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Introducción

Las diferentes herramientas biotecnológicas desarrolladas durante la úl-
tima década complementan el mejoramiento convencional, reduciendo 
el tiempo de obtención de nuevos cultivares y aumentando la ganan-
cia genética en estos. A partir de la década de 1980, el desarrollo de los 
marcadores moleculares había abierto las puertas para el estudio de la 
diversidad genética en colecciones de germoplasma y para el mapeo de 
QTLs (Quantitative Traits Loci) asociados a caracteres de interés agronó-
mico. Por un lado, más recientemente, con el avance de las tecnologías 
de secuenciación de próxima generación o NGS (Next-Generation Sequen-
cing) (Metzker, 2010) y el desarrollo de herramientas bioinformáticas, se 
ha podido secuenciar un genoma entero y descubrir una gran cantidad de 
marcadores con polimorfismo en nucleótidos individuales o SNPs (Single 
Nucleotide Polymorphisms). Posteriormente, la amplia variedad de plata-
formas de genotipado que se fueron desarrollando permitió generar una 
gran cantidad de datos en un gran número de loci y en grandes poblacio-
nes. Esto permitió obtener una mayor cobertura genómica y aumentar 
la resolución de los mapas de ligamiento desarrollados a partir de ellos 
(Li et al., 2014b; Zhang et al., 2019). Por otro lado, los SNPs facilitaron el 
mapeo fino de QTLs y el estudio de asociación a genoma amplio (GWAS: 
Genome-Wide Association Studies), como así también su aplicación en 
otras estrategias como la selección asistida por marcadores (SAM) y la 
selección genómica (SG) (Li y Brummer, 2012).

No obstante, por un lado, si bien la implementación de la SAM permi-
tió seleccionar individuos con marcadores asociados a QTLs de efecto 
mayor, la técnica no fue eficiente –al menos hasta el presente– para me-
jorar caracteres complejos. Una de las principales razones para esto es 
la dificultad de encontrar el mismo QTL en múltiples ambientes (interac-
ción QTL x ambiente) y en diferentes fondos genéticos. Por otro lado, el 
desarrollo de modelos estadísticos para predecir la asociación entre los 
marcadores moleculares y los caracteres en estudio ha posibilitado la im-
plementación de la selección genómica como estrategia de mejoramiento 
para la obtención de nuevas variedades en menor tiempo y con mejor 
comportamiento. Dicha estrategia permite la selección de individuos fa-
vorables basados en un valor de mejora estimado de los marcadores que 
mejor predicen el carácter en estudio (Crossa et al., 2017). 
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Paralelamente, se han desarrollado otras herramientas que permiten 
generar variabilidad sin modificar el fondo genético. Entre ellas, la trans-
génesis permite introducir genes de otras especies en materiales elite, 
incorporando caracteres naturalmente inexistentes en las especies de 
interés. Además, la edición génica permite la generación de mutacio-
nes puntuales y dirigidas a un lugar específico del genoma. Esto permite 
silenciar genes determinados que modifican la expresión de algunos 
caracteres que se quieren disminuir, como por ejemplo el contenido de 
lignina. Entre las principales ventajas de la edición génica se cuentan: a) 
al producir una modificación dirigida se conoce la ubicación del gen mo-
dificado; b) después de un ciclo de cruzamiento se elimina la maquinaria 
de edición; y c) sus productos no se regularían como un organismo trans-
génico, lo que evitaría el largo y costoso proceso de desregularización 
que se requiere para la comercialización de los eventos transgénicos. 

El presente capítulo pretende no solo describir las más importantes 
herramientas biotecnológicas utilizadas en la actualidad para comple-
mentar al mejoramiento tradicional, sino también discutir brevemente 
sus aplicaciones en el desarrollo de cultivares de alfalfa.

Marcadores moleculares 

Un marcador molecular es una secuencia de ADN con una ubicación 
específica, que presenta variabilidad detectable entre los individuos de 
una población segregante y herencia Mendeliana. Asimismo, dicha se-
cuencia puede pertenecer a regiones codificantes o no codificantes del 
genoma (Ferreira y Grattapaglia, 1996; Borém y Teixeira Caixeta, 2006; 
Teixeira Caixeta et al., 2014). 

Actualmente, existe gran cantidad de marcadores moleculares desa-
rrollados y disponibles en bases públicas (https://www.ncbi.nlm.nih.
gov/). Sin embargo, dependiendo del objetivo del proyecto, la población 
de estudio y la disponibilidad de los marcadores para la especie en es-
tudio, se debe elegir el tipo de marcador más adecuado para cumplir 
con dicho propósito. Las características deseadas en los marcadores 
moleculares son que sea altamente polimórfico, de herencia mende-
liana, neutro, codominante y de detección temprana. En este sentido, a 
continuación, se detallan los marcadores más utilizados en alfalfa.
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RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Los RFLP fueron los primeros marcadores desarrollados por Grodzicker 
et al. (1974) en virus. Posteriormente, Botstein et al. (1980) lo ajusta-
ron en humanos y más tarde Beckmann y Soller (1983) y Burr et al. 
(1983) señalaron su aplicación en mejoramiento vegetal. Esta técnica 
se basa en la detección de fragmentos polimórficos generados por el 
corte con enzimas de restricción en sitios específicos del ADN. Luego, 
estos fragmentos son separados por electroforesis en geles de agarosa 
y detectados con sondas de ADNc radioactivas, complementarias a la 
secuencia blanco. A continuación, el patrón de ADN generado es trans-
ferido a una membrana de nitrocelulosa para exponerla a las sondas que 
hibridarán con el ADN. Por último, la visualización de los fragmentos se 
realiza por exposición de la membrana a una placa autorradiográfica. 

Los RFLPs son altamente reproducibles, codominantes, multialélicos y 
neutros. Además, las sondas utilizadas son homólogas a secuencias úni-
cas del genoma, detectando uno o pocos loci cada vez. La base genética 
del polimorfismo se debe a la presencia de mutaciones puntuales en los 
sitios de restricción o a inserciones, deleciones y otros rearreglos cromo-
sómicos que modifican la distancia entre los sitios de corte, generando 
variaciones en la longitud de los fragmentos obtenidos. Si bien esta téc-
nica se utilizó ampliamente para el desarrollo de mapas de ligamiento 
(Brummer et al., 1993; Kiss et al., 1993) y análisis de variabilidad genética 
(Brummer et al., 1991; Kidwell et al., 1994), con el paso del tiempo y el 
desarrollo de marcadores más económicos, se la dejó de lado debido, 
principalmente, a su alto costo operativo y desarrollo laborioso, al uso de 
material radioactivo y a la falta de una biblioteca de sondas específicas. 

RAPDs (Random Amplified Polymorphic DNAs)

Esta técnica fue desarrollada simultáneamente por dos grupos indepen-
dientes (Welsh y McClelland, 1990; Williams et al., 1990) y consiste en la 
utilización de un único cebador corto de 10 pb de secuencia arbitraria, 
que hibrida al azar en el genoma. Además, para que haya amplifica-
ción, dos secuencias de ADN complementarias al cebador arbitrario 
deben estar lo suficientemente adyacentes (a menos de 4000 pb) y en 
orientación opuesta. Puesto que las bajas temperaturas de hibridación 
generan varios fragmentos de secuencia desconocida, cada banda en 
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el gel es considerada como un locus RAPD. Así, la visualización de los 
fragmentos generados se realiza en geles de agarosa y tinción con bro-
muro de etidio o en geles de poliacrilamida y tinción con nitrato de plata. 

El polimorfismo detectado se debe a la presencia o ausencia de frag-
mentos amplificados debido a mutaciones puntuales en el sitio de 
hibridación del cebador o a deleciones o inserciones entre dos sitios 
de apareamiento de aquel. Dado que no permite distinguir individuos 
homocigotas de heterocigotas, se dice que es un marcador dominan-
te, ya que la presencia de la banda podría corresponder a un individuo 
homocigota dominante o a un heterocigota para ese locus. Además, la 
ausencia de banda en el gel se atribuye a la presencia de un genotipo 
homocigota recesivo. 

Esta técnica requiere poca cantidad de ADN y debido a su amplia co-
bertura genómica es posible muestrear regiones de copia única o 
altamente repetitivas. Además, no usa sondas radioactivas y no requie-
re bibliotecas de sondas específicas. Sin embargo, presenta algunas 
dificultades como tener baja reproducibilidad y ser sensible a pequeñas 
variaciones en el protocolo que podrían llevar a resultados negativos. 
Además, debido a que solo detecta un alelo por locus, brinda bajo con-
tenido de información polimórfica. En alfalfa existen diferentes trabajos 
sobre construcción de mapas de ligamiento (Kiss et al., 1993; Echt et al., 
1994) y análisis de diversidad genética (Ghérardi et al., 1998; Mengoni et 
al., 2000) con este tipo de marcador.

AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism)

La técnica se basa en la amplificación de un subconjunto de fragmentos 
de restricción mediante una PCR selectiva (Vos et al., 1995) y compren-
de las siguientes cuatro etapas: 

a) Etapa de digestión enzimática: el ADN total se corta con dos enzimas 
de restricción por separado; primero, con una enzima de corte raro que 
reconoce sitios de restricción con 6 a 8 pb y otra de corte frecuente 
que reconoce sitios con 4 pb. Así, se generan tres tipos de fragmentos: 
grandes producidos por la enzima de corte raro, pequeños producidos 
por la enzima de corte frecuente e intermedios producidos por la com-
binación de ambas enzimas. 
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b) Etapa de ligación de adaptadores: en este paso, los fragmentos de 
ADN de doble cadena llamados “adaptadores” se ligan a los extremos 
de los fragmentos de restricción generados en la etapa anterior. Aque-
llos son secuencias cortas de 20 a 30 pb, con una secuencia principal 
seguida de una secuencia específica y complementaria al extremo 
cohesivo del fragmento generado, los cuales servirán de moldes en la 
siguiente etapa de amplificación. 

c) Etapa de amplificación selectiva: la secuencia de los adaptadores y el 
sitio de restricción adyacente sirven como sitios de unión del cebador. 
Pero, no todos los fragmentos generados en el punto a) se amplificarán. 
Así, la selección de aquellos se realiza con cebadores específicos de 
secuencia arbitraria (20 a 25 pb) y complementaria al adaptador; con el 
agregado de 1 o 3 nucleótidos (nt) en el extremo 3´. A su vez, esta etapa 
cuenta de dos pasos. Primero, se realiza una amplificación selectiva de 
los fragmentos empleando cebadores con 1 nt arbitrario. Luego, el frag-
mento generado sirve de molde para los cebadores con 2 nt selectivos 
adicionales al anterior. En este caso, los cebadores llevan una marca 
radiactiva (P32) o fluorescente en el extremo 5´. 

d) Etapa de análisis: si bien los tres fragmentos de restricción son am-
plificados, solamente los de tamaño intermedio se podrán resolver con 
claridad. En este caso, la separación de aquellos se puede realizar en ge-
les de poliacrilamida y la visualización por autorradiografía o tinción con 
nitrato de plata pudiendo detectar entre 50 y 100 fragmentos. Además, 
la utilización de marcas fluorescentes permite su separación por elec-
troforesis capilar en secuenciadores automáticos y la visualización de 
realiza mediante programas computacionales específicos para tal fin.

El polimorfismo detectado se debe a la presencia o ausencia de frag-
mentos amplificados de un tamaño determinado dado por mutaciones 
puntuales, inversiones, deleciones o inserciones que producen ganancia 
o pérdida de un sitio de restricción o la alteración de la secuencia reco-
nocida por el cebador. Al igual que los RAPDs, los AFLPs se consideran 
marcadores dominantes de naturaleza binaria (presencia/ausencia). 
Además, se caracterizan por detectar un alto nivel de polimorfismo, 
debido a que exploran simultáneamente la presencia/ausencia de los 
sitios de restricción y la ocurrencia o no de amplificación a partir de 
secuencias arbitrarias. En cambio, a diferencia de los RAPDs, utilizan 
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cebadores más largos que aumentan la especificidad de la reacción de 
PCR. Asimismo, debido a la amplificación al azar, no necesita informa-
ción previa de las secuencias del ADN, permitiendo realizar un muestreo 
amplio y simultáneo del genoma. A su vez, tienen la desventaja de ser 
una técnica relativamente laboriosa y costosa. Más aún, presentan un 
mayor número de etapas que la técnica RAPDs, necesitan mayor canti-
dad de reactivos y ADN de mejor calidad. No obstante, dado a su amplia 
cobertura genómica, se los ha utilizado en la construcción de mapas de 
ligamiento (Barcaccia et al., 1999; Julier et al., 2003), mapeo de QTLs 
(Musial et al., 2007) y análisis de diversidad (Segovia-Lerma et al., 2003).

Microsatélites o SSR (Simple Sequence Repeats)

Inicialmente, la técnica se desarrolló en humanos (Litt y Luty, 1989); 
años más tarde, Morgante y Olivieri (1993) la pusieron a punto en plan-
tas. Dichos autores determinaron que los microsatélites se distribuyen 
con una frecuencia de uno por cada 50 mil pb y la unidad repetida más 
común es el dinucleótido AT. Es decir que, los SSR son secuencias hi-
pervariables con arreglos de pequeñas secuencias de 1 a 6 pb de largo, 
repetidas en tándem y que se repiten de 10 a 100 veces. De este modo, 
cada microsatélite constituye un locus genético altamente variable y 
multialélico. Por lo tanto, cada segmento amplificado de tamaño dife-
rente representa un alelo del mismo locus. Para amplificarlas se utilizan 
cebadores específicos de 20 a 30 pb complementarios a las secuen-
cias que flanquean la región del microsatélite. Dichos fragmentos se 
resuelven en geles de poliacrilamida y se visualizan mediante tinción 
con nitrato de plata (Figura 1) o por electroforesis capilar mediante la 
utilización de cebadores fluorescentes. 

El polimorfismo detectado se basa en la variabilidad del número de 
repetidos en tándem y, en consecuencia, del tamaño del microsatéli-
te amplificado en los individuos de una especie (Martínez et al., 2010). 
Por lo tanto, la base genética de dicho polimorfismo estaría dada por el 
deslizamiento de la ADN polimerasa que incorpora o elimina repetidos 
durante la replicación del ADN (splippage) o por un entrecruzamiento 
desigual entre cromosomas homólogos durante la meiosis, generando 
alelos con un número diferente de unidades (Litt y Luty, 1989).
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Figura 1. Perfil molecular de 40 genotipos de alfalfa analizados con marcadores 
microsatélites en gel de poliacrilamida al 6 % (p/v); pb: pares de bases. Adapta-
do de Grandón et al. (2013).

Los SSR se caracterizan por tener alta reproducibilidad, buena cober-
tura genómica, herencia codominante, neutralidad y alto contenido de 
información polimórfica (PIC) (Varshney et al., 2005). Dichas cualida-
des los hicieron ideales para mapeo genético en diferentes especies, 
así como también para estudios de diversidad y estructura poblacio-
nal (Flajoulot et al., 2005; Sakiroglu et al., 2010; Sakiroglu y Brummer, 
2013). En alfalfa se han publicado diferentes mapas de ligamiento con 
base en SSR solamente (Sledge et al., 2005; Mun et al., 2006) o en con-
junto con otros marcadores como RFLP (Diwan et al., 2000) o AFLP 
(Julier et al., 2003).
 

ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

Es una variante de los microsatélites (Zietkiewicz et al., 1994) y se basa 
en la amplificación de un fragmento de ADN localizado entre dos regio-
nes microsatélites idénticas. Esta técnica utiliza la secuencia repetida 
como un único cebador (di- o trinucleótido) en la reacción de PCR con 
el adicional de cuatro nucleótidos en uno de sus extremos. Este tipo de 
marcador de secuencia arbitraria, que hibrida al azar, permite la ampli-
ficación simultánea de diferentes regiones del genoma. Sin embargo, 
su naturaleza dominante constituye una gran limitación en su uso. No 
obstante, se lo ha utilizado en alfalfa en análisis de diversidad (Touil et 
al., 2008), mapeo de QTLs (Barcaccia et al., 2000) y estructura poblacio-
nal (Xavier et al., 2011).
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SCAR (Sequence Characterized Amplified Regions)

Estos son marcadores PCR alelo-específicos que provienen de marca-
dores AFLPs o RAPDs. Así que, cuando el marcador derivado proviene 
de un fragmento RAPD se denomina SCAR (Paran y Michelmore, 1993). 
Para ello, los productos RAPD amplificados se clonan, se secuencian 
y se diseñan cebadores específicos de 16 a 24 pb complementarios a 
los extremos del fragmento. En consecuencia, cada par de cebadores 
amplifican un único locus del mismo tamaño del fragmento RAPD. Por 
lo tanto, el polimorfismo estaría dado tanto por la presencia/ausencia 
de banda en el gel (marcador dominante) como por el polimorfismo 
de longitud del fragmento amplificado (marcador codominante), dado 
que pueden contener unidades repetitivas en su secuencia (Paran y Mi-
chelmore, 1993). Sin embargo, presentan un bajo nivel de polimorfismo 
entre variedades de una misma especie (trigo, soja, etc.), disminuyendo 
así la posibilidad de transformar marcadores dominantes en marca-
dores codomimantes. No obstante, tienen alta reproducibilidad y son 
fácilmente transferibles a otros laboratorios. Además, por ser locus es-
pecíficos se aplican muy bien a estudios de mapeo (Wang et al., 2012) y 
diagnóstico de enfermedades en alfalfa (Larsen et al., 2002).

CAPS (Cleavage Amplified Polymorphic Sequence)

En esta técnica, desarrollada por Konieczny y Ausubel (1993), un frag-
mento de ADN se amplifica por PCR con cebadores específicos de 20 
a 25 pb, luego se digiere con enzimas de restricción y se resuelve por 
electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida. La base del poli-
morfismo está dada por la presencia/ausencia de sitios de restricción 
en el fragmento amplificado; considerándolo como un marcador co-
dominante. Si bien es necesario conocer la secuencia del fragmento 
genómico blanco para el diseño de los cebadores, se considera una téc-
nica sencilla, fácilmente transferible y altamente reproducible. En este 
sentido, este tipo de marcador se ha aplicado predominantemente en 
mapeo genético tanto en alfalfa (Narasimhamoorthy et al., 2007) como 
en Medicago truncatula (Schnabel et al., 2003; Yang et al., 2013).
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SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms)

Por un lado, los polimorfismos de nucleótido simple son variaciones de 
punto que corresponden a la sustitución de una única base por otra o 
a la inserción/deleción de una base (inDel), en una posición específica 
del genoma. Este tipo de polimorfismo corresponde a las variaciones 
genéticas naturales más frecuentes. En este sentido, se dice que son 
bialélicos, con una frecuencia de 1 cada 100-300 pb en genomas ve-
getales. Sin embargo, para que la variación se considere un SNP, debe 
tener 1 % de ocurrencia en la población. Los SNPs se pueden localizar 
tanto en regiones codificantes como no codificantes. Por lo tanto, las 
variaciones localizadas en las primeras presentan un 100 % de aso-
ciación con el carácter de interés, siendo útiles para su aplicación en 
Selección Asistida por Marcadores (SAM) (en inglés MAS: Marker-Assis-
ted Selection). Por otro lado, dado que son estables evolutivamente, se 
los puede emplear fácilmente en estudios poblacionales y filogenéticos. 
Asimismo, por tener una tasa mutacional relativamente baja, son muy 
frecuentes en el genoma e importantes marcadores genotípicos.

La forma directa de detección e identificación de SNPs es por medio de 
la amplificación y secuenciación de fragmentos genómicos equivalen-
tes de regiones genómicas específicas de ADN de diferentes individuos 
y comparando dichas secuencias para encontrar variaciones puntuales. 
Para ello se usan programas computacionales para alinear las se-
cuencias amplificadas resultantes y así identificar polimorfismos. Otra 
forma de encontrar SNPs es por medio del análisis in silico de bancos 
de secuencias ESTs (Expressed Sequence Tags). No obstante, indepen-
dientemente del método utilizado, una vez identificados los SNPs se 
deben validar experimentalmente en un pequeño grupo de genotipos 
diferentes. Dicha validación se puede realizar por medio de diferentes 
técnicas como, por ejemplo: microarreglos (Li et al., 2014a), PCR en 
tiempo real, digestión con enzimas de restricción (marcadores CAPS) 
(Kamphuis et al., 2008), análisis por curvas HMR (High-Resolution Mel-
ting) (Han et al., 2011; Han et al., 2012), genotyping-by-sequencing (GBS) 
(Li et al., 2014b) y por RAD-seq (Restriction Associated DNA Sequencing) 
(Zhang et al., 2019), entre otros. Por último, una vez validados, se deben 
genotipar en toda la población de estudio, objeto del mejoramiento. Para 
ello, actualmente existe una amplia variedad de plataformas de genoti-
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pado disponibles, tales como GoldenGate (Illumina), Infinium (Illumina) 
(Li et al., 2014a), SNPstream (Beckman Coulter), GeneChip (Affymetrix), 
Perlegen Wafers y Molecular Inversion Probe – MIP (Affymetrix). Sin em-
bargo, no existe un protocolo ideal y a la hora de elegir una de ellas se 
debe tener en cuenta una serie de factores, como por ejemplo la sensi-
bilidad, la reproducibilidad, la exactitud y la capacidad de la técnica para 
el análisis a gran escala, además de su costo operativo y su flexibilidad 
para utilizarla en otras aplicaciones. Sus principales aplicaciones son la 
identificación de variantes SNPs asociadas a caracteres de interés, los 
estudios de diversidad a genoma amplio (Li et al., 2014a), la construc-
ción de mapas de alta resolución (Li et al., 2014b; Zhang et al., 2019) y la 
certificación de variedades, entre otros usos.

Aplicaciones de los marcadores moleculares

El desarrollo de los marcadores moleculares contribuyó al mejoramien-
to tradicional mediante diversas aplicaciones como la caracterización 
de germoplasma, el análisis de diversidad de colecciones y la identifi-
cación de variedades. La aplicación de esta tecnología permitió asociar 
marcadores a características de interés agronómico y seleccionar de 
manera indirecta características deseables en estadios tempranos 
del desarrollo. Esto permitió reducir el tiempo de obtención de nuevos 
cultivares a través del incremento de la eficiencia y la efectividad del 
proceso de selección. 

En este sentido, se ha impulsado el desarrollo y la aplicación de los 
marcadores moleculares en el premejoramiento de alfalfa para realizar 
diferentes tipos de estudios. Todos ellos con la idea de caracterizar el 
material genético antes de introducirlo a un programa de mejoramiento 
e identificar las regiones genómicas asociadas a caracteres de interés 
agronómico. Estos estudios implican: análisis de diversidad (Baga-
vathiannan et al., 2010; Herrmann et al., 2010; Herrmann et al., 2017), 
construcción de mapas de ligamiento genético (Kiss et al., 1993; Diwan 
et al., 2000; Julier et al., 2003), mapeo de QTLs (Musial et al., 2007; Nara-
simhamoorthy et al., 2007; Ray et al., 2015), estudios de estructuración 
poblacional (Sakiroglu et al., 2010; Annicchiarico et al., 2017) y de mapeo 
por asociación (Li et al., 2011; Sakiroglu et al., 2012), entre otros. Lue-
go, en la etapa del mejoramiento propiamente dicho, los marcadores 



255

identificados previamente mediante diferentes estrategias de mapeo y 
asociados a regiones genómicas que controlan dichas características 
son utilizados en la SAM. A continuación, se detallan algunas de las 
principales aplicaciones de los marcadores moleculares en alfalfa.

a-Análisis de diversidad 

El estudio de la diversidad es el proceso por el cual la variación entre 
individuos, grupos o poblaciones es analizada por medio de un método 
específico o por la combinación de métodos (Gonzaga Pereira y San-
tana Pereira, 2006). Dicha variación puede ser morfológica, bioquímica 
(vía isoenzimas) o genética (vía técnicas moleculares), entre otras. Los 
datos así generados permiten obtener una mayor diferenciación de los 
individuos posibilitando a los mejoradores seleccionar aquellos geno-
tipos superiores para la obtención de nuevas combinaciones génicas 
favorables y generar así poblaciones básicas de mejoramiento (Basbag 
et al., 2017).

En este sentido, los marcadores moleculares permiten acceder a una 
gran cantidad de información sobre la diversidad genética y la relación 
filogenética presente en el germoplasma. Esto se debe a que la gran 
cantidad de marcadores disponibles en bases públicas posibilitan un 
muestreo amplio del genoma de interés a nivel de la secuencia del ADN. 
En alfalfa, existen diferentes estudios con marcadores moleculares para 
estimar la diversidad genética presente en las colecciones. Annicchiarico 
et al. (2017), usando marcadores SSR, estudiaron la diversidad genética 
en tres poblaciones de alfalfa –una italiana, una egipcia y una población 
EECM (germoplasma silvestre proveniente de Europa del Este, Canadá y 
España)– y concluyeron que la variación entre poblaciones resultó ocho 
veces menor que la variación promedio dentro de poblaciones (2,05 vs. 
17,24). Barghi et al. (2016), empleando marcadores RAPD, también ob-
servaron esta situación cuando analizaron la diversidad genética entre 
y dentro de poblaciones de alfalfa de diferentes áreas de Irán. La com-
binación de los datos moleculares y los fenotípicos provee información 
adicional para el agrupamiento de genotipos o para la diagramación 
de cruzamientos dirigidos. Así, Annicchiarico et al. (2016) exploraron 
la diversidad entre once ecotipos (landraces) de Medicago sativa L. 
subsp. sativa representativos del norte de Italia mediante la utilización 
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de marcadores SNPs y SSRs y de caracteres morfofisiológicos. Si bien 
la combinación de caracteres fenotípicos y moleculares aumentó la 
probabilidad de discriminación entre las poblaciones, no detectaron co-
rrelación entre la diversidad morfofisiológica y la diversidad basada en 
SSRs (r=0,04); la correlación entre la variabilidad fenotípica y la de SNPs 
fue baja (r=0,23; p<0,15). Concluyeron que, si bien el criterio basado en 
marcadores SNPs resultó menos discriminante que la clasificación por 
caracteres morfofisiológicos, complementa la información obtenida con 
la caracterización morfológica. En otro trabajo, Herrmann et al. (2017) 
compararon los índices de diferenciación para caracteres morfológicos 
y marcadores moleculares entre cultivares de M. sativa provenientes 
del norte y del sur de Europa y concluyeron que, si bien los caracteres 
morfológicos separaron ambos grupos, los marcadores moleculares no 
generaron una diferenciación clara. Una posible explicación para esto úl-
timo podría estar relacionada con el hecho de que los marcadores, al ser 
neutros en términos evolutivos, no estarían sometidos a la presión de se-
lección que sí experimentarían los caracteres morfológicos. En el trabajo 
comentado, dicho efecto diferencial quedó demostrado por los distintos 
valores de los índices QST y FST, lo que indicaría que la selección habría 
efectivamente actuado sobre los caracteres morfológicos evaluados. En 
este sentido, independientemente de la falta de correlación entre carac-
teres morfológicos y marcadores moleculares, ambas caracterizaciones 
se complementan a la hora de clasificar y distinguir variedades dentro de 
un esquema de certificación de cultivares.

El análisis de diversidad también contribuye a enriquecer la base ge-
nética de las colecciones de germoplasma a través del planeamiento 
del muestreo, mantenimiento y manejo de un banco de germoplasma. 
Dicho análisis también puede ser utilizado en la conformación de colec-
ciones núcleo (core collections), que constituyen una porción mínima 
representativa de toda la diversidad genética contenida en un banco 
de germoplasma. Así, por ejemplo, Basigalup et al. (1995) desarrollaron 
la primera core collection de alfalfa perenne del Sistema Nacional de 
Germoplasma de USDA-ARS. Esta colección comprende 200 entradas 
seleccionadas a partir de un análisis exhaustivo de 1100 accesiones 
recolectadas en 47 países y clasificadas en 18 grupos geográficos. La 
caracterización inicial se realizó con base en caracteres agronómicos, 
calidad forrajera, morfología de raíz y corona, tolerancia a estreses y 
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resistencia a enfermedades y plagas. Luego, mediante un análisis multi-
variado se seleccionaron las 200 entradas que representaban la mayor 
variabilidad de la colección original. A partir de aquí, dicha colección fue 
caracterizada por diferentes autores para estudiar la variación genéti-
ca en la calidad del forraje (Jung et al., 1997), analizar la diversidad de 
marcadores AFLP entre accesiones de alto rendimiento (Bhandari et al., 
2011) y determinar la estructura genética poblacional mediante marca-
dores SSR (İlhan et al., 2016), entre otros.

b- Mapas de ligamiento genético

La amplia disponibilidad de marcadores moleculares ha permitido la 
construcción de varios mapas de ligamiento en alfalfa (Tabla 1), los 
cuales permiten la localización de regiones genómicas asociadas a ca-
racterísticas cualitativas y cuantitativas de importancia económica. Un 
mapa de ligamiento genético es una representación gráfica lineal del 
orden más probable de los marcadores, determinado a partir de la fre-
cuencia de recombinación observada entre estos (Cervigni et al., 2010). 
Para ello, se debe contar con una población segregante proveniente del 
cruzamiento de dos progenitores contrastantes fenotípicamente para 
el carácter en estudio que sea lo suficientemente grande como para 
aumentar la probabilidad de identificar individuos segregantes con la 
combinación génica deseada. Además, dichos parentales deben ser dis-
tantes genéticamente a fin de incrementar la probabilidad de detectar 
polimorfismos a nivel del ADN. Otra condición básica para el desarrollo 
de estos mapas es que los marcadores seleccionados presenten se-
gregación mendeliana. De lo contrario, la distorsión en la segregación 
reduce el número de marcadores disponibles para el genotipado, afec-
tando así el cálculo de la distancia entre marcadores y el orden de estos 
en el grupo de ligamiento. 

La alfalfa cultivada es una especie autotetraploide, alógama y altamente 
heterocigota (2n=4x=32), características que han impedido la construc-
ción de mapas de ligamiento de alta densidad mediante un sistema 
tradicional de marcadores moleculares. A diferencia de otras espe-
cies, en alfalfa existe la dificultad de obtener líneas puras debido a la 
depresión por endocría que experimenta con las sucesivas autofecun-
daciones. En este caso, se trabaja con poblaciones F1 genéticamente 
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heterogéneas y con menor distorsión de segregación de marcadores 
que en una población F2. Por lo tanto, los marcadores segregan en 
diferentes proporciones dependiendo de la configuración de los proge-
nitores. Así, es posible pre-seleccionar marcadores que amplifiquen en 
uno de los parentales, pero que estén ausentes en el otro y que a su 
vez presenten polimorfismo en la F1, obteniéndose así un mapa de liga-
miento para cada parental. Los marcadores de este tipo se denominan 
alelos de dosis única (SDA: single-dose allele) y se aplican principalmen-
te en microsatélites, donde no se puede estimar de forma sencilla la 
dosis de cada alelo. En esta metodología, los alelos presentes en copias 
únicas en la línea parental son computados individualmente con base 
en la presencia o ausencia en la progenie y las relaciones de ligamiento 
se establecen en cada cromosoma individual. Los grupos de ligamien-
to homólogos pueden luego ser combinados en grupos de ligamiento 
consenso (Diwan et al., 2000; Julier et al., 2003). Esta metodología ha 
posibilitado el mapeo eficiente de especies poliploides como la alfalfa 
(Brouwer y Osborn, 1999; Diwan et al., 2000; Sledge et al., 2005). Esta 
estrategia, conocida como pseudo-testcross, depende del nivel de hete-
rocigosidad del individuo elegido para el mapeo, de la distancia genética 
entre los progenitores y de lo informativo del sistema de marcadores 
utilizados (Barcaccia et al., 1999). 

