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Introduccion

La alfalfa es una especie perenne, de flores perfectas (estambres y car-
pelos) y de fecundacién preponderantemente alégama. La polinizacion
es entomofila, llevada a cabo principalmente por varias especies del
orden Himendptera (abejas, abejorros y megachiles) que utilizan so-
fisticados mecanismos de desenlace floral y aseguran la polinizacion
cruzada. La alogamia se ve favorecida por mecanismos de autoesterili-
dad y autoincompatibilidad (Viands et al., 1988).

La gran capacidad de adaptacion a las mas diversas condiciones de
suelo, clima y manejo que posee la alfalfa se debe a su extraordina-
ria variabilidad genética, enriquecida por la introgresion de las especies
que conforman el “complejo Medicago sativa” (Quiros y Bauchan, 1988).
Existen aproximadamente 60 especies de Medicago (Shifino-Wittmann,
2008), tanto anuales como perennes, de las cuales apenas una decena
se utilizan como forrajeras en produccion animal. Dentro de este com-
plejo se destaca la alfalfa cultivada, M. sativa L. [o M. sativa subsp. sativa
(L) L. & L], que es autotetraploide y deriva del cruzamiento de taxones
diploides y tetraploides de M. sativa y M. falcata.

El genoma de la alfalfa es relativamente grande (800—900 Mbp) y, con-
siderando su estructura genética, se define como polimdrfico, con 8
cromosomas como nimero basico (x = 8) y con formas diploides (2 n =
2 x =16) y tetraploides (2 n = 4 x = 32). La naturaleza autotetraploide de
la alfalfa cultivada determina la compleja herencia de sus caracteres y
define los modelos genéticos sugeridos para la especie.

En este capitulo se trataran brevemente las implicancias de la herencia
en el mejoramiento de la alfalfa y se describiran los principales méto-
dos de mejoramiento empleados para el desarrollo de variedades. Un
tratamiento mas exhaustivo de estos temas podra encontrarse en
Rumbaugh et al. (1988). Finalmente, se resumiran los principales logros
obtenidos en Argentina para el mejoramiento de algunos caracteres es-
pecificos que revisten una destacada importancia econémica.




Modelos genéticos autotetraploides

Asumiendo la existencia de una poblaciéon panmictica (aleatoria) en
equilibrio y la segregacién cromosomica al azar, Kempthorne (1957)
desarrolld el primer modelo autotetraploide para la alfalfa, basado en
la presencia de cuatro posibles alelos (i, j, k, 1) por cada locus (A). En
consecuencia, el valor genotipico de un determinado individuo es el re-
sultado de la clase y el numero de alelos individuales presentes y todas
sus posibles interacciones. Por ejemplo, el valor genotipico V(G) del ge-
notipo AAA A se calcula de la siguiente manera:
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En este modelo, los efectos individuales de cada alelo (a) son llama-
dos “efectos aditivos” y se comportan de la misma forma que en los
modelos diploides; las interacciones de primer orden (b) se denominan
efectos digénicos y son analogos a los efectos heterdticos en un locus
del modelo diploide; las interacciones de segundo (c) y tercer (d) orden
se denominan efectos triy tetragénicos, respectivamente, y son propios
de los modelos tetraploides.

Sobre la base del modelo anterior, y de acuerdo con el numero de alelos
presentes en un locus determinado, existen cuatro posibles genotipos
que se definen como mono, di, tri o tetraalélico; o sus equivalentes mo-
nos, di, tri o tetragénico. Si la definicion se hace sobre la frecuencia de
un solo alelo en un determinado locus, existen cinco posibles genotipos:
nuliplex (0), simplex (1), duplex (2), triplex (3) y cuadruplex (4).

Hill (1971) propuso un segundo modelo, basado en la suposicion de
qgue no haya mas de dos alelos por locus, de manera que los efectos
genéticos son el resultado de la frecuencia del alelo principal en cada
genotipo. EI'V (G) del nuliplex es considerado como el efecto basal. La
principal restriccion reside en que la sumatoria de ambos alelos py g
esiguala 1 (p + g = 1). Sobre la base de los valores genotipicos, los
efectos génicos en este modelo se denominan aditivos (valor del alelo
principal en un determinado genotipo) o di, tri y cuadrigénicos, segun
la interaccion entre dos, tres o cuatro copias del alelo principal de un
determinado genotipo.




La formulacion de modelos genéticos es fundamental para estimar los
componentes de las varianzas y covarianzas genéticas y sus interac-
ciones con el ambiente. Esto constituye la base para estimar valores de
heredabilidad (proporcién de la varianza fenotipica que puede ser atribui-
da a efectos genéticos) de distintos caracteres, predecir respuestas a la
seleccion, anticipar cambios de frecuencias génicas, predecir compor-
tamientos de poblaciones con desequilibrios gaméticos y de ligamiento,
e interpretar los efectos detrimentales de la endocria en alfalfa. Para un
tratamiento mas amplio de todos estos temas se recomienda consultar
Rumbaugh et al. (1988) y Ferreira et al. (2011). De acuerdo con Levings
y Dudley (1963), la estimacién de los componentes de la varianza ge-
nética en un autotetraploide puede hacerse utilizando cualquier disefo
de apareamiento que no contemple el uso de la endocria. Una de las
principales diferencias en el andlisis genético entre autotetraploides y
diploides radica en la interpretacion de las covarianzas entre parientes
(Kempthorne, 1955). La evaluacion clonal es particularmente Util para
estimar la magnitud de la varianza ambiental y su interaccion con la
varianza genotipica, o que constituye una herramienta interesante para
realizar estudios genéticos y para mejorar caracteres de baja heredabi-
lidad, con una significativa interaccion genotipo x ambiente (GxA).

Una particularidad de la alfalfa es su extrema sensibilidad a la endocria,
gue se manifiesta con una notable pérdida de vigor aun con bajos niveles
de consanguinidad. Melton (1979) observé significativas reducciones
de rendimiento de forraje y semilla con solo unas pocas generaciones
de autofecundaciones. La endocria puede producirse no solo por la
autofecundacioén del progenitor, sino también por el apareamiento de
individuos autofecundados vy relacionados entre si (Rodriguez, 1986).
Busbice y Wilsie (1966) han atribuido esta rapida depresion por consan-
guinidad a la pérdida de interacciones de segundo y tercer orden dentro
de cada locus. Es importante tener en cuenta que la gameta diploide
—propia de las especies tetraploides— es capaz también de mantenery
transmitir un cierto nivel de endocria a través del polen o los dvulos, lo
que ciertamente puede elevar el nivel de consanguinidad.




Implicancias de la autotetraploidia en el mejoramiento de alfalfa

Ademas de las cuestiones de genética cuantitativa planteadas en el
punto anterior, el fitomejorador debe considerar en su trabajo las im-
plicancias practicas derivadas de la naturaleza autotetraploide de la
alfalfa. A diferencia de lo que sucede en las especies diploides, en un
cruzamiento de alfalfa el rango total de genotipos esperables se logra
luego de al menos dos generaciones en panmixia. En ese contexto, las
combinaciones genotipicas extremas se producen en muy baja fre-
cuencia. En la practica, esto significa que si el objetivo es identificar
genotipos extremos (nuliplex o cuddruplex), se debera permitir la ocu-
rrencia de un minimo de dos generaciones de apareamientos al azar 'y
se debera evaluar un alto nimero de individuos (Busbice et al.,, 1972).

Otra caracteristica de los autotetraploides es que alcanzan el equilibrio
gameético en forma asintética. En condiciones de panmixia —y a diferen-
cia de los diploides— los autotetraploides pierden en cada generacion
de apareamiento solo dos tercios del desequilibrio gamético debido a
que la propia naturaleza de sus gametas impide la libre combinacion de
todos los alelos en una sola generacion. En la practica, se considera que
el equilibrio gamético en la alfalfa se alcanza al cabo de al menos cuatro
generaciones de panmixia (Busbice et al., 1972).

Una tercera implicancia, como ya fuera mencionado, es la alta sensibili-
dad de la alfalfa a la endocria. Si bien existe |a factibilidad de seleccionar
genotipos adaptados a la autofecundacioén (Scotti et al., 1994), la situa-
cion comun es que cuando se tiene éxito en la formacion de vainas,
estas poseen un relativamente bajo nimero de semillas; ademas, esta
simiente es usualmente mas pequefia que lo normal y origina plantulas
de poco vigor. En la mayoria de los casos, es muy dificil avanzar mas
alla de la segunda o tercera generacion de autogamia. De este hecho se
derivan dos consecuencias practicas que condicionan la labor de fito-
mejoramiento de alfalfa: 1) el desarrollo de lineas homocigotas para la
obtencion de hibridos es impracticable; y 2) el desarrollo de variedades
de alta produccioén de forraje y buena persistencia solo se logra intercru-
zando progenitores no endocriados ni relacionados, a fin de no producir
progenies consanguineas que manifiesten posteriormente signos de
depresion por endocria en los caracteres de importancia.




Una cuarta implicancia es que cuando se selecciona por un solo gen
dominante, como normalmente sucede en el mejoramiento de la
resistencia a una plaga o enfermedad, la rapidez de la respuesta a la se-
leccion dependera de la frecuencia inicial del gen en cuestion: a valores
<0,5, la respuesta es generalmente rapida; a valores >0,5, la respuesta
se hace lenta y poco perceptible; y, por un lado, si la frecuencia es = 0,5,
el 93 % de los individuos de una poblacion autotetraploide en equilibrio
expresara el fenotipo dominante (Rodriguez, 1986). Por otro lado, si la
frecuencia del gen dominante es muy baja, o si el caracter para mejorar
esta condicionado por un gen recesivo, se debe prestar particular aten-
cion a la deteccion y seleccion de solo los genotipos deseables, dado
que la inclusidon de genotipos indeseables (“escapes”) puede retrasar
notoriamente el progreso de la seleccion (Busbice et al,, 1972).

Mejoramiento genético

Implementacion de un programa de mejoramiento

Ademas de conocer los conceptos previamente expuestos en la sec-
cion anterior, el mejorador debera analizar cuidadosamente una serie
de cuestiones que impactaran en la eficiencia y en el resultado final de
su trabajo.

En primer lugar, es fundamental definir los objetivos del programa de
mejoramiento, que deben ser claros y razonables en funcion del tiem-
po necesario para lograrlos y de la infraestructura disponible. En caso
de tener que mejorar un conjunto de caracteres, es importante fijar un
orden de prioridad, tratando de mejorar primero aquellos que aparecen
como mas deficitarios y, en etapas posteriores, mejorar las relativamen-
te buenas caracteristicas que pudieren estar ya presentes (Rodriguez,
1983). Complementariamente, y a efectos de conseguir una mayor efi-
ciencia de trabajo, seria de gran utilidad conocer la correlacion genética
y fenotipica de los caracteres en cuestion. Una buena descripcion de los
objetivos mas comunmente presentes en el mejoramiento genético de
la alfalfa podrd encontrarse en Rodriguez (1986).

Cualesquiera sean los caracteres por mejorar, debe existir un adecuado
nivel de variabilidad genética para cada uno de ellos. El supuesto basi-




co para la concrecion de un proceso de seleccion es la existencia de
variabilidad genética que sea heredable. Los métodos de mejoramiento
tradicionales hacen uso de la variabilidad genética que naturalmente
esta presente en la especie para mejorar 0 en sus especies relacio-
nadas. Si la variabilidad del caracter fuera nula o no detectable, o ese
caracter no estuviera naturalmente presente en el cultivo para mejo-
rar, esa variabilidad debera crearse. Esto se puede hacer mediante la
induccion de mutaciones o el uso de técnicas biotecnoldgicas de inge-
nieria genética (GE por sus siglas en inglés), como el aprovechamiento
de la variacion somaclonal, la transgénesis, el silenciamiento génico,
los marcadores moleculares, o la mas reciente edicion génica, entre
otras. El empleo de agentes mutagénicos en alfalfa, muy en boga hace
unas décadas, tiene actualmente un uso mas acotado. Por el contra-
rio, la utilizacion de técnicas GE adquiere cada vez mas importancia.
Asi, por ejemplo, desde 2005 se lanzaron en Estados Unidos variedades
comerciales de alfalfa transgénica resistentes al herbicida glifosato de
amonio, conocidas como alfalfas RR o Roundup Ready® (Monsanto,
2005). En Argentina, se aprobd en 2018 la comercializacion de varie-
dades de alfalfas con dos eventos apilados: RR y menor contenido de
lignina (HarvXtra®) (McCaslin, 2018), tecnologia que ya se viene difun-
diendo en Estados Unidos desde 2017. También se han desarrollado
alfalfas transgénicas experimentales con resistencia a lepidopteros
(alfalfa Bt) o con expresion de taninos condensados en el follaje para
reduccién del timpanismo espumoso (Ardila et al,, 2003). Otra de las
técnicas biotecnoldgicas empleadas es el uso de marcadores mole-
culares para desarrollar procesos de seleccion asistida y de seleccion
genomica (Veronesi et al., 2003). Las tecnologias de secuenciacién de
proxima generacion, como los marcadores denominados Single Nu-
cleotide Polymorphism (SNPs) y el genotipado por secuenciacion, son
estrategias cada vez mas accesibles y simples para la caracterizacion
de la variabilidad genética. La edicion génica precisa y controlada per-
mite modificar la informacion genética de forma relativamente sencilla
y cada vez mas segura (Doudna y Charpentier, 2014).

Entre otras cuestiones puramente técnicas que el fitomejorador debe
definir, se encuentra la eleccién del/los método/s de mejoramiento para
emplear, las unidades de seleccion, el tamafo de la poblacion para con-
ducir, la intensidad de la seleccion y el grado de mejoramiento esperado




(Rumbaugh et al., 1988). Ciertamente que, si se contara con informa-
cion previa sobre la heredabilidad de los caracteres para mejorar, el
peso relativo de los efectos génicos y la magnitud de la interaccion GxA,
la definicion de los temas anteriormente mencionados se veria facilita-
da. Por ejemplo, para caracteres cualitativos y de alta heredabilidad, la
utilizacion de la seleccion masal o de la seleccién fenotipica recurrente
seria suficiente. Para caracteres cuantitativos, usualmente de baja here-
dabilidad y muy influenciados por el ambiente, la realizacion de pruebas
de progenie podria ser aconsejable, ya sea per se o alternada con otros
métodos de mejoramiento. Un comentario similar podria efectuarse
respecto de las unidades de seleccion (plantas individuales, familias, o
combinacion de ambas).

Respecto del material basico de seleccion para utilizar en el programa
de mejoramiento, resulta obvio mencionar que la eleccion de materiales
con alto potencial de rendimiento y adecuada adaptacion constituye un
paso inicial de capital importancia para el desarrollo de variedades me-
joradas. Todos los programas destinados a la obtencion de variedades
comerciales utilizan como base de sus bancos activos germoplasmas
elite, con destacados atributos agronémicos como alto rendimiento de
forraje, buena persistencia, resistencia a plagas y enfermedades y apro-
piado grado de reposo invernal. Complementariamente, las colecciones
de germoplasma exotico se emplean solo como fuente de alelos raros o
poco frecuentes en los materiales de los bancos activos, especialmen-
te cuando se quieren resolver nuevos problemas sanitarios o0 mejorar
caracteres no tradicionales o con poca variabilidad. En ese sentido, el
uso de la coleccion base de germoplasma de alfalfa de los Estados Uni-
dos se ha visto favorecido por la designacion de una “coleccion nucleo”
(core collection), que consistié en la identificacién de unas 200 accesio-
nes destinadas a representar, con un minimo de repetitividad, la mayor
parte de la variabilidad genética presente en una coleccion de mas de
1100 entradas (Basigalup et al., 1995). La evaluacién de la coleccion
nucleo puede orientar la busqueda de alelos favorables en aquellos
caracteres de evaluacion costosa o compleja; de ese modo, si esos ale-
los se detectaran en algunas accesiones, se podra luego intensificar la
evaluacion de las otras accesiones en la coleccion base que sean de
idéntica o similar procedencia.




Otro de los temas fundamentales que el fitomejorador debera precisar
es la infraestructura con la que cuenta para llevar a cabo su trabajo.
La disponibilidad de campo experimental, de herramientas y equipa-
miento, y de recursos humanos y financieros debe ser la adecuada para
la consecucion de los objetivos planteados en el programa de mejo-
ramiento. En otros casos, ademas de lo anterior, puede ser necesario,
por un lado, contar también con laboratorios, camaras de cria (con
condiciones controladas de temperatura, humedad y fotoperiodo) e in-
vernaculos. Teniendo en cuenta que el tiempo promedio que va desde
el inicio de la evaluacion y seleccion del material de crianza hasta el
lanzamiento de un cultivar es al menos de 8 a 10 afios, es importan-
te que la infraestructura esté en condiciones operativas durante todo
el proceso. Por otro lado, también debe tenerse en cuenta que la se-
leccion y sintesis de nuevas variedades se hace generalmente en las
areas de uso de esos materiales, las que suelen presentar condiciones
desfavorables para la produccion de semilla; en consecuencia, es acon-
sejable que el fitomejorador cuente también con lotes de multiplicacion
de sus poblaciones avanzadas y de semilla prebasica (breeder) o basica
(fundacion) en zonas apropiadas, donde las condiciones ambientales
posibiliten altos rendimientos de semilla. De esta manera, podra contar
con la suficiente cantidad de simiente para la implantacion de ensayos
de evaluacion en varias localidades. Obviamente, la multiplicacion de
esos materiales avanzados se hara con el necesario aislamiento y las
adecuadas restricciones en cuanto a los afos de cosecha de los lotes,
a fin de asegurar la identidad genética de las poblaciones, evitando la
deriva génica provocada por la seleccion natural que puede ejercer el
nuevo ambiente.

Meétodos de mejoramiento

Los métodos de mejoramiento constituyen diferentes modos de com-
binar técnicas y unidades de seleccion con el posterior manejo de los
genotipos seleccionados. En esta seccion se ofrecera simplemente una
somera descripcion de aquellos métodos mas comunmente utilizados
en el desarrollo de variedades de alfalfa.

A fin de facilitar su descripcion, los métodos de mejoramiento pueden
clasificarse de acuerdo con distintos criterios. En este capitulo se seqguira




el criterio adoptado por Rumbaugh et al. (1988), que los agrupan segun
sistemas de apareamiento (intra- o interpoblacionales) y unidades de se-
leccion (individuos o familias). En la Tabla 1 se ofrece el listado de los
meétodos que mas frecuentemente se han utilizado en el desarrollo de va-
riedades de alfalfa. Es importante tener en cuenta que esta clasificacion
es conveniente solo a los fines de facilitar la comprension de las particu-
laridades de cada método, pero que de ningun modo supone su mutua
exclusion. En ese contexto, el fitomejorador debera decidir si para ser mas
eficiente en su trabajo combinara o no dos 0 mas métodos diferentes.

& Tabla 1. Clasificacion de los métodos de mejoramiento mas utilizados en alfalfa
segun sistemas de apareamiento (Ay B) y unidades de seleccién (ay b). Adap-
tado de Rumbaugh et al. (1988).

»
A erponia ona » apopia O

1- Formacion de poblaciones a- Seleccion de plantas individuales
2- Variedades Sintéticas/Sintéticos 1- Seleccion Masal/Fenotipica Recurrente
3- Retrocruzamientos 2- Evaluacion Clonal

4- Cruzamientos Complementarios de cultivares | 3- Pruebas de Progenie:

5- Hibridos ) Polinizacion Abierta

1) Autofecundacion (ST)

1) Topcross

IV) Policruza

V) Cruzamientos Dialélicos

b- Seleccién de familias

1- Familias de medio-hermanos

2- Familias de hermanos completos

3- Seleccién dentro de familias

4- Seleccién combinada

Enlaactualidad, lagran mayoria de los programas de mejoramiento des-
tinados a la obtencion de variedades comerciales utilizan la produccion
de variedades sintéticas, el cruzamiento complementario de cultivares
y la seleccion fenotipica recurrente. Seguidamente se ofrecera primero
una breve descripcion de algunos métodos no muy empleados para lue-
go centrar la descripcion de aquellos mas utilizados.




La formacion de poblaciones es en realidad un término general que in-
cluye cualquier forma de construccion y enriquecimiento poblacional
que, usualmente a través de cruzamientos amplios y posterior selec-
cion, busca elevar la frecuencia de alelos favorables para los caracteres
de interés (Tysdal et al., 1942). El retrocruzamiento, dentro de sistemas
de apareamiento interpoblacional, se ha utilizado en alfalfa para co-
rregir alguna deficiencia, generalmente susceptibilidad a una plaga o
enfermedad, en materiales agrondomicamente muy valiosos. Se trata de
un proceso iterativo en el que las plantas selectas se retrocruzan en
cada ciclo de seleccién con individuos del padre recurrente a efectos
de conservar el fenotipo original, pero con el caracter que se quiere me-
jorar ya incorporado. En alfalfa, a fin de disminuir el riesgo de endocria,
se debe tener la precaucion de utilizar en cada ciclo plantas diferentes
del padre recurrente (Stanford y Houston, 1954). Si bien es un método
esencialmente conservador que no se ha utilizado mucho, su empleo se
ha visto favorecido en los Ultimos afios por la necesidad de incorporar a
poblaciones elite los caracteres generados por la biotecnologia.

Como ya se mencionara anteriormente, el desarrollo de lineas endocria-
das de alfalfa para la obtencion de hibridos capaces de capitalizar las
acciones génicas no aditivas es sumamente dificil debido a la marca-
da depresion por endocria que la especie manifiesta. Como alternativa,
Burkart (1947) propuso la clonaciéon de genotipos seleccionados y su
posterior apareamiento para formar “hibridos” simples y dobles; sin
embargo, el costo y el esfuerzo que demanda este procedimiento lo
hicieron comercialmente impracticable. Barnes et al. (1972) concluye-
ron que la autoincompatibilidad en la alfalfa no era un mecanismo lo
suficientemente confiable para el control de la polinizacion en la obten-
cion de hibridos. El uso de androesterilidad citoplasmica, sugerido por
Davies y Greenblatt (1967) y por Bradner y Childers (1968), tampoco
dio los resultados esperados; ademas, la herencia autotetraploide com-
plica el empleo de genes restauradores de la fertilidad. No obstante,
existen en el mercado algunas variedades hibridas que provienen del
cruzamiento de un clon A androestéril por otro clon B fértil (que puede
0 no ser restaurador de la fertilidad); en la etapa siguiente, ese hibrido
AB se cruza por un clon C fértil y la semilla del producto final se cosecha
en bulk (Wiersma, 2001). En sentido estricto, estas variedades son en
realidad semihibridos porque, al cosecharse en bulk, una parte de la se-




milla se origina de cruzamientos entre individuos del clon C. Por ello, la
proporcién de individuos hibridos (AB x C) y no hibridos (C x C) en cada
ciclo de produccion de semilla no es constante sino variable, a punto tal
que en el rétulo de las bolsas de semilla se consigna la existencia de un
porcentaje minimo (cerca del 85 %) de semilla hibrida. Brummer (1999)
propuso el empleo de otro tipo de semihibrido basado en el desarrollo y
el mantenimiento de dos grupos heteroticos que cuando finalmente se
combinan dan como resultado una poblacion en la que la mitad de la
progenie proviene de cruzamientos interpoblacionales y la otra mitad de
cruzamientos intrapoblacionales. En el mismo sentido, Bingham (19833;
1983b) sugirio un esquema de doble cruzamiento [(A x B) x (C x D)] entre
cuatro cultivares no emparentados, calculando que en la tercera gene-
racion de cruzamientos al azar (Syn-3) el 50 % de los individuos deberia
ser el resultado del doble cruzamiento, expresando asi el maximo grado
de heterocigosis.

Una ventaja de la alfalfa es su facilidad para la propagacion vegeta-
tiva (clones) a través del enraizamiento de trozos de tallo (esquejes)
en sustratos inertes como vermiculita, arena, perlita u otros (Figura 1).
Para lograr una mayor eficiencia de clonado, los tallos a utilizar deben
ser jovenes, vigorosos y de crecimiento activo. La evaluacion clonal se
puede usar para la valoracion de caracteres cuantitativos de la biomasa
aérea o también para estimar la magnitud de la varianza ambiental. Por
el contrario, dado que la clonacion altera el normal desarrollo de las
raices, su utilizacion no es aconsejable en la evaluacion de caracteres
radiculares.

A Figura 1. Propagacion vegetativa de alfalfa (clones): a) tallos de alfalfa coloca-
dos en medio inerte y humedad adecuada; b) tallos de alfalfa enraizados trans-
plantados a maceta para su desarrollo.




Las pruebas de progenie tienen por finalidad la identificaciéon de geno-
tipos superiores a través de la evaluacion de su descendencia. Una vez
identificados, los genotipos parentales selectos (no su descendencia)
son intercruzados para producir la siguiente generacion de seleccion.
Todas las pruebas de progenie requieren al menos una generacion
extra por cada ciclo de seleccion y una considerable cantidad de recur-
sos (particularmente los cruzamientos dialélicos y el topcross), por lo
que, en general, se reservan para estudios genéticos (estimacion de la
aptitud combinatoria general o especifica) o para el mejoramiento de
caracteres poligénicos, de baja heredabilidad y muy influenciados por el
ambiente. La diferencia fundamental de la seleccién de familias respec-
to de los métodos de mejoramiento intrapoblacional con evaluacion de
progenie radica en las unidades de seleccion: en este caso las mejores
progenies (no los genotipos parentales) son intercruzados para produ-
cir la siguiente generacion en el proceso de mejoramiento. La seleccion
de familias ya sea de medio hermanos o de hermanos completos es
mas efectiva que la seleccion masal para mejorar caracteres cuanti-
tativos. En el caso de la selecciéon dentro de cada familia, la diferencia
radica en que solo los mejores individuos dentro de cada familia son
seleccionados para intercruzarse y producir la siguiente generacion de
seleccion. La seleccion combinada complementa la seleccion entre fa-
milias con la eleccion de individuos dentro de cada familia selecta.

El concepto de variedades sintéticas fue originalmente sugerido para
maiz y supone, como requisito para la eleccion de los progenitores, el
desarrollo de pruebas de progenie para determinar su aptitud combi-
natoria general. Busbice (1969) definié a una variedad sintética de
alfalfa como “un cultivar producido por el libre apareamiento de varios
progenitores, de manera tal que cada posible cruzamiento tenga igual
probabilidad de ocurrencia”. En alfalfa, Tysdal y Crandal (1948) habian
propuesto el uso de las pruebas de progenie de policruza para la esti-
macion de la aptitud combinatoria de los clones para seleccionar como
progenitores de la nueva variedad. No obstante, los programas actuales
de mejoramiento han eliminado la determinacion de la aptitud combina-
toria, atendiendo a la mayor demanda de tiempo y recursos que implica
su implementacion. En ese contexto, la eleccion de los progenitores
de la nueva variedad se basa solamente en una valoracion fenotipica
de aquellos caracteres considerados agronomicamente importantes,




como rendimiento, persistencia, vigor, resistencia a insectos y enferme-
dades, reposo invernal y la calidad forrajera, entre los mas frecuentes.
En consecuencia, el proceso de formacion de una variedad sintética se
limita a la seleccion de los individuos progenitores (Syn-0) y su posterior
intercruzamiento para la produccion de la semilla de primera genera-
cién de sintesis (Syn-1); seguidamente, la semilla Syn-1 es utilizada para
la produccion de la semilla Syn-2; y asi sucesivamente. Vale decir que
una variedad sintética, o simplemente “sintético” como también suele
denominarse, es un conjunto de infinitos genotipos con un alto grado de
uniformidad fenotipica que se mantiene a lo largo de las generaciones.
De esta manera, se permite la expresion de un buen nivel de heterosis
al tiempo que se conserva una apreciable variabilidad genética. Obvia-
mente, esto ultimo dependera del nimero de progenitores utilizados y
del grado de consanguinidad entre ellos. En este sentido, se suele ha-
cer una distincion arbitraria y no muy precisa entre sintéticos de “base
angosta” (<100 progenitores) y de “base amplia” (>100 progenitores).
Debe tenerse en cuenta que el rendimiento de forraje de una variedad
sintética decrece a medida que avanzan las generaciones de sintesis
—especialmente entre la Syn-1y la Syn-2 (Kehr et al., 1961)—, hasta al-
canzar un equilibrio alrededor de la Syn-4 o Syn-5. Atendiendo a que
estas ultimas constituyen usualmente la semilla comercial que llega al
productor, seria deseable que las redes de evaluacion de variedades
incluyeran al menos una generacion de esa semilla comercial, a fin de
reflejar el verdadero comportamiento de una variedad en las condicio-
nes reales de produccion. La tasa de disminucion del rendimiento de
un sintético depende no solo de la generacion de sintesis, sino también
del numero de padres utilizados, de su grado de consanguinidad y de
la cantidad de autofecundaciones que se produzcan durante el proce-
so de multiplicacion de la semilla (Busbice, 1970). En ