EMS con el tiempo de
exposicion de las semillas al mutageno. Si bien esto era un indicativo de que el agente
mutagénico tuvo efecto sobre la germinacion y viabilidad de las plantulas, estas superaban el
90%. En el segundo ensayo, de 12hs, si bien hubo una demora mayor en la germinacion
respecto al control, sin tratar, los porcentajes finales de germinacion se mantuvieron elevados,
siendo estos cercanos al 60%. En el ensayo nimero tres, detectamos una marcada incidencia
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del mutégeno sobre el poder germinativo de las semillas logrando una germinacién y viabilidad
inferior al 25%

En dosis de 2 y 3% no se observd germinacion, mientras que en la concentracién de 1% se
obtuvo un 10% de semillas germinadas. Posterior mente, en la puesta a punto, en donde se
usaron concentraciones de 0, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 y 1 % (P/V), logramos
establecer que la dosis mas adecuada para mutagenizar con EMS C. juncea era el 0.5%.
Logrando elevar el 10% de semillas germinadas, sin superar el 25%

CONCLUSIONES

e Eltiempo de germinacion en semillas en C. juncea es directamente proporcional a la
concentracion de EMS

e El numero de semillas germinadas de C. juncea es inversamente proporcional a la
concentracion de EMS

e Aligual que la concentracién del mutageno, el tiempo de exposicidén de las semillas al
agente mutagénico, retrasa la germinacion de las mismas y disminuye su viabilidad

e La concentracion y el tiempo de exposicién 6ptimo de mutageno para C. juncea es de
un 0.5% durante 24hs
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