Por lo tanto, dada la complejidad de la herencia tatrasómica de la al-
falfa, los primeros mapas de ligamiento se construyeron en especies 
diploides de M. sativa L. con 2n=2x=16 (Tabla 1). Dos de estos mapas 
se desarrollaron en poblaciones F2, encontrando un alto porcentaje de 
marcadores con distorsión de segregación, 50 % en Kiss et al. (1993) y 
48 % en Brummer et al. (1993). Por el contrario, en poblaciones F1 o BC1, 
los porcentajes se redujeron a 5,2 % y 4 % en los mapas desarrollados 
por Barcaccia et al. (1999) y Brouwer y Osborn (1999), respectivamente. 
En este sentido, la distorsión de la segregación se define como el desvío 
de las frecuencias genotípicas observadas con respecto a la proporción 
esperada en una población segregante (Lu et al., 2002). No obstante, 
Brouwer y Osborn (1999) fueron los primeros en desarrollar un mapa 
de ligamiento en alfalfa tetraploide (2n=4x=32) a partir de una población 
de retrocruza (BC: backcross) y mediante la metodología de pseudo-
testcross. Más tarde, Diwan et al. (2000) lograron incorporar 10 SSR en 
el mapa de 108 RFLP desarrollado anteriormente por Brummer et al. 
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(1993), extendiendo la longitud total a 534,6 cM (Tabla 1). A continua-
ción, los mapas desarrollados por Julier et al. (2003), Musial et al. (2005) 
y Sledge et al. (2005), en poblaciones F1 y BC1 de alfalfa tetraploide, lo-
graron incorporar un número variable de marcadores y así aumentar 
la longitud total de los mapas anteriormente desarrollados. Más tarde, 
con el descubrimiento de los marcadores SNPs y el desarrollo de tec-
nologías de genotipado de alto caudal, fue posible desarrollar mapas 
de ligamiento de alta densidad de marcadores. Por un lado, en alfalfa, 
Li et al. (2014b) desarrollaron un mapa saturado con 3591 loci SDA, de 
los cuales 3555 SNPs fueron detectados por medio del genotipado por 
GBS. Por otro lado, Zhang et al. (2019) utilizaron la metodología RAD-
seq para el genotipado y detección de variantes SNPs. Las ventajas que 
ofrecen estas nuevas plataformas de genotipado de alto caudal son el 
bajo costo operativo, el amplio número de variantes SNPs detectadas 
y la mayor resolución de los genomas. Todo esto aumenta la probabili-
dad de detectar QTLs asociados a caracteres de interés.   

c- Mapeo de QTLs

Muchas de las características de importancia agronómica presen-
tan una distribución continua de valores, es decir que, dentro de una 
población determinada no existe una clara distinción entre clases fe-
notípicas. Por lo tanto, la base genética de estas características estaría 
dada por la acción aditiva de muchos genes (Yule, 1902). Geldermann 
(1975) propuso denominar a estos loci controladores de características 
cuantitativas como QTLs. 

Basado en su asociación con un marcador molecular, existen dos abor-
dajes distintos que permiten determinar la ubicación de una región 
genómica (o QTL) responsable de un carácter de interés. Uno es la es-
trategia de mapeo biparental, que parte de una población segregante 
(F2, RILs, DH o BC), proveniente del cruzamiento de dos progenitores 
contrastantes para el carácter de interés (como se detalló en mapas de 
ligamiento). Luego del genotipado de dicha población y de la construc-
ción del mapa de ligamiento, se procede a su fenotipado. Esta etapa es 
muy importante ya que de ella depende el éxito del mapeo. Para ello, 
dicha evaluación debe ser precisa y presentar un diseño experimental 
que permita encontrar diferencias significativas entre individuos. 
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Tabla 1. Características de los mapas de ligamiento en alfalfa diploide y tetra-
ploide.

Referencia
Población 
de mapeo

Ploidía
Tamaño 

población 
Marcador 
molecular

N.°  
Marcadores

Grupos de 
ligamiento

Longitud 
del mapa 

(cM)

Brummer et 
al. (1993) F2 2x 86 RFLP 108 10 467,5

Kiss et al. 
(1993) F2 2x 138

RFLP, RAPD, 
isoenzimas y 
marcadores 

morfológicos

89 8 659

Echt et al. 
(1994) BC 2x 87 RFLP y 

RAPD 86/61 10/7 553/603

Tavoletti et al. 
(1996) F1 2x 55 RFLP 50/55 10/8 234/603

Barcaccia et 
al. (1999) F1 2x - RFLP, RAPD 

y AFLP 67 19 368,6

Diwan et al. 
(2000) F2 2x 86 RFLP y SSR 118 6 534,6

Kaló et al. 
(2000) F2 2x 137

RFLP, RAPD, 
isoenzimas y 
marcadores 

morfológicos

868 8 754

Brouwer y 
Osborn 
(1999)

BC 4x 101 RFLP 88 7 443

Julier et al. 
(2003) F1 4x 168 AFLP y SSR 706 8/8 2649/3045

Musial et al. 
(2005) BC 4x 120 RAPD, AFLP 

y SSR 155 18 2136,5

Sledge et al. 
(2005) BC 4x 93 SSR 286 8 624

Li et al. 
(2014b) F1 4x 384 SNP y SSR 1437/2154 32/32 2126/2133

Zhang et al. 
(2019) F1 4x 149 SNP y SSR 3312/1153 32/32 4381/3455

Por último, se realiza el análisis de QTLs propiamente dicho, donde por 
medio de programas estadísticos se realiza la asociación genotipo x fe-
notipo. El otro abordaje, que se emplea en alfalfa debido a su naturaleza 
tetraploide, utiliza poblaciones F1 derivadas del cruzamiento de dos ge-
notipos contrastantes para el carácter de interés (Tabla 1). No obstante, 
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debe considerarse que estas F1 no representan la diversidad del QTL en 
una población completa de mejoramiento (Flint-García et al., 2003). En 
consecuencia, dado que estas poblaciones poseen pocos eventos de 
recombinación, se limita también la resolución del mapeo de QTL. En 
contraste, el mapeo por asociación surge como un complemento de 
la estrategia anterior y consiste en utilizar eventos de recombinación 
históricos a lo largo de un linaje para establecer posibles asociaciones 
entre genotipo y fenotipo (Paniego et al., 2010). Esta estrategia se foca-
liza en las asociaciones entre marcadores y caracteres en poblaciones 
no estructuradas o colecciones de germoplasma silvestre (Breseghello 
y Sorrells, 2006). En este sentido, la base para la detección de tales co-
rrelaciones se basa en la identificación de desequilibrio de ligamiento 
(DL), puesto que dos marcadores que presentan DL están asociados 
de manera no aleatoria a nivel físico; seguidamente, se evalúa estadís-
ticamente la asociación de esos marcadores con el fenotipo de interés. 
Dado que las poblaciones naturales abarcan mayor diversidad genética 
y representan una acabada historia de recombinación dentro del cultivo 
en estudio, se logran identificar más QTLs con mapeo por asociación 
que con la primera estrategia (Li et al., 2011; Sakiroglu et al., 2012). En 
alfalfa se han identificado QTLs mayores asociados a diferentes ca-
racteres relacionados con producción de forraje (Robins et al., 2007a, 
2007b; Li et al., 2011), eficiencia en el uso del agua (EUA) (Julier et al., 
2010), nutrición con nitrógeno (Moreau et al., 2012), persistencia (Rob-
ins et al., 2008), resistencia a enfermedades (Musial et al., 2005; Mackie 
et al., 2007), resistencia a pulgón (Kamphuis et al., 2013) y tolerancia a 
estreses abióticos (Tabla 2). Otros QTLs informados en la bibliografía 
se asocian con el tiempo de floración (Pierre et al., 2008) y la morfogé-
nesis aérea (Julier et al., 2007). 

De los caracteres mencionados, vale destacar algunos que revisten 
mayor importancia histórica para el mejoramiento de alfalfa en Argen-
tina, como la producción de forraje, la persistencia y la resistencia a 
plagas y enfermedades. Otros –como la EUA, la nutrición nitrogenada y 
la tolerancia a estreses abióticos– están adquiriendo una importancia 
creciente por su fuerte impacto en aspectos ambientales y adaptativos. 

En el caso de la producción de forraje, diferentes autores han abordado 
el estudio de este carácter por medio del mapeo de QTLs tanto me-
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diante la estrategia biparental como por mapeo por asociación. En el 
primer caso, Robins et al. (2007a, 2007b) desarrollaron una población 
de hermanos completos de Medicago sativa derivada de un cruza-
miento interespecífico entre M. sativa subsp. falcata y M. sativa subsp. 
sativa con heterosis conocida para rendimiento forrajero. Se realizaron 
evaluaciones durante varios años en tres localidades y se construyó 
un mapa de ligamiento combinando marcadores RFLP y SSR que cu-
brieron 546 cM y que se distribuyeron en ocho grupos de ligamiento 
(GL). Se lograron identificar 41 marcadores asociados a la producción 
de biomasa, ubicados en los GL 5 y 7, con alelos favorables aportados 
por ambos parentales. Dado que uno de ellos es M. sativa subsp. falca-
ta, se infiere que el germoplasma no adaptado puede emplearse como 
fuente de alelos favorables para este carácter. En cuanto a la estrategia 
de mapeo por asociación, Li et al. (2011) detectaron un desequilibrio de 
ligamiento significativo empleando marcadores SSR. De un total de 312 
alelos con frecuencias mayores al 10 %, identificaron 15 que evidencia-
ron fuerte asociación con el rendimiento en al menos uno de los cinco 
ambientes analizados. Solo un alelo mostró fuerte asociación con fibra 
detergente ácida (FDA) y otro con lignina detergente ácida (LDA). No 
obstante, si bien estos alelos asociados podrían ser utilizados en pro-
cesos de selección asistida por marcadores, se señaló que de acuerdo 
con el desequilibrio estimado se requerirían cerca de 1.000 marcadores 
para explorar el genoma completo de la alfalfa con fines de asociación 
marcador-carácter.

La producción potencial de forraje requiere de una disponibilidad hídrica 
no limitante para poder satisfacer la transpiración del cultivo. La alfalfa 
al ser un cultivo perenne consume agua durante todo el año, aun duran-
te el reposo invernal, generando una demanda de evapotranspiración 
mayor que un sistema de cultivo anual. Por lo tanto, el mejoramiento 
orientado a una mayor EUA es un objetivo importante dentro de los pro-
gramas de mejoramiento. En este sentido, Julier et al. (2010) emplearon 
85 marcadores SSR para identificar QTLs asociados a dicho carácter. 
Evaluaron una población F1 de 224 individuos, proveniente del cruza-
miento entre genotipos parentales contrastantes para la EUA. El ensayo 
se realizó en lisímetros de 2 m de altura y se midió la producción de 
materia seca durante seis ciclos de rebrote bajo riego. Luego mediante 
el cálculo del consumo hídrico entre cortes, se determinó la EUA pro-
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medio por genotipo para los seis cortes. Así, la población F1 mostró 
variación cuantitativa para el carácter. Además, se lograron identificar 
entre seis y nueve marcadores que mostraron un efecto significativo 
asociado a la variación de dicho carácter y que explican el 31 % de la 
variación fenotípica. 

La tolerancia a los estreses abióticos es un carácter complejo, controlado 
por múltiples genes/QTLs y está sujeto a grandes efectos ambientales. 
Esto hace difícil seleccionar y estudiar los genes asociados a estos 
caracteres, tanto a nivel fisiológico como genético. Por lo tanto, el uso 
de marcadores moleculares permite diseccionar los caracteres cuan-
titativos particulares a través del mapeo de QTLs y así, identificar loci 
individuales que puedan ser usados en un programa de SAM. En este 
sentido, existe en alfalfa una amplia variedad de trabajos sobre mapeo 
de QTLs asociados a algún tipo de estrés. En la Tabla 2 se detallan tanto 
los QTLs como las variantes SNPs asociadas a diferentes característi-
cas relacionadas con la tolerancia a algunos estreses abióticos.

Con referencia a la nutrición nitrogenada, Moreau et al. (2012) realiza-
ron un estudio en la leguminosa modelo M. truncatula con el objetivo 
de explorar los determinantes genéticos y moleculares de este carácter 
en las leguminosas. Se analizaron variables de eficiencia de la planta 
asociadas con el procesamiento del carbono (C) y del nitrógeno (N). Se 
emplearon líneas endogámicas recombinantes de cuatro ciclos de fe-
cundación, en un experimento de invernadero bajo dos concentraciones 
de nitrato contrastantes. A niveles bajos de nitrato, la fijación simbiótica 
de N2 fue la principal fuente de N para el crecimiento de las plantas, 
detectándose un QTL de efecto mayor en el GL 8. Asimismo, también 
se detectaron un QTL en el GL 5 y otro involucrado en interacciones 
epistáticas en GL 2. En la condición de alta concentración de nitrato, la 
asimilación de este fue la fuente principal de N y se identificaron varios 
QTLs con efectos menores. Solo dos QTLs fueron comunes a ambos 
tratamientos con nitrato, uno asociado con la biomasa subterránea en 
el GL 3 y otro relacionado con área foliar, absorción específica de N y 
relación de biomasa aérea sobre biomasa radicular en el GL 6. En con-
clusión, este trabajo aportó resultados que enriquecen el conocimiento 
sobre el control genético de la nutrición de N en M. truncatula, los cuales 
podrían extrapolarse a la alfalfa.                                              
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Tabla 2. Número de QTLs o variantes SNPs asociados a diferentes caracteres 
agronómicos, morfológicos y fisiológicos, relacionados con la tolerancia a dis-
tintos estreses abióticos en alfalfa.

Estrés abiótico
N.° de loci 

identificados
Carácter asociado

Marcador 
molecular

Referencia

Resistencia 
al invierno

102 Crecimiento otoñal/ 
Reposo invernal

RFLP, SSR y 
SNP

Brouwer et al. (2000); 
Alarcón-Zúñiga et al. (2004); 
Maureira-Butler et al. (2007); 
Li et al. (2015a); Adhikari et al. 
(2018).

83 Supervivencia al invierno RFLP, SSR 
y SNP

Brouwer et al. (2000); Ma et al. 
(2002); Alarcón-Zúñiga et al. 
(2004); Maureira-Butler et al. 
(2007); Li et al. (2015a); 
Adhikari et al. (2018). 

31 Concentración de 
metabolitos RFLP y SSR Alarcón-Zúñiga et al. (2004). 

20 Biomasa radical RFLP, SSR y 
SNP

Alarcón-Zúñiga et al. (2004); 
Li et al. (2015a).

19 Daño por frío RFLP
Brouwer et al. (2000); 
Ma et al. (2002).

17 Producción de forraje RFLP, SSR y 
SNP

Alarcón-Zúñiga et al. (2004); 
Maureira-Butler et al. (2007); 
Robins et al. (2007b); 
Li et al. (2015a).

Sequía

64 Producción de forraje SSR y SNP
Ray et al. (2013); Yu (2017); 
Santantonio et al. (2019).

19 Índice de resistencia a 
sequía 

SNP Zhang et al. (2015

15 Contenido relativo de agua     

15 Eficiencia en el uso del 
agua SSR Julier et al. (2010).

6 Discriminación del isótopo 
del C

SSR y SNP Santantonio et al. (2019).

2 Contenido de C y N

Salinidad
95

Altura de planta, 
Conductancia estomática, 
Contenido de clorofila 
foliar, Contenido relativo 
de agua, Peso Fresco y 
Peso seco

SNP Liu y Yu (2017); Liu et al. (2019).

36 Tasa de germinación SNP Yu et al. (2016).

Toxicidad 
por Aluminio 6 Tasa de crecimiento del 

callo y de la raíz SSR
Narasimhamoorthy et al. (2007); 
Khu et al. (2013).



265

Otro carácter importante para el mejoramiento, que a su vez condi-
cionaría el potencial de producción, es la persistencia del cultivo a lo 
largo de los años. Dado que no existe un ideotipo persistente que pue-
da emplearse en todos los ambientes y condiciones, se deben abordar 
diferentes alternativas para desarrollar materiales adaptados a ambien-
tes específicos. En este contexto, y de acuerdo con Bouton (2012), la 
selección por mayor persistencia debe considerar aquellos materiales 
que presenten mejor adaptación, adecuado grado de reposo invernal y 
resistencia específica a las plagas y enfermedades del ambiente para 
el que se selecciona. Robins et al. (2008) evaluaron la persistencia en 
una población F1 proveniente del cruzamiento entre M. sativa subsp. fal-
cata y M. sativa subsp. sativa en distintos ambientes. Como resultado, 
detectaron QTLs asociados al carácter en los GL 1, 2 y 7, donde ambos 
genomas parentales contribuyeron con alelos favorables, lo cual sería 
un indicio de que ambas especies tienen potencial para ser usadas en 
SAM. Se verificó, además, interacción significativa genotipo × ambiente, 
así como QTLs específicos de ambiente para la persistencia en alfal-
fa. Dado que muchos de los alelos detectados en el GL 7 también se 
asociaron con la producción de biomasa, podría haber determinantes 
genéticos comunes a ambos caracteres. Resultó importante la detec-
ción del alelo al37288-1a1, correspondiente a un marcador SSR, que 
se pudo asociar positiva y significativamente al carácter en todos los 
ambientes en estudio.

La selección por resistencia a las enfermedades económicamente 
más importantes en Argentina es otro criterio trascendente en el me-
joramiento de alfalfa. Entre ellas resaltan las enfermedades de raíz y 
corona, como podredumbre húmeda o fitóftora (Phytophthora megas-
perma Drechs. f. sp. medicaginis), antracnosis (Colletotrichum trifolii 
Bain & Essary), corchosis (Xylaria spp.) y fusariosis (Fusarium oxyspo-
rum Schl. f. sp. medicaginis (Weimer) Syn. & Hans). En menor medida 
se encuentran las enfermedades foliares como tallo negro de primave-
ra (Phoma medicaginis Malbr. & Roum var. medicaginis Boerema), roya 
(Uromyces striatus Schroet) viruela (Pseudopeziza medicaginis), man-
chón foliar amarillo (Leptotrochila medicaginis (Fckl) Shüepp) y mancha 
ocular (Leptosphaerulina briosiana (Poll.) Graham & Luttrell), entre otras. 
Si bien estas últimas no matan a las plantas, ocasionan importantes 
pérdidas por disminución del área foliar y por ende del rendimiento y 
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de la calidad del forraje. Para un mejor tratamiento de estos temas se 
sugiere ver el capítulo 9 de este libro. 

No obstante la importancia del daño por enfermedades, en la literatura 
son pocos los trabajos que hacen referencia al mapeo de QTLs asocia-
dos con la resistencia a alguna de estas enfermedades. Por lo tanto, a 
continuación, se detallan solamente los trabajos relacionados con las 
siguientes enfermedades.

La fitóftora causa una podredumbre húmeda de la raíz y es la principal limi-
tante de la producción del cultivo en Australia y América del Norte. Musial 
et al. (2005) analizaron una población de retrocruza (BC) de 120 individuos 
de M. sativa con el objetivo de identificar QTLs asociados a la resisten-
cia a dicha enfermedad. Para ello construyeron un mapa de ligamiento 
combinando marcadores RAPD, AFLP y SSR, totalizando 2.136,5 cM, con 
una distancia promedio de 15 cM por locus. Así lograron identificar tres 
regiones en los GL 2, 14 y 18 asociadas con la enfermedad, los cuales 
explicaron entre 6 y 15 % de la variación fenotípica y confirieron resis-
tencia en diferentes órganos de la planta. El marcador W11-2 del GL 18 
contribuyó con el 7 % de la variación fenotípica en la respuesta foliar de la 
población, dado que codifica un factor de resistencia expresado tanto en 
hoja como en raíz. Además, detectaron al menos seis loci que confieren 
resistencia al patógeno, con distintos modos de herencia sobre diferen-
tes fondos genéticos de M. sativa. Posteriormente, Armour et al. (2006) 
identificaron un QTL de resistencia en un cultivar australiano tetraploide 
(WA272) en un mapa de ligamiento construido con marcadores SSR de 
ubicación genómica conocida y combinando información proveniente 
tanto de M. sativa como M. truncatula. La caracterización fenotípica de 
la población se realizó usando cortes de cotiledones y raíces infectadas, 
sobre las que se evaluó incidencia y severidad. Como resultado, se iden-
tificaron dos QTLs de efecto mayor en los GL 2 y 6, los cuales explicaron 
32 % y 22 % de la variación fenotípica, respectivamente. También se 
detectaron dos QTLs en los GL 5 y 7, aunque con menor porcentaje de 
variabilidad fenotípica (10 % y 14 %, respectivamente). En consecuencia, 
los marcadores asociados a los QTLs identificados en este trabajo se po-
drían utilizar en SAM para resistencia parcial a P. medicaginis en alfalfa.

La antracnosis es una de las enfermedades más destructivas a nivel 
mundial (Yang et al., 2007). Los síntomas ocasionados van desde pe-
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queños sectores negros hasta lesiones ovales, alargadas y hundidas de 
color pardo rojizo. El problema más serio que produce es la podredum-
bre negra de la base de los tallos, dado que el hongo avanza sobre la 
raíz causando la muerte de la planta (Hijano y Pérez Fernández, 1995). 
Torregrosa et al. (2004) caracterizaron genotipos contrastantes de M. 
truncatula para evaluar la resistencia a este patógeno mediante el aná-
lisis del perfil de expresión en ambos genotipos. Identificaron 126 EST, 
que correspondieron a 92 genes relacionados tanto con funciones de 
defensa como con el proceso de transducción de señal. Con base en 
estos resultados se eligieron los parentales a partir de los cuales se 
construyó una población RIL (Recombinant Inbred Lines) de mapeo. Por 
un lado, concluyeron que la resistencia está gobernada por un locus de 
efecto mayor (gen Ct1), localizado en el cromosoma 4. Luego, Torre-
grosa et al. (2008), a partir de un análisis in silico, identificaron en dicha 
región la presencia de varios grupos de genes ricos en leucina que con-
fieren resistencia atípica y que se expresan en situaciones relacionadas 
con el estrés. Por otro lado, la aparición de nuevos patotipos (cepas) del 
patógeno dificulta el manejo de la enfermedad basada solamente en el 
uso de cultivares resistentes. Por ello, algunos investigadores utilizan en 
sus trabajos distintas razas del patógeno. En este sentido, Mackie et al. 
(2007) detectaron QTLs asociados a las razas 1, 2 y 4 de C. trifolii en un 
clon de alfalfa tetraploide (W126) proveniente de un cultivar australiano. 
Para ello, utilizaron una población de retrocruzas derivada de 145 indivi-
duos de M. sativa, la cual fue inoculada en los tallos tanto por inyección 
como por pulverización del inóculo. En el primer caso, la inoculación por 
inyección con las razas 1 y 4 produjo una resistencia del tipo dominante 
incompleta y se mapeó en un GL homólogo al GL 8 de M. truncatula. En 
la inoculación por pulverización se identificó un QTL asociado a la re-
sistencia en el GL 8. Además, se identificaron seis QTLs asociados a la 
raza 1 y cuatro QTLs con la raza 4. La resistencia a la raza 2 fue recesiva 
incompleta, identificándose cuatro QTLs, uno de los cuales está en el GL 
4 (al igual que la resistencia para la raza 1). Otros trabajos abordan el 
estudio de la enfermedad en M. truncatula, lo que permite un abordaje 
más simplificado por su nivel de ploidía (diploide) y por su cercanía con 
la alfalfa tetraploide. En este contexto, Yang et al. (2007) presentaron un 
mapa genético de alta resolución para el gen de resistencia RCT1 con-
tra la raza 1 de C. trifolii en el GL 4 de M. truncatula. Este gen forma parte 



268

de un locus complejo conformado por numerosos genes homólogos a 
genes de resistencia de tipo TIR-NBSLRR. Así, el aporte de este trabajo 
facilita el clonado posicional de este gen en M. sativa.

Entre las enfermedades foliares, el tallo negro de primavera puede pro-
ducir pérdidas de rendimiento de hasta 20 % en cultivares susceptibles. 
En plantas afectadas se observan lesiones sobre los tallos de color 
pardo oscuro, que comienzan aisladas para luego fusionarse y tomar 
un color negro; en las hojas se observan lesiones de color marrón que 
puden llegar a marchitarlas (Hijano y Pérez Fernández, 1995). Dado que 
es un hongo necrotrófico, el mecanismo de resistencia es cuantitativo 
y, por ello, se conoce poco acerca de su base genética. Kamphuis et 
al. (2008) realizaron la caracterización macroscópica y citológica de la 
respuesta a la enfermedad en dos poblaciones de mapeo F2 (A y B) 
provenientes del cruzamiento de una accesión resistente con dos di-
ferentes accesiones susceptibles de M. truncatula, detectando QTLs 
que confieren resistencia. Los mapas de ligamiento se construyeron 
combinando SSR, SNP y CAPS. El mapa generado para la población A 
tiene una distancia total de 497,8 cM, con una distancia promedio de 
6,4 cM por locus, que se distribuyen en siete GL, debido a que los GL 4 
y 8 formaron un único grupo. El mapa de la población B tiene una dis-
tancia total de 488,3 cM y una distancia promedio de 4,2 cM por locus, 
distribuidos en ocho GL. Combinando ambas poblaciones (A y B), se de-
tectaron dos QTLs de efecto mayor para P. medicaginis OMT5, uno en 
cada población de mapeo. El QTL detectado en la población A, llamado 
rnpm1, se localiza en el GL 4 y explicó 33,6 % de la varianza fenotípica 
de la respuesta a la infección. Por un lado, el QTL detectado en la po-
blación B, llamado rnpm2, se localiza en el GL 8 y explicó 29,6 % de la 
varianza fenotípica. Además, se detectó en el GL 1 de la población B un 
tercer QTL de efecto menor, denominado rnpm3, que explicó 19,4 % de 
la varianza total. Para finalizar, dicho estudio se complementó con un 
mapeo fino del gen rnpm2 a lo largo del GL 8, empleando 524 familias 
F3. De este modo se localizó la región a un intervalo de 0,8 cM entre los 
marcadores h2_16a6a y h2_21h11d. Por otro lado, el gen rnpm1 está 
estrechamente ligado a un grupo de genes TIR-NBS-LRR y genes tipo 
proteínas de resistencia a patógenos.

Otra enfermedad foliar de menor importancia en Argentina, pero que 
a nivel mundial reviste relevancia, es la roya. Entre los síntomas que 
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causa se observan amarillamiento y marchitamiento generalizado de la 
planta, lo que puede originar la pérdida total de forraje en un lote infec-
tado (Hijano y Pérez Fernández, 1995). En un trabajo reciente, Adhikari 
y Missaoui (2019), usando el genotipado por GBS, identificaron cuatro 
QTLs para la resistencia a roya en una población F1 de 184 individuos de 
alfalfa tetraploide. De los cuatro QTLs, el más importante (Us-RustR1) 
explicó 13 % de la varianza fenotípica, lo que sugiere que la resistencia 
tendría herencia poligénica. No obstante, se requiere la validación de es-
tos QTLs en diferentes fondos genéticos y el mapeo fino de estos como 
próximo abordaje para su posterior utilización en selección asistida por 
marcadores.

Otro carácter que también reviste importancia en Argentina es la re-
sistencia a pulgones, en particular los pulgones azules (Acyrthosiphon 
kondoi [Shinji]) y moteado (Therioaphis trifolii Monell). Para el primero, 
se detectó un locus en el GL 3 asociado a la resistencia, que cosegrega 
con otro locus asociado a la resistencia a pulgón verde (Acyrthosiphon 
pisum Harris) (Guo et al., 2012). Este estudio se realizó en una población 
de 114 RILs de M. truncatula. La variable asociada correspondió a la 
reducción corporal (biomasa) del áfido, lo cual indicaría un mecanismo 
de antibiosis para ambos pulgones. Además, se encontraron dos loci 
independientes en los GL 3 y 5 asociados a una reducción de la bioma-
sa de la planta, lo que indicaría un mecanismo de tolerancia al ataque 
de estos dos pulgones. Para el caso del pulgón moteado, Kamphuis et 
al. (2013) compararon la reacción de tres accesiones de M. truncatu-
la sometidas al ataque de este áfido, observando que mientas una de 
ellas resultó altamente susceptible, las otras dos fueron moderada y 
altamente resistentes, respectivamente. A partir de ellas, se realizó un 
cruzamiento recíproco y las respectivas RILs fueron estudiadas. Como 
resultado, se concluyó que la resistencia moderada está mediada por 
el floema, vinculando procesos de antibiosis y tolerancia. Se asociaron 
tres QTLs en los GL 3, 6 y 7 vinculados a ambos modelos de defensa 
(antibiosis y tolerancia). 

d- Selección asistida por marcadores

La selección asistida por marcadores (SAM) es un método por el cual el 
fenotipo es seleccionado por medio del genotipo del marcador (Collard 
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et al., 2005). Por lo tanto, se necesita tener una amplia cobertura genó-
mica a fin de maximizar la probabilidad de detectar QTLs o variantes 
SNPs asociados al carácter. Si bien los primeros mapas desarrollados 
permitieron encontrar regiones genómicas asociadas a caracteres de 
herencia simple, no fueron eficientes para mapear caracteres cuantitati-
vos, como los estreses abióticos. En este sentido, tanto las plataformas 
de genotipado como los nuevos métodos estadísticos de análisis de aso-
ciación permitieron asociar variantes alélicas (del tipo SNPs) con este 
tipo de caracteres. Sin embargo, la asociación de estas variantes con 
las características de interés no es garantía de que dicho marcador sea 
parte del gen causante del carácter. Para ello es necesario validar el lo-
cus identificado tanto en diferentes fondos genéticos como en distintos 
ambientes, antes de asegurar la asociación entre marcador y carácter. 

La selección asistida permite tanto identificar plantas que porten el QTL 
de interés, como evaluar su dosaje alélico. Esto último es importante 
para identificar padres que posean un alto dosaje a fin de aumentar el 
porcentaje de plantas tolerantes en la población para desarrollar por 
selección. La estrategia consiste en integrar los marcadores a las eva-
luaciones fenotípicas en el campo con el objetivo de verificar la selección 
de individuos con un carácter particular de interés y cuyo dosaje alélico 
sea alto. Por más que haya varios QTLs mapeados en alfalfa, se requie-
re mayor esfuerzo para lograr que las asociaciones marcador-carácter 
sean suficientemente precisas para ser usadas en selección asistida. 
Por ello, los marcadores cobran mayor importancia cuando son aso-
ciados a caracteres que son difíciles de evaluar en el campo o cuyo 
fenotipado consume mucho tiempo. Es importante destacar que siem-
pre se deberá contar con un fenotipado preciso de los individuos para 
poder identificar un QTL asociado (Li y Brummer, 2012). No obstante, el 
mayor impacto de los marcadores en los programas de mejoramiento 
de alfalfa es la selección a marcador único, dado que pueden realizarse 
múltiples ciclos de selección por año (Li y Brummer, 2012).

Por una parte, la aplicación de esta metodología en alfalfa presenta 
algunas complicaciones. Uno de los principales problemas de usar 
germoplasma para introgresar regiones de interés con el auxilio de los 
marcadores es limitar el segmento específico del donador (Collard y 
Mackill, 2008). Además, en los casos donde los marcadores están cer-
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ca de fijarse, el efecto del alelo disminuye y se genera la necesidad de 
un nuevo mapeo para identificar otros QTLs asociados. Por otra parte, 
el empleo de muchos QTLs de manera simultánea requiere tamaños 
poblacionales demasiado grandes e impracticables (Casler y Brum-
mer, 2008). Otro punto para considerar aplicar SAM en alfalfa es que 
se deben evaluar ensayos multiambientales eligiendo sitios contrastan-
tes con base en el conocimiento previo de los patrones de interacción 
genotipo-ambiente (GxE) (Annicchiarico et al., 2010).

Si bien existe gran número de QTLs y variantes SNPs mapeadas y aso-
ciadas con la tolerancia a algún tipo de estrés abiótico (Tabla 2), hasta el 
momento solo en estrés hídrico se encuentran trabajos que hacen refe-
rencia al uso de la SAM. Así, en la Universidad de Nuevo México, EE. UU., 
después de 20 años de trabajo se ha implementado un proceso de SAM 
para la obtención de variedades de alfalfa tolerantes a deficiencias de 
agua. Como resultado, se han identificado y mapeado 10 regiones ge-
nómicas que influyen en la producción de biomasa aérea y radicular 
bajo estrés hídrico (Ray, 2010; Ray et al., 2015). Bajo estrés hídrico seis 
de estas regiones aumentan la producción de biomasa [marcadores 
“alta biomasa aérea” o HS (high shoot) y “alta biomasa radicular” o HR 
(high root)] y cuatro de ellas la disminuyen [marcadores “baja biomasa 
aérea” o LS (low shoot) y “baja biomasa radicular” o LR (low root)]. Luego 
de evaluar durante tres años diferentes poblaciones en condiciones de 
campo y bajo dos condiciones hídricas, se identificó un genotipo con 
los cuatro tipos de marcadores moleculares (HS, HR, LS y LR). A partir 
del cruzamiento de este genotipo con una variedad comercial estándar 
se generó una población base (C0), cuyos indviduos –con base en el 
genotipado que se practicó– se clasificaron en cuatro grupos, corres-
pondientes a cada tipo de marcadores. Seguidamente, se llevó a cabo 
una policruza entre los individuos de cada cada grupo, obteniendo así 
las poblaciones C1 (1.° generación de híbridos SAM). Estas poblacio-
nes se cruzaron con tres cultivares elite de GRI 7 (uno tolerante y dos 
susceptibles al estrés hídrico), lo que originó la 2.° generación de híbri-
dos SAM (Ray et al., 2013). Más tarde, con el objetivo de validar estos 
QTLs, las poblaciones generadas se evaluaron en el campo durante 
dos años y en dos condiciones hídricas (riego normal y riego limitado) 
(Babb, 2014). Por un lado, la C1 derivada de la selección a favor de los 
marcadores para alta biomasa aérea (HS) y radicular (HR) mejoró el 
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rendimiento de forraje bajo estrés en 23 % y 20 %, respectivamente; 
sin embargo, rindieron menos que los tres cultivares parentales y sus 
híbridos SAM respectivos. Por otro lado, la 2.° generación de híbridos 
SAM provenientes de los dos cultivares elite susceptibles mejoró res-
pectivamente 6 % y 9 % el rendimiento en forraje y conservó 75 % del 
fondo genético del cultivar elite. Por último, cruzaron la población C1 
por seis poblaciones sintéticas de GRI 4-5 y los hibridos SAM así obte-
nidos se evaluaron a campo durante 2016 y 2017 bajo condiciones de 
estrés hídrico (Ray, 2017). La producción de forraje bajo estrés de los 
híbridos SAM superó entre 10 y 25 % a la de los parentales comerciales. 
Basados en estos resultados se concluyó que la SAM para la obtención 
de cultivares de alfalfa tolerantes al estrés hídrico funciona de manera 
adecuada y que los marcadores moleculares seleccionados resultaron 
apropiados para dicha tarea.

No obstante, los esquemas de selección basados en marcadores aun 
deben considerar las mismas necesidades comunes a todos los progra-
mas de mejoramiento, a saber: a) una clara especificación del ambiente 
objetivo a los cuales se apunta destinar el cultivar resultante; b) la capa-
cidad de realizar mediciones con precisión de los rasgos de interés; y c) 
la importancia de realizar evaluaciones fenotípicas en las condiciones 
lo más cercanas posible al ambiente objetivo.

Genómica

Genoma de referencia de M. sativa

Un genoma de referencia, también conocido como ensamblado de 
referencia, es una representación lineal del genoma de una especie y 
funciona como el cimiento de todas las bases de datos genómicos. De 
ese modo, conforma una plataforma para el ensamblado de genomas de 
novo, la tipificación de variantes alélicas, el alineamiento de lecturas de 
ARN u otras secuencias y la “anotación” de genes (Ballouz et al., 2019). 
La obtención de un genoma de referencia constituye un gran avance no 
solo para el estudio de la regulación de la expresión de caracteres de 
interés, sino también para programas de mejoramiento genético. Esto 
se debe a que ofrece numerosas herramientas para el desarrollo de mar-
cadores moleculares y el uso de técnicas de edición génica. 
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Sin embargo, no todas las especies se pueden secuenciar con la misma 
facilidad. El tamaño del genoma, el nivel de heterocigosidad, la estruc-
tura y número de elementos repetitivos y la ploidía son las principales 
características que influyen en el proceso de ensamblado de un geno-
ma (Dominguez del Angel et al., 2018; Li y Harkess, 2018). Es por ello 
que hasta el momento (2020) no se ha logrado secuenciar el genoma 
de la alfalfa cultivada tetraploide. A continuación, se detallan las parti-
cularidades del genoma de esta especie que explican en cierta medida 
el porqué de esta situación. 

En primer lugar, a mayor tamaño del genoma, mayor será el costo del 
proyecto de secuenciación. En este sentido, se necesita cierta cantidad 
de secuencias (lecturas) para ensamblar un genoma. Para ello, cuando 
se menciona que para un proyecto de secuenciación se necesita una 
profundidad de 10X significa que el número total de nucleótidos, en el 
total de lecturas, debe ser 10 veces el número total de nucleótidos en 
todo el genoma. En definitiva, cuanto mayor sea el tamaño en pares 
de bases mayor será el número de nucleótidos, como así también el 
número de datos para ordenar y, por ende, el costo y la complejidad de 
la secuenciación (Dominguez del Angel et al., 2018). Cabe señalar que 
la alfalfa posee un genoma relativamente pequeño, entre 0,8 y 1 Giga-
bases (Gb), si se considera que en plantas el rango oscila entre 0,063 y 
148,8 Gb (Greilhuber et al., 2006). No obstante, debe considerarse que 
se han secuenciado genomas de más de 10 Gb y, por lo tanto, el tama-
ño no representaría una limitación severa en este caso. 

Por un lado, por lo general, los programas de ensamblado reducen dife-
rencias alélicas en una única secuencia consenso para que el ensamble 
final resulte haploide. Sin embargo, en genomas con elevada heterocigo-
sis las lecturas de alelos homólogos pueden ser demasiado diferentes 
como para ser condensadas en una sola secuencia y, por lo tanto, son 
ensambladas de forma separada generando duplicaciones ficticias. Por 
otro lado, también puede fallar el ensamblado en dichas regiones varia-
bles, por lo que al aumentar el nivel de heterocigosidad se obtiene un 
ensamblaje más fragmentado. En estas situaciones se recomienda, de 
ser posible, secuenciar individuos endogámicos (Li y Harkess, 2018). 
Sin embargo, la alfalfa presenta complicaciones en este sentido: ade-
más de poseer un genoma de elevada heterocigosidad –debido a su 
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sistema de reproducción alógama–, sufre una fuerte depresión por en-
dogamia (Li y Brummer, 2009). En consecuencia, estos factores hacen 
virtualmente imposible generar líneas puras en dicha especie.

En cuanto a la estructura y el número de elementos repetitivos no se 
han publicado estudios referidos a estos elementos contenidos en el 
genoma de alfalfa, por lo que se desconoce el nivel de complejidad 
del genoma en este sentido. Por último, la ploidía también es un factor 
determinante, ya que en especies alo o autopoliploides la aparición de 
haplotipos adicionales dificultan el ensamblado del genoma ya que es 
probable que se dupliquen sitios y que el genoma resulte con mayor 
fragmentación (Li y Harkess, 2018). Por consiguiente, la autotetraploi-
día de la alfalfa (2n = 4X = 32) representaría una gran limitación en el 
correcto ensamblado de su genoma. 

En este contexto, para contrarrestar dichas limitaciones, se inició un 
proyecto para secuenciar el genoma a partir de clones provenientes 
de un individuo perteneciente a una población de alfalfa cultivada di-
ploide (Bingham y McCoy, 1979). Esta población se originó a partir de 
un programa de retrocruzamiento cuyo cruzamiento inicial involucró 
individuos androestériles de alfalfa cultivada tetraploides e individuos 
silvestres diploides de Medicago falcata L. Como resultado de este re-
trocruzamiento, 98,44 % del genoma es de la alfalfa cultivada y 1,56 % 
del genoma de M. falcata (Bingham y McCoy, 1979). Como resultado, en 
2016 se liberó el genoma ensamblado de alfalfa diploide (CADLv0.95P), 
disponible para su descarga en el sitio web http://www.medicagoha-
pmap.org/downloads/cadl y para su visualización en el sitio http://
www.alfalfatoolbox.org/jbrowse. Dado que no se ha completado el en-
samblado en pseudomoléculas, representando cada uno de los ocho 
cromosomas básicos de la especie, solo se puede visualizar la se-
cuencia y posición de genes en scaffolds o estructura “en andamiaje” 
(Hapmap Project, 2016). De todas maneras, a pesar de no poder obser-
varse la posición física en los cromosomas, el visualizador de genomas 
permite realizar búsquedas de secuencias mediante la herramienta 
BLAST. Además de identificar bloques sinténicos, analizar y descargar 
secuencias, también permite simultáneamente tener una perspectiva 
de zonas cromosómicas extensas y explorar pequeñas áreas en busca 
de detalles (Wang et al., 2013). El método de secuenciación utilizado fue 
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la tecnología PacBio, con una profundidad de 100X, y como resultado se 
obtuvo un ensamblado constituido por 6593 scaffolds, que en su totali-
dad abarcan 1200 megabases (Mb) (Hapmap Project, 2016). Si bien el 
tamaño del genoma haploide esperado es de 800 Mb, la diferencia entre 
lo esperado y lo ensamblado se podría deber a errores resultantes de 
la elevada heterocigosidad que presenta el genoma de esta especie. De 
ser así, la mitad del genoma estaría representado por el ensamblado de 
dos haplotipos distintos como mínimo, lo cual implicaría que el conteni-
do de genes presente una proporción significativa de copias alélicas de 
los genes resultantes de falsas duplicaciones segmentales. Este dato 
no es menor ya que no se tiene certeza de si, al comparar la secuencia 
de genes similares, se está ante miembros de una familia génica o ante 
copias alélicas de un único gen. 

Históricamente, ante la ausencia de un genoma de referencia de Me-
dicago sativa, se ha utilizado como referencia el genoma de Medicago 
truncatula GAERTN. Esta especie modelo es autógama, diploide y está 
altamente emparentada con la alfalfa. Además, al igual que esta, desa-
rrolla una relación simbiótica con Ensifer meliloti (Barker et al., 1990). 
Otro rasgo interesante de esta leguminosa modelo es que posee un 
genoma relativamente pequeño, de aproximadamente 375 a 465 Mb 
(Blondon et al., 1994). Su número cromosómico básico también es 
ocho y presenta un amplio grado de sintenia con el genoma de alfalfa 
(Julier et al., 2003; Li et al., 2014b). Dicha sintenia es muy importante, ya 
que permite el uso futuro de la genómica aplicada a M. truncatula en es-
tudios genéticos en alfalfa cultivada. Hasta el momento, se han liberado 
diferentes versiones del genoma de M. truncatula utilizando distintas 
técnicas de secuenciación. La primera versión ensamblada (Mt3.5), pu-
blicada en 2011, se basó en la técnica de secuenciación de cromosomas 
artificiales de bacterias mediante Sanger (Young et al., 2011). Dicha ver-
sión representaba solo 250 Mb del genoma por lo que, aprovechando 
la disminución de costos en tecnologías de secuenciación de segunda 
generación, se inició un nuevo proyecto para actualizar la versión del 
genoma de esta especie. En el año 2014, se liberó la versión Mt4.0, la 
cual se realizó de novo mediante la técnica whole genome shotgun. Esta 
versión mejoró el anclaje de secuencias en pseudomoleculas logrando 
representar el 97 % de la secuencia genómica y abarcando 360 Mb de 
secuencias que se extienden 390 Mb (Tang et al., 2014). Ahora bien, en 
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la versión Mt4.0 quedaron regiones con secuencias repetitivas sin resol-
ver. Por lo que se realizó una actualización de dicha versión mediante 
tecnologías de secuenciación de tercera generación basadas en “lec-
turas largas”. Actualmente, existen tres versiones completas basadas 
en secuenciación por PacBio y Oxford Nanopore. La más completa de 
las tres es MtrunA17r5.0-ANR, que se liberó en el año 2018 y se realizó 
mediante la tecnología PacBio, con una profundidad de lecturas supe-
rior a 100X. Tiene un tamaño de 430 Mb y permitió descubrir rearreglos 
cromosómicos entre genotipos y genes duplicados no hallados en la 
versión anterior Mt4.0 (Pecrix et al., 2018). Dichos genomas se pueden 
visualizar con la herramienta genome browser en el sitio web https://
medicago.toulouse.inra.fr/MtrunA17r5.0-ANR/ (Figura 2). Además, se 
pueden descargar secuencias de hasta 500 kb para el diseño de marca-
dores y análisis de genes candidatos. 

Figura 2. Visualización del genoma MtrunA17r5.0-ANR. Secuencia de la región 
de 97 pb comprendida entre los puntos 225587 y 225682 del cromosoma 4 
del genoma MtrunA17r5.0-ANR (flecha verde). Secuencias ensambladas de dis-
tintas versiones del genoma de M. truncatula como Mt4.0 (flecha roja), Mt5.0-
ONT (flecha celeste) y Mt5.0-PMv1.5a (flecha violeta). El círculo rojo señala un 
intervalo no resuelto en la versión del genoma Mt4.0. Adaptado de Medicago 
truncatula A17 r5.0 genome portal (Pecrix et al., 2018).

Plataformas de genotipado de alto caudal 

Las estrategias de genotipado de alto caudal se desarrollaron con el 
objetivo de detectar e identificar una gran cantidad de marcadores 
SNPs en poblaciones con alto número de individuos. Su uso se vio im-
pulsado por el advenimiento de las tecnologías de secuenciación de 
próxima generación o NGS (Next-Generation Sequencing) (Metzker, 
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2010) que posibilitó reducir el costo de la secuenciación y obtener una 
gran cantidad de datos genómicos. En este contexto, las plataformas 
desarrolladas en alfalfa se centran en los SNP arrays (microarreglos) (Li 
et al., 2014a) y en el genotipado por secuenciación o GBS (Genotyping 
by Sequencing) (Li et al., 2014b). Tanto la aplicación como la generación 
de estas estrategias están en continuo desarrollo. Esto se debe no solo 
al desafío que implica identificar si las mutaciones encontradas son ver-
daderos marcadores SNPs (SNP calling), sino también a la dificultad en 
tratar de discriminar el dosaje alélico en un genoma tetraploide como el 
de la alfalfa cultivada.

a -SNP array

Un SNP array es un microarreglo de ADN constituido por un sopor-
te sólido en el que se fijan de forma ordenada sondas colindantes a 
marcadores SNP distribuidos en todo el genoma. Estos microarreglos 
permiten caracterizar el genotipo (genotipar) de solo unos cientos a 
cientos de miles de marcadores simultáneamente, transformándolos 
en plataformas de genotipado de alto caudal. Aunque cada compañía 
que desarrolla este tipo de tecnología usa diferentes reacciones quí-
micas para identificar el alelo de cada variante SNP, todas tienen dos 
aspectos en común. El primero es que ambas se basan en la com-
plementariedad de bases del ADN para “pescar” las regiones “blanco” 
donde se localizan los marcadores SNPs, facilitando así la unión de es-
tos a sus respectivas sondas alelo-específicas. El segundo se refiere 
a que una vez producida esta reacción química, que genera una señal 
fluorescente o de otro tipo, se requiere un algoritmo computacional ro-
busto que determine la presencia o ausencia de cada variante en cada 
SNPs (La Framboise, 2009).

En comparación con las plataformas tradicionales de secuenciación, 
que requieren mayor tiempo para la construcción de las librerías y para 
el análisis bioinformático, las principales ventajas que presenta esta 
técnica son la rapidez en la obtención de los datos y la facilidad del 
análisis. Además, la conformación del microarreglo está dada por el 
empleo de SNPs conocidos; por lo tanto, muchos de ellos pueden ser 
construidos para determinadas regiones genómicas de interés o para 
responder preguntas específicas de acuerdo a la población en estudio. 
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Otra ventaja que presenta es una relación costo-beneficio de baja a mo-
derada (You et al., 2018).

Una de las mayores desventajas que presenta radica en que, a fin de 
utilizar marcadores SNPs de localización conocida, se debe disponer de 
información genómica previa a partir de transcriptomas, secuenciación 
de bibliotecas de BAC (Bacterial Artificial Chromosome) o genomas de 
referencia. Esto genera cierto grado de error para encontrar marcado-
res SNPs polimórficos, ya que no sólo se parte de pocos individuos, sino 
que además su elección no es necesariamente aleatoria, impidiendo así 
la captación de todo el polimorfismo en una población de interés. Dicho 
problema se resolvería ampliando las bases genómicas disponibles a 
través de la secuenciación de genomas completos de varios individuos 
con mayor representación poblacional, de modo de actualizar los SNPs 
de un microarreglo o bien combinar varios de ellos de acuerdo al objeti-
vo de estudio (You et al., 2018).

Por un lado, el desarrollo de estas estrategias en especies poliploides 
–como la alfalfa– es más lento que en las especies diploides. Esto se 
debe, como ya fuera señalado, a la dificultad para determinar el núme-
ro de copias de cada alelo (dosaje alélico) en un determinado SNP, lo 
que obliga a que la construcción de algoritmos apropiados para la co-
rrecta asignación de un genotipo a un determinado individuo esté en 
constante evolución. Por otro lado, dado que la alfalfa aún no cuenta 
con un genoma de referencia, se recurre al genoma ensamblado de M. 
truncatula con el cual presenta un amplio grado de sintenia. El empleo 
de esta alternativa es lo que ha posibilitado el desarrollo de la tecnología 
de microarreglos en alfalfa. 

En la actualidad, solamente Li et al. (2014a) han desarrollado un chip 
de marcadores SNPs (SNP array) de alta densidad en alfalfa. Este fue 
construido a partir de una base de datos transcriptómicos de 27 ge-
notipos, tanto diploides silvestres como tetraploides cultivados, que 
permitieron identificar 900.000 SNPs (Li et al., 2012). Luego de un pro-
ceso de filtrado, ortología con genes candidatos y alineamiento sobre 
las ocho pseudomoléculas del genoma de M. truncatula se desarrolló 
un SNP array con 9.277 SNPs. Dicho chip se validó en un panel de 280 
genotipos, que incluyeron tanto individuos diploides como tetraploi-
des, mediante la tecnología Illumina ®. Como resultado, 81 % de las 
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variantes detectadas (7.476 SNPs) pasaron los controles de calidad 
y presentaron polimorfismo. Además, el chip también mostró un alto 
nivel de transferibilidad para especies de Medicago estrechamente 
relacionadas –como M. prostrata, M. lupulina y M. truncatula– y una 
transferibilidad razonable para trébol rojo (Trifolium pratense). 

También, se pudo determinar el dosaje alélico del 14 % de las variantes 
SNPs detectadas en alfalfa tetraploide. Es importante puntualizar que, 
debido a que el dosaje alélico puede afectar la expresión génica y los fe-
notipos en las especies poliploides, la integración de la información de 
dosificación alélica en los modelos estadísticos de GWAS (Genome-Wi-
de Association Studies) mejoraría el mapeo de QTLs (Quanitative Traits 
Loci) en este tipo de especies. Por lo tanto, el chip mencionado podría 
aplicarse no sólo en experimentos de diversidad genética, sino también 
en mapeo genético, GWAS y selección genómica en alfalfa.

b- Genotipado por secuenciación o GBS

Esta estrategia combina, en un único procedimiento, el descubrimiento 
de marcadores SNPs y la genotipificación de la población de estudio. 
Esta característica hace de esta técnica una plataforma de genotipifi-
cación verdaderamente rápida y flexible, aplicable a un amplio rango de 
especies y de recursos genéticos. Debido a su simplicidad, el método se 
ha extendido a un amplio rango de especies, aun cuando muchas de ellas 
no poseen –como la alfalfa– un genoma de referencia. Por definición, 
los métodos GBS se basan en la secuenciación de una porción reducida 
del genoma, cuyos fragmentos deben ser adyacentes a un polimorfismo 
de una única base o SNP. No obstante, en la actualidad, la terminolo-
gía GBS también se aplica a la resecuenciación de nuevos genotipos en 
aquellos cultivos que cuentan con un genoma de referencia. La diferen-
cia más importante entre ambas aproximaciones es que las técnicas 
de reducción del genoma capturan una gran proporción de marcadores 
SNPs, mientras que las de resecuenciamiento permiten detectar todas 
las variantes SNPs presentes en la población. Por lo tanto, las metodolo-
gías que utilizan la reducción del genoma son las siguientes: 

1- RADseq (Restriction Associated DNA Sequencing): combina la di-
gestión con una enzima de restricción y la selección de fragmentos 
polimórficos adyacente a esos sitios (Baird et al., 2008). 
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2- GBS: combina la digestión con una enzima de restricción y el enrique-
cimiento de fragmentos cortos mediante amplificación por PCR (Elshire 
et al., 2011; Poland et al., 2012). 

3- ddRADseq (double digest RADseq): combina la digestión de dos enzi-
mas de restricción, una de fragmentos largos y otra de fragmentos cortos, 
y elimina el paso de selección de fragmentos (Peterson et al., 2012).

Cabe destacar que el número de marcadores SNPs obtenidos por cual-
quiera de las tres estrategias varía entre 100.000 y 1 millón. La densidad 
de estos depende de dos factores: a) del número de mezclas de ADN 
de los diferentes individuos (multiplexing) que constituyen una librería, 
considerando que a mayor número de muestras menor será el número 
de secuencias que se alineen en un determinado sitio del genoma; y b) 
de la selección de las enzimas de restricción que se utilicen para reducir 
el genoma, lo que implica que cada especie requiere un pequeño ajuste 
en el número y el tipo de enzima de restricción para utilizar.

La principal fortaleza de estas metodologías radica en el multiplexing 
de ADN, dado que, al utilizar adaptadores genéricos (barcode), permite 
mezclar el ADN de diferentes genotipos en una única muestra y cons-
truir librerías reduciendo el costo por muestra. La inclusión del paso de 
amplificación de fragmentos cortos por medio de cebadores comple-
mentarios a los adaptadores, magnifica la señal de estos para la fase 
de secuenciación (Poland y Rife, 2012). Este paso permite generar mu-
chas secuencias colindantes a los sitios de restricción y obtener así –a 
través del alineamiento de aquellas– una secuencia consenso robusta 
y marcadores SNPs validados por su frecuencia en una determinada 
posición. Otra ventaja que presenta esta plataforma es que se puede 
aplicar a especies con o sin genoma de referencia. Esto ha permitido 
que muchas especies con escaso desarrollo en el área de la genética 
molecular, puedan rápidamente obtener nuevos marcadores que facili-
ten el abordaje de enfoques genéticos a genoma amplio.

Para cualquiera de las metodologías que incluyen reducción del geno-
ma, uno de los puntos débiles es la gran cantidad de datos faltantes 
generados para un marcador SNP determinado. Esto puede deberse a 
la presencia de mutaciones en los sitios de restricción que impiden la 
obtención de fragmentos cortos. Dicha dificultad es inherente al geno-
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ma de la especie y a la selección de las enzimas para la reducción de la 
complejidad del genoma. Otro punto en contra es el uso de altos niveles 
de multiplexing, que disminuyen la cantidad de datos obtenidos por ge-
notipo, reduciendo a su vez el nivel de cobertura. En general, se espera 
tener gran cantidad de secuencias cortas que secuencias muy largas 
para poder encontrar marcadores SNPs. Sin embargo, estas últimas 
son útiles en poliploides para encontrar SNPs de genoma específico.

El número de datos faltantes es un punto crítico a la hora de carac-
terizar tanto paneles de asociación de germoplasma como parentales 
de poblaciones de mejoramiento. Para reducir ese número, se podría 
aumentar el nivel de cobertura genómica o bien disminuir el nivel de 
multiplexing. Otra forma de salvar este punto es imputar los genoti-
pos faltantes según haplotipos de referencia, es decir, inferir el alelo 
de la variante SNP faltante en relación con un grupo de SNPs adya-
centes en ausencia de recombinación. Esto se puede realizar mediante 
metodologías algebraicas de inteligencia artificial (Machine Learning) 
como los modelos de regresión Random Forest (Breiman, 2001). Otra 
alternativa, como ya fuera mencionado, es secuenciar el genoma com-
pleto de algunos individuos claves en la población de estudio, lo que 
permitiría referenciar los gaps (brechas de secuenciación) generadas 
previamente por GBS (Poland y Rife, 2012). Esta desventaja podría des-
considerarse si el genotipado se realiza sobre poblaciones tempranas 
de mejoramiento y no sobre los parentales. Por lo tanto, dado que la 
frecuencia de estos marcadores se irá modificando a lo largo de los ci-
clos de selección, conviene dirigir el esfuerzo requerido para completar 
la información faltante al genotipo final.

La metodología GBS se ha utilizado en diferentes abordajes de genómi-
ca aplicada en alfalfa, como por ejemplo en la construcción de mapas de 
ligamiento de alta densidad (Li et al., 2014b; Munjal et al., 2018; Zhang et 
al., 2019), en el mapeo de QTLs con mayor precisión (Adhikari et al., 2018; 
Adhikari et al., 2019; Zhang et al., 2019), en estudios de GWAS (Zhang et 
al., 2015; Yu et al., 2016; Biazzi et al., 2017; Liu y Yu, 2017; Yu, 2017; Liu 
et al., 2019) y en la selección y predicción genómica (Annicchiarico et al., 
2015; Li et al., 2015b; Biazzi et al., 2017; Jia et al., 2018), entre otros. En 
este contexto, el GBS genera un gran aporte a la construcción de mapas 
de ligamiento cuando se dispone de un genoma de referencia, dado 
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que permite el alineamiento de los marcadores generados, facilitando 
la identificación de los puntos de recombinación. También se pueden 
construir mapas a través de la posición asignada a cada marcador, sin 
tener en cuenta la frecuencia de recombinación. Asimismo, la falta de 
un genoma de referencia no constituiría una limitante, ya que los SNPs 
generados se pueden agrupar y ordenar mediante pipelines (conductos) 
de alineamiento de secuencias para ensamblado de genoma de novo 
o por sintenia de mapa con especies muy cercanas. En el caso de la 
alfalfa tetraploide, como se explicó anteriormente, se utiliza el genoma 
de M. truncatula para facilitar el ordenamiento y el posicionamiento de 
aquellos. También el GBS facilita la localización de genes simples a tra-
vés del mapeo fino, ya que permite el balance entre la identificación de 
marcadores asociados al gen de interés y el desarrollo de ensayos de 
marcadores diagnósticos. Luego, esos marcadores servirán para el se-
guimiento del gen asociado al marcador en las diferentes poblaciones 
de mejoramiento o fondos genéticos que se deseen analizar (Poland y 
Rife, 2012). 

Genómica aplicada al mejoramiento de alfalfa 

a- GWAS 

El método Genome-Wide Association Studies (Estudios de Asociación 
a Genoma Amplio) se aplicó por primera vez en genética humana (Cor-
der et al., 1993). El primer uso sobre datos agronómicos lo realizaron 
Thornsberry et al. (2001) en maíz para el carácter fecha de floración. 
La metodología brinda una estrategia poderosa para superar las limita-
ciones del mapeo biparental de QTLs. En comparación con este último, 
GWAS permite mapear loci genéticos con una ubicación más precisa. 
Y en lugar de una población biparental, el método se realiza sobre una 
población de individuos no relacionados con diversidad amplia, como 
poblaciones de mejoramiento MAGIC (Multi-parent Advanced Genera-
tion Inter-Cross) o un panel de accesiones de germoplasma.

Esta forma de análisis surgió con el avance de las plataformas de ge-
notipado masivo permitiendo asociar marcadores SNPs distribuidos 
a lo largo de todo el genoma a las variantes fenotípicas, tanto cuali-
tativas como cuantitativas. Dicho análisis se basa en el desequilibrio 
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de ligamiento (DL) a nivel poblacional, resultante de la acumulación de 
eventos de recombinación históricos durante las sucesivas generacio-
nes que dieron origen a la población de estudio. Por lo tanto, cuando el 
marcador SNP detectado está asociado al gen que controla el carácter 
en estudio, se dice que es funcional y se lo denomina QTN (Quantitative 
Trait Nucleotide). Si, por el contrario, dicho marcador se ubica por fuera 
del gen controlador, el segmento genómico mapeado se denomina QTL. 
En este sentido, un factor importante para considerar es el nivel de DL, 
que se refiere al grado de asociación no aleatoria de alelos en diferentes 
loci y cuyo nivel a través del genoma determina la resolución del ma-
peo de asociación. Por lo tanto, cuanto mayor sea el DL entre la variante 
SNP y la variante fenotípica, mayor será la probabilidad de encontrar 
asociación entre ellos. Por el contrario, cuanto menor sea el DL medido 
en pares de bases a lo largo del genoma, mayor será el número de mar-
cadores SNPs necesarios para realizar un GWAS y poder mapear QTLs 
asociados al carácter en estudio con mayor precisión (Zeng et al., 2017).

Existen diferentes aspectos para ser considerados en este tipo de estu-
dio. Entre ellos, el tipo de plataforma de genotipado que se debe utilizar, 
la eficiencia y el poder de discriminación del método estadístico, y la 
corrección de factores intrínsecos que puedan generar algún error en 
la asociación. En este caso, los métodos estadísticos para encontrar la 
asociación marcador-QTL deben adecuarse al tipo de carácter en estu-
dio, ya sea cuantitativo o cualitativo. En general, para los primeros se 
usan modelos de regresión lineal, donde el poder estadístico de asocia-
ción es suficientemente significativo como para encontrar marcadores 
SNPs completamente ligados a genes de efecto mayor y menor. Para 
los segundos, se utilizan métodos de regresión logística o prueba de 
Fisher, cuyo poder estadístico es muy efectivo para identificar la red de 
genes asociados a un fenotipo simple (Scherer y Christensen, 2016).

El punto crítico de esta estrategia GWAS es evitar los falsos positivos 
o los falsos negativos, debidos a diferentes aspectos del análisis que 
podrían generarlos. Entre ellos, el tamaño de la población y la precisión 
en el fenotipado. Otro aspecto para considerar es la frecuencia del alelo 
causal, ya que cuando este es un alelo raro el poder de detección del 
análisis de asociación disminuye. Al mismo tiempo, otro inconveniente 
es la posible asociación espuria causada por la estructura de la pobla-
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ción y la distancia genética, como cuando por ejemplo las accesiones 
de una colección núcleo se dividen en subespecies. Dicha estratifica-
ción subyacente puede identificarse con métodos estadísticos, como el 
análisis de componentes principales o el uso de modelos lineales mix-
tos (Scherer y Christensen, 2016).

En alfalfa se han realizado diferentes análisis de este tipo para identi-
ficar loci SNPs asociados a la calidad del forraje (Biazzi et al., 2017), a 
la tolerancia a la sequía (Zhang et al., 2015; Yu, 2017) y al estrés salino 
(Yu et al., 2016; Liu et al., 2019), al reposo invernal (Munjal et al., 2018) 
y a la resistencia a enfermedades (Yu et al., 2017), entre otros. Estos 
marcadores SNPs, así identificados, proporcionan una plataforma para 
el mapeo fino de QTLs a nivel de genoma amplio que luego pueden ser 
aplicados en selección asistida (SAM) y selección genómica (SG). En 
este sentido, Zhang et al. (2015) evaluaron en invernáculo el índice de 
resistencia a sequía (IRS) y el contenido relativo de agua (CRA) en un 
panel de 198 accesiones de alfalfa. Como resultados del GWAS, por 
un lado, identificaron 34 marcadores SNPs asociados con la toleran-
cia a la sequía. Diecinueve de ellos mostraron asociación significativa 
(p≤0,05) con IRS; de esos, 15 fueron asignados a siete cromosomas, 
basados en el alineamiento contra el genoma de referencia de M. trun-
catula. Por otro lado, 15 SNPs se asociaron significativamente con CRA 
y –por alineamiento contra el genoma de referencia de M. truncatula– 
también fueron asignados a siete cromosomas. Además, por medio de 
la búsqueda de homología con genes candidatos, se identificaron seis 
SNPs homólogos para loci asociados con IRS y tres SNPs homólogos 
para loci asociados con CRA. Asimismo, Liu et al. (2019) lograron iden-
tificar variantes SNPs asociadas a caracteres de tolerancia a la sal en 
una población avanzada de mejoramiento de 291 individuos de alfalfa 
en condiciones controladas de invernáculo. En este caso, se calculó un 
índice de susceptibilidad al estrés (ISE) para cada una de las cinco va-
riables analizadas (peso seco, peso fresco, altura de planta, contenido 
relativo de agua y conductividad estomática). De esta manera, logra-
ron identificar 53 marcadores SNPs localizados en 49 loci asociados 
significativamente (p≤0,05) con los ISE de cada variable. Estos loci se 
distribuyen sobre los ocho cromosomas y, por homología de secuen-
cias con el genoma de M. truncatula, 21 de ellos se asociaron a genes 
candidatos de tolerancia al estrés salino. Como resultado de ambos 
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trabajos, los marcadores SNPs asociados –después de ser validados 
por medio de marcadores diagnóstico en otras poblaciones de mejora-
miento o fondos genéticos– se podrán utilizar en SAM o SG. 

b- Selección genómica

La selección genómica (SG) es una estrategia de mejoramiento que se 
está adoptando con mucha rapidez en diferentes programas de mejo-
ramiento (Meuwissen et al., 2001). Es importante su empleo en aquellos 
cultivos donde el área de la genómica está muy desarrollada –como, 
por ejemplo, en soja, trigo y maíz–, ya que ha superado varias de las 
limitaciones que presenta la SAM. Si bien esta última se aplica desde 
la década de 1990 para la detección e introgresión de genes mayores 
asociados a caracteres simples, no ha demostrado ser eficiente para 
caracteres cuantitativos. Esto último se debe a que las asociaciones 
marcador-QTL utilizadas en esta estrategia se obtienen a partir del 
mapeo de poblaciones biparentales, en las cuales se pueden capturar 
con mayor probabilidad genes de efecto mayor. A su vez, el DL entre el 
marcador-QTL encontrado en dichas poblaciones no suele ser lo sufi-
cientemente estable como para garantizar que dicho marcador se pueda 
utilizar para detectar ese QTL en otras poblaciones o fondos genéticos. 
Tampoco se ha obtenido una reducción significativa en la duración de 
los ciclos de selección. Por lo tanto, la relación costo-beneficio solo apa-
rece como interesante para los caracteres de alta heredabilidad. Como 
consecuencia de todo lo anterior, la SAM ha sido poco efectiva en aque-
llos caracteres cuantitativos determinados por muchos genes de efecto 
menor y de alta interacción genotipo-ambiente. Contrariamente, la SG 
se basa en un modelo de predicción que utiliza la alta densidad de mar-
cadores SNPs distribuidos a lo largo de todo el genoma para identificar 
aquellos que estén complemente asociados a los loci del carácter de 
interés. Esta metodología permite seleccionar individuos solo por su 
genotipo y sin evaluación fenotípica previa, reduciendo así el tiempo de 
desarrollo de un cultivar. 

La aplicación de esta estrategia requiere definir tres poblaciones: 1- po-
blación de estimación o población de entrenamiento (PE); 2- población 
de validación (PV); y 3- población de selección (PS). Estas tres pueden 
ser: a- todas físicamente distintas; b- dos poblaciones, donde una de 
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ellas se utilice como población de estimación y validación; o c- una 
sola población que cumpla con los tres roles (Deon Vilela de Rezende 
et al., 2014). Por lo general, se usan las dos primeras estrategias (a y 
b) (Figura 3). La PE debe estar conformada por más de 500 individuos 
aproximadamente, que deben ser fenotipados con la mayor precisión 
posible y genotipados con una alta densidad de marcadores. Es sobre 
esta población donde se desarrollan los modelos predictivos para la es-
timación de los valores de mejora genómica (GEBV: Genomic Estimated 
Breeding Values). Para ello, primero se deben estimar para cada geno-
tipo los efectos de todos los marcadores de manera individual. Luego, 
se identifican aquellos que estén asociados al carácter y, sobre estos, 
se estiman los efectos sobre el fenotipo y se calcula el valor GEBV para 
cada individuo. La PV es un grupo pequeño de individuos (aproxima-
damente 20 % de la PE) que también se debe fenotipar y genotipar, y 
sobre la cual se verifica la precisión del modelo propuesto. Para ello, los 
GEBVs son inferidos a partir de los efectos de cada marcador obtenidos 
en la PE y correlacionados con los valores fenotípicos observados. Con 
esta correlación y con el valor de heredabilidad del carácter se obtiene 
el parámetro selection accuracy (precisión de selección) que permite 
determinar la confiabilidad del modelo propuesto. La PS está consti-
tuida por los individuos (aproximadamente unos 10.000) que serán 
seleccionados a través de esta metodología y que solo serán genotipa-
dos. A partir de la base de datos genotípicos y de acuerdo con el modelo 
validado, se pueden inferir tanto sus GEBVs como su futuro desempeño 
(performance) fenotípico (Deon Vilela de Rezende et al., 2014).

El efecto del marcador sobre un genotipo no es igual en los diferentes 
ambientes, por lo que un determinado modelo de SG solo puede ser 
aplicado sobre el ambiente donde se obtuvieron los datos fenotípicos 
de la PE. Por esta razón, para el uso de la SG, se deben considerar los 
análisis multiambientales que puedan generar modelos que incluyan la 
interacción genotipo-ambiente (G x E). Otro aspecto para considerar es 
que los individuos de la PE tienen que tener algún grado de parentesco 
entre ellos y con la población de selección. De esta forma, puede decirse 
que la SG se basa en el grado de similitud genética entre ambas pobla-
ciones y en el DL entre el marcador y el carácter (Desta y Ortiz, 2014).

La principal ventaja de la SG sobre la selección fenotípica recurrente es 
que permite acortar significativamente el tiempo de desarrollo de un 
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cultivar al alternar los ciclos de selección, haciendo que algunos de ellos 
se basen únicamente en la constitución genómica de los individuos. De 
esta manera, se puede aumentar la ganancia genética por unidad de 
tiempo y de costo; esto es muy ventajoso principalmente en cultivos pe-
rennes, donde se requieren muchos años de evaluación para caracteres 
complejos como el rendimiento. También es conveniente para caracte-
res donde la selección fenotípica sea ineficiente, o cuando el costo del 
genotipado sea menor al del fenotipado. Entre las desventajas, pueden 
mencionarse el costo del genotipado, la pérdida de diversidad cuando la 
PE no fue constituida sobre la premisa de una base de genética amplia, 
la dificultad para modelar la interacción G x E en multiambientes y la fal-
ta de una guía clara de cómo y cuándo incorporar esta estrategia dentro 
de un programa de mejoramiento (Crossa et al., 2017).

Figura 3. Esquema teórico de aplicación de la Selección Genómica en un pro-
grama de mejoramiento genético. Adaptado de Deon Vilela de Resende et al. 
(2014). Referencias: Y= valor fenotípico observado; X= matriz de incidencia de 
los valores fenotípicos; b= vector de efectos fijos; Z= matriz de incidencia de los 
genotipos; h= vector de efectos aleatorios de los marcadores; e= error residual; 
GEBV= Genomic Estimated Breeding Values; y PE= población de entrenamiento.

Transformación genética
 
El mejoramiento genético convencional se basa en la existencia natural 
de variabilidad genética para los caracteres que se desean mejorar y 
se vale de la reproducción sexual para la modificación de estos. Este 
hecho hace que el aprovechamiento de la variabilidad esté restringido 
por barreras de cruzabilidad. Además, para muchos caracteres de im-
portancia agronómica, la selección resulta ineficiente. No obstante, en 
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términos generales, el mejoramiento genético convencional ha sido exi-
toso en el desarrollo de cultivares de alfalfa con alta resistencia a plagas 
y enfermedades o con alta expresión multifoliolada. Por el contrario, no 
fue eficaz para la mejora de determinados caracteres de importancia, 
como la tolerancia a herbicidas (Kumar, 2011) o la resistencia a enfer-
medades foliares. 

La metodología de transformación genética que posibilita la introduc-
ción asexual de genes en plantas permite revertir situaciones en las 
cuales la variabilidad genética utilizada en los programas de mejo-
ramiento convencionales no resulta suficiente. En este sentido, se la 
utilizó con éxito para la introducción de genes que confieren tolerancia 
a herbicidas, mejorando notablemente el control de malezas en distin-
tos cultivos de importancia económica. Tanto es así que el 80 % de 
los eventos aprobados para su comercialización en Argentina confieren 
tolerancia para uno o más herbicidas (CONABIA, 2019; Ministerio de 
Agroindustria, 2019).

Transgénesis

La problemática de las malezas en alfalfa

Debido a la presencia de más de 120 especies de malezas, se generan 
importantes pérdidas en las pasturas de alfalfa en nuestro país, a punto 
tal que se estiman pérdidas de hasta 80 % del rendimiento potencial 
de forraje (AAPRESID, 2017). Además, como suele ocurrir con otros fo-
rrajes, las malezas se cosechan junto con la alfalfa, provocando una 
pérdida significativa del valor nutricional del forraje y, en consecuencia, 
una disminución de su valor en el mercado (Rubiales, 2014). Sin em-
bargo, comparado con otros cultivos –como soja, trigo, maíz y arroz–, 
el mercado mundial de alfalfa es limitado y no incentiva mayormente 
el desarrollo de agroquímicos específicos, utilizándose por ello herbici-
das registrados primero para otros cultivos, como la soja. No obstante, 
durante los últimos años se desarrollaron productos para soja que no 
son selectivos para alfalfa, lo que restringe sensiblemente la posibilidad 
de encontrar nuevas alternativas de control químico. Por lo expuesto, 
se desprende que en la actualidad el manejo de lotes de alfalfa con 
herbicidas es complejo, lo que resalta la necesidad de contar con profe-



289

sionales formados y con experiencia para alcanzar adecuados niveles 
de control. En este contexto, la falta de herbicidas selectivos, sumado a 
la ausencia de cultivares tolerantes y al mal manejo de los lotes, intensi-
fica la aparición de malezas resistentes, lo que torna aún más complejo 
el panorama futuro del manejo de las malezas en el cultivo.

Plataforma para el desarrollo de alfalfas tolerantes a herbicidas

En los Estados Unidos, la empresa Forage Genetics International (FGI), 
en asociación con Monsanto, liberó en 2005 cultivares transgénicos 
de alfalfa tolerantes a glifosato de amonio, conocidos como “alfalfas 
RR” (Roundup Ready®). Posteriormente, la misma empresa liberó cul-
tivares de alfalfa con dos eventos apilados: RR + bajo tenor de lignina 
(tecnología denominada HarvXtra®). En 2018, FGI, a través de una ac-
ción conjunta con INDEAR, logró desregular en Argentina dos cultivares 
tolerantes a glifosato y de bajo tenor de lignina (RR+HarvXtra) (Minis-
terio de Agroindustria, 2018), que son los únicos aprobados para ser 
comercializados en el país.

Si bien las alfalfas RR facilitan el control de malezas en alfalfa, debe 
considerarse que no presentan la solución integral al problema. Es am-
pliamente conocido el hecho de que la aplicación masiva de glifosato a 
nivel global ha promovido la aparición de un número creciente de male-
zas resistentes (Heap, 2014). Por lo tanto, la disponibilidad de cultivares 
de alfalfa tolerantes a glifosato no resuelve completamente el proble-
ma de las malezas en el cultivo. Recientemente, se ha generalizado a 
nivel global el concepto que establece que el éxito de un herbicida en 
particular es solo temporal, haciendo así cada vez mayor la necesidad 
de desarrollar estrategias alternativas de control para lograr un manejo 
sustentable de las malezas. 

En Argentina, a través de un esfuerzo conjunto que involucró tanto al 
sector público (INTA y CONICET) como al privado, se estandarizaron 
protocolos para conformar sintéticas experimentales de alfalfa trans-
génica desarrolladas completamente en nuestro país. La primera de 
estas poblaciones posee tolerancia al herbicida glufosinato de amo-
nio (Jozefkowicz et al., 2018; Jozefkowicz et al., 2016) y se encuentra 
actualmente en proceso de desregulación comercial. Para ello se ha 
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desarrollado una plataforma de ingeniería genética que maximiza la ex-
presión y la contención del transgen y acelera el proceso de introgresión 
del evento transgénico en germoplasma elite. 

La plataforma comienza con la selección del carácter de interés (Figura 
4). En una primera instancia, y teniendo en cuenta las pérdidas signi-
ficativas que ocasionan las malezas, se eligió para la estandarización 
del proceso desarrollar la tolerancia a herbicidas a través del gen bar, 
que además de conferir tolerancia al herbicida glufosinato de amonio 
se puede utilizar como marcador de selección, evitando así el uso de 
resistencia a antibióticos (Jozefkowicz et al., 2016). El uso del herbicida 
también facilita la evaluación (screening) en cada paso de la plataforma 
(Jozefkowicz et al., 2018).

Figura 4. Esquema de la plataforma para el desarrollo de sintéticas experimen-
tales de alfalfa transgénica estandarizada entre INTA y CONICET.

El protocolo de transformación genética de alfalfa vía Agrobacterium 
tumefaciens se lleva a cabo rutinariamente en el actual Laboratorio de 
Ingeniería Genética de Leguminosas del IGEAF-INTA desde hace 25 
años. En ese tiempo se han optimizado diferentes agentes selectivos: 
kanamicina, higromicina y glufosinato de amonio. En todos los casos, la 
eficiencia de transformación es muy alta, próxima al 95 %, observándo-
se escapes en forma muy infrecuente. Para la transformación genética 
se utiliza el clon de regeneración RegeINTA, con alta capacidad para la 
regeneración in vitro, que en alfalfa se produce habitualmente por em-
briogénesis somática (Saunders y Bingham, 1972). Los materiales, los 
medios de cultivo, las condiciones de trabajo y el procedimiento en ge-
neral se describen detalladamente en García et al. (2014) y Jozefkowicz 
et al. (2016). 
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El siguiente paso en la plataforma es la identificación de los eventos 
con mejor performance fenotípica, lo que se realiza a través de desafíos 
con glufosinato de amonio. Para ello, se incuban tallos de cada evento 
transgénico en concentraciones crecientes de glufosinato de amonio en 
agua, en condiciones controladas de luz (16 h) y temperatura (25 °C). 
Los eventos seleccionados por mayor tolerancia son seguidamente 
desafiados en ensayos de aspersión con variadas dosis del herbicida, 
en diferentes momentos del desarrollo y en distintos tejidos. Los even-
tos seleccionados se distinguen fácilmente de los convencionales no 
transformados (genotipos “salvajes” o wild types) por su tolerancia al 
glufosinato de amonio en todos los estadios y tejidos de la planta y en 
dosis aun mayores a las recomendadas para el control de malezas a 
campo (Figura 5).

Figura 5. Desafíos a campo de sintéticas experimentales de alfalfa transgénica 
con tolerancia al herbicida glufosinato de amonio. Referencias: wt (wild type): 
cultivar comercial convencional; Bar: sintética transgénica. En todos los casos 
se aplicó como coadyuvante SO4(NH4)2 (1 %). Adaptado de Jozefkowicz et al. 
(2018).
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El proceso de introgresión consiste en el cruzamiento del evento 
transgénico con variedades seleccionadas durante cinco ciclos de re-
trocruzas sucesivas. Dichas retrocruzas buscan reemplazar el bagaje 
(background) genético del clon de alta regeneración (RegeINTA), que no 
posee aptitudes agronómicas adecuadas. Estos ciclos se llevan a cabo 
mediante polinización manual en cámaras de cría. Las plantas que se 
utilizan son plantas jóvenes, crecidas en macetas de 800 ml bajo luz 
continua a 25 °C para acelerar la floración y lograr, de esta forma, rea-
lizar entre tres y cuatro retrocruzas en el término de un año. En cada 
una de las generaciones se seleccionan los eventos transgénicos por 
medio de ensayos de aspersión con glufosinato de amonio, que se con-
firman posteriormente mediante PCR. Para mantener la variabilidad 
genética y prevenir problemas de endrocría se utilizan en cada retro-
cruza poblaciones de alrededor de cien individuos por variedad. Todo 
el procedimiento se encuentra detallado en Jozefkowicz et al. (2016). 
Finalmente, y siguiendo la normativa vigente en nuestro país, el material 
transgénico es evaluado en ensayos a campo a fin de confirmar la tole-
rancia al glufosinato de amonio y evaluar sus aptitudes agronómicas. 
En ambos casos, el material generado es contrastado con cultivares 
comerciales de alto rendimiento (Figura 5). La información obtenida en 
estos ensayos se puede integrar a la documentación requerida para la 
desregulación comercial del evento.

Desregulación de OVGM en Argentina

Argentina se encuentra entre los países pioneros en la adopción de cul-
tivos transgénicos; es el primer país de Latinoamérica que estableció 
normativas para la regulación y el segundo en el mundo que aprobó 
un cultivo genéticamente modificado. En el país, todas las actividades 
con organismos vegetales genéticamente modificados (OVGM) para 
uso agropecuario están reguladas desde el año 1991. Hasta 2019 se 
había autorizado la comercialización de 71 eventos transgénicos (Mi-
nisterio de Agroindustria, 2019). La soja fue el primer OVGM aprobado 
para uso comercial en 1996, en el mismo año que se aprobó en EE. UU. 
La evaluación de un OVGM desde su desarrollo hasta su comercializa-
ción tiene un costo elevado, conlleva varios años y debe pasar por tres 
instancias de evaluación, a saber:
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I- Análisis de seguridad para el agroecosistema, evaluación que está a 
cargo de la Dirección de Biotecnología y la Comisión Nacional Asesora 
de Biotecnología Agropecuaria (CONABIA).

II- Evaluación de inocuidad alimentaria para consumo humano y ani-
mal, a cargo del Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria 
(SENASA) y del Comité Técnico Asesor en el Uso de OGM (CTAUOGM).

III- Análisis de impacto productivo y comercial de su liberación a gran 
escala, evaluación que realiza la Dirección de Mercados Agrícolas del 
Ministerio de Agricultura, Ganadería y Pesca.

Cada una de estas etapas es totalmente independiente y cada entidad 
emite un dictamen no vinculante, que dirige al Ministerio de Agricultura, 
Ganadería y Pesca, quien a su vez otorgará o no los permisos para el de-
sarrollo y comercialización de OGM en la Argentina. Como se mencionó 
previamente, la evaluación respecto del comportamiento agronómico 
del OVGM la realiza la Dirección de Biotecnología y la CONABIA. El aná-
lisis de las solicitudes presentadas se realiza caso a caso, basándose 
en criterios científicos y técnicos establecidos en el marco regulatorio 
(Secretaría de Agricultura, Ganadería y Pesca, 2011; Ministerio de Agro-
industria, 2019). Este trabajo está a cargo de especialistas, tanto del 
sector público como privado, que analizan las solicitudes en profundi-
dad. El objetivo de esta evaluación es asegurar que, bajo las mismas 
condiciones, el comportamiento agronómico del OVGM sea similar al 
del organismo no genéticamente modificado (homólogo convencional). 
Además de las características del OVGM en cuestión, también se anali-
za el objetivo de la actividad para desarrollar, el cómo, dónde y cuándo 
se desarrollará dicha actividad y la idoneidad del solicitante.

Los solicitantes, para poder realizar ensayos o multiplicaciones con 
OVGM, deben estar inscriptos previamente en el Registro Nacional de 
Operadores con Organismos Vegetales Genéticamente Modificados 
(RNOOVGM). El INTA está inscripto en dicho registro desde el año 2004 
(Registro Nacional de Operadores con OVGM, 2004). En una primera 
etapa, el solicitante debe presentar información detallada del OVGM, 
describiendo el modo de obtención, las construcciones utilizadas y el 
material genético introducido en el producto final. También se deben 
detallar tanto el lugar donde se realizarán los ensayos como las medi-
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das de contención y de aislamiento, además de un plan de acción ante 
eventuales escapes, a fin garantizar el aislamiento del OGM regulado 
(Ministerio de Agroindustria, 2019). Luego, en una segunda etapa, se 
realiza un análisis de riesgo que estima la bioseguridad para el agroeco-
sistema. El objetivo de esta etapa es determinar y evaluar los posibles 
efectos adversos de la liberación de los OVGM, incluyendo el impacto 
sobre la conservación y la utilización sostenible de la biodiversidad y 
los riesgos para la salud humana por exposición no alimentaria. En esta 
etapa se detallan el comportamiento agrofenotípico del OVGM, en com-
paración con su homólogo convencional y los métodos actualizados de 
detección del OVGM (Ministerio de Agroindustria, 2019). 

Además, se debe demostrar la inocuidad alimentaria del OVGM para 
consumo humano y animal, cuya evaluación –como ya se mencio-
nó– está a cargo de SENASA (2002). En esta etapa se dimensionan 
los riesgos potenciales que podrían derivar del consumo como ali-
mento tanto del OVGM como de sus subproductos. Se determina la 
presencia de tóxicos y de alérgenos, así como la ocurrencia de posibles 
modificaciones nutricionales que se pudieron haber generado por la 
transformación genética. 

Por último, la tercera etapa es realizada por la Dirección de Mercados 
Agrícolas que determina la conveniencia de la comercialización del 
OGM de manera de evitar potenciales impactos negativos en las ex-
portaciones argentinas. Para ello el solicitante deberá hacer un extenso 
estudio de mercado con la información requerida por la mencionada 
dirección (Secretaría de Agricultura, Ganadería y Pesca, 2011). 

Como resultado de estas tres etapas se emiten informes técnicos que 
se elevan al MAGyP, organismo que toma la decisión final sobre autori-
zar o no la siembra, el consumo (humano y animal) y la comercialización 
del cultivo OVGM analizado.

En cuanto a los productos obtenidos por otras herramientas biotec-
nológicas diferentes de la transgénesis, entre las cuales se incluye la 
edición génica, se estableció que se evaluarán caso a caso en una ins-
tancia de consulta previa (ICP) (Ministerio de Agroindustria, 2019) para 
establecer si el producto en cuestión es alcanzado o no por la Resolu-
ción 763/11. En esta instancia, la CONABIA evaluará si se ha generado 
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o no una nueva combinación de material genético. Para ello, analizará 
si se ha producido una inserción en el genoma de una construcción 
genética definida. Si se determina que no se ha producido una nueva 
combinación, entonces el producto no será alcanzado por la Resolución 
763/11. Por consiguiente, no será necesario transitar la desregulación 
comercial antes mencionada y el producto seguirá las mismas vías que 
los productos obtenidos por métodos tradicionales. 

Edición génica

La edición génica es otra herramienta que representa una verdadera 
revolución tecnológica y que se ha consolidado como una poderosa 
tecnología de vanguardia para modificar genomas de manera rápida, 
eficiente y precisa. La técnica utiliza el sistema CRISPR (Clustered Re-
gularly Interspaced Short Palindromic Repeats), que forma parte del 
aparato inmune natural de algunas bacterias y archeas frente a las in-
vasiones de virus. El genoma bacteriano acumula secuencias de los 
virus a los que se ha enfrentado, que son luego utilizadas como guías 
de una endonucleasa asociada Cas (CRISPR associated protein) que, 
frente a un nuevo ataque, cortará la cadena de ADN invasora y otorga-
rá así inmunidad (Bolotin et al., 2005; Makarova et al., 2006; Mojica et 
al., 2005; Pourcel et al., 2005). Tanto la capacidad de reconocimiento 
y corte como la simpleza y los pocos requerimientos que posee esta 
maquinaria hicieron evidente el potencial de CRISPR como un nuevo 
sistema de edición genética programable para cualquier organismo. 

CRISPR/Cas9 es un sistema de edición de Streptococcus pyogenes que 
se ha adaptado particularmente para múltiples organismos. Se trata un 
complejo ribonucleoproteico que consta de la endonucleasa Cas9 y de 
una molécula de ARN single guide (ARNsg), que guiará a la enzima a la 
secuencia blanco (target) para generar un corte doble hebra o simple 
hebra (Jinek et al., 2012; Charpentier y Doudna, 2013; Doudna y Char-
pentier, 2014) (Figura 6).

Para aplicar esta maquinaria en cualquier organismo se diseña primero 
el ARNsg que contiene una secuencia guía de 20 nt del gen target y 
una secuencia de andamiaje o scaffold. Seguidamente, para efectuar 
el corte, Cas9 requiere la identificación de un pequeño motivo conocido 
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como secuencia PAM (NGG), que debe estar río arriba del sitio de hibri-
dación de la guía en la secuencia target (Anders et al., 2014; Doudna y 
Charpentier, 2014). La selección de guías para CRISPR/Cas9 debe tener 
en cuenta la existencia de este motivo PAM como condición necesaria 
para que el sistema pueda ser dirigido hacia la región buscada.

Figura 6. Representación del sistema de dos componentes de edición génica 
vía CRISPR/Cas9. 

Una vez que Cas9 realiza el corte DBS (Double-Strand Break), se dispara 
el mecanismo de reparación del ADN. Por un lado, la unión de extre-
mos no homólogos, denominados NHEJ por sus siglas en inglés (Non 
Homologous End-Joining), es la forma de reparación más usual y está 
acompañada de la generación de micro deleciones/inserciones en el 
sitio de reparación (Figura 7a). Por otro lado, en presencia de un ADN 
templado con homología a la región flanqueante del corte, la reparación 
puede darse por recombinación homóloga directa o HDR (Homology 
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Directed Repair), lo que evita la generación de errores. Sin embargo, 
la HDR tiene una eficiencia extremadamente baja (Richardson et al., 
2016). Si bien el sistema CRISPR/Cas9 asociado a HDR puede utilizarse 
para realizar reemplazos alélicos, el mecanismo NHEJ resulta ser más 
eficaz y es el que se utiliza principalmente para lograr la eliminación de 
la expresión de un gen (knock-out) o de fragmentos cromosómicos. Tí-
picamente, para realizar el knock-out de un gen se utilizan vectores que 
contienen la enzima Cas9 y las guías que hibridan con el gen target y 
conducen a la endonucleasa al sitio donde realizará el corte. Para elimi-
nar la expresión de un gen, se diseñan al menos dos guías de forma tal 
de generar dos cortes y eliminar el fragmento de ADN entre ellos. Para 
aumentar la eficiencia del knock-out, las guías se diseñan generalmente 
en el primer o segundo exón del gen target. Obviamente, un número ma-
yor de guías hará que el proceso sea más eficaz. Finalmente, y haciendo 
uso de distintos paquetes informáticos (software) disponibles, debe 
asegurarse que cada guía cuente con la mayor probabilidad de generar 
los cambios buscados, lo que le otorga un alto score (es decir, un lugar 
destacado en el ranking de guías). Complementariamente, también se 
busca que esas guías, para ser elegidas, produzcan el menor número 
de targets no deseados (off-targets) posibles. Mediante este método 
pueden eliminarse varios genes en simultáneo, ya sea por el agregado 
de guías específicas o por el diseño de guías para zonas conservadas 
entre varios genes (característico de las familias génicas).

La técnica CRISPR/Cas9 puede utilizarse además para realizar la gene-
ración de cambios puntuales en la secuencia de ADN, es decir, de una 
única base o nucleótido, lo que se denomina edición de base (base edi-
ting) (Figura 7b). Para realizar la edición de base se utilizan vectores que 
poseen una endonucleasa que reconoce a los genes target –pero que 
es enzimáticamente inactiva– fusionada a una enzima que produce un 
cambio de base conocido. Por ejemplo, la enzima citidina deaminasa, 
que produce la desaminación de las citosinas que se encuentran río 
arriba de la secuencia PAM del gen target, es utilizada en este sistema 
para mutar la citosina a uracilo.

El sistema CRISPR/Cas9 se ha aplicado de manera eficiente en plantas 
desde 2013 para la edición o eliminación de un gen de manera simple, 
específica y estable (Feng et al., 2013; Li et al., 2013; Nekrasov et al., 
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2013; Shan et al., 2013; Xie y Yang, 2013). Además, cuenta con la bon-
dad trascendental de generar cambios en el genoma sin dejar trazas de 
material génico exógeno. En las plantas, la adquisición del ARNsg que 
contiene las guías y la Cas9 puede realizarse a través del bombardeo 
de vectores por biobalística o a través de Agrobacterium tumefaciens y 
la utilización de vectores binarios. No obstante, la estrategia utilizada 
depende de los objetivos y de las posibilidades considerando la especie 
en estudio.

Figura 7.  Representación esquemática de los usos más frecuentes del sistema 
CRISPR/Cas9 en plantas. A) Técnica de unión de extremos no homólogos. B) 
Técnica de edición de base.  

La edición génica emerge como una herramienta sumamente útil para 
el mejoramiento de cultivos de interés agroeconómico, ya que permite 
la modificación dirigida de genes de interés y la obtención de productos 
libres de transgenes. Es por ello que el Instituto de Genética IGEAF-INTA 
ha comenzado a implementar esta tecnología de edición para el mejo-
ramiento de la alfalfa. Para el primer abordaje de la técnica se utilizó un 
vector binario (cedido por Gabriela Massa de INTA Balcarce) que cuenta 
con las guías y la maquinaria para generar el knock-out del gen repor-
tero GUS y que se aplicó en plantas transgénicas que sobreexpresaban 
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dicho gen y que habían sido generadas previamente en el laboratorio. 
Las plantas obtenidas tras la transformación con este vector demos-
traron una reducción total o parcial de la actividad glucuronidasa, 
evidenciando una reversión del fenotipo con respecto a los individuos 
sobreexpresantes. Este primer abordaje demostró la efectividad de la 
maquinaria de edición CRISPR/Cas9 para eliminar la expresión de un 
gen de manera dirigida en alfalfa (Figura 8).

Figura 8. Estandarización de la tecnología CRISPR/Cas9 en alfalfa utilizando el 
gen reportero GUS.

Plantas madres Alfanfa-Gus Alfanfa-Gus-CRISPR

En el marco de una estadía en el laboratorio del Dr. E. Blumwald en UC 
Davis, EE. UU., que estandarizó el sistema CRISPR/Cas9 para especies 
modelo, se construyeron vectores específicos para genes de interés en 
alfalfa que pueden utilizarse en los dos abordajes mencionados previa-
mente: silenciamiento o knock-out y edición de base (base editing). Los 
genes seleccionados en alfalfa se relacionan con la tolerancia a herbicidas 
y a estrés abiótico, el aumento de la biomasa y la calidad, la adaptabilidad 
y la nodulación (fijación biológica del N2). Estos trabajos apuntan no solo 
a alcanzar un mayor entendimiento sobre la fisiología de la alfalfa, sino 
también a generar cultivares de mayor productividad y calidad, mejor 
comportamiento en áreas marginales y tolerancia a herbicidas.

Consideraciones finales

A lo largo de este capítulo se describió el desarrollo de las diferentes 
técnicas moleculares que permitieron generar un conocimiento más 
amplio sobre la genética de la alfalfa y su aplicación al mejoramiento 
del cultivo. El desarrollo en el área de la genómica posibilitó obtener a 
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relativamente bajo costo una gran cantidad de datos para identificar 
con mayor probabilidad estadística marcadores SNPs asociados a ca-
racteres de interés agronómico. En igual sentido, la implementación de 
la selección asistida por marcadores para incrementar la frecuencia de 
genes de efecto mayor debería complementarse con estrategias como 
la selección genómica, que permite seleccionar individuos a partir de 
la estimación estadística de su valor de mejora. En este contexto, la 
resolución de los problemas que enfrenta el cultivo implicaría la adop-
ción de estas estrategias para un mejor uso de la variabilidad existente, 
de manera de obtener en menor tiempo nuevas variedades con mejor 
desempeño. 

La transgénesis y la edición génica permiten generar una variabilidad ge-
nética extra que posibilita la obtención de variedades de alfalfa tolerantes 
a herbicidas. A su vez, estas técnicas también aparecen como muy pro-
misorias para la mejora de otros caracteres de interés agronómico. 

Tal vez el mayor desafío en el futuro inmediato sea la incorporación 
paulatina y eficiente de estas nuevas estrategias y metodologías a fin 
de actualizar los programas de mejoramiento de alfalfa para el desarro-
llo de cultivares comerciales. 
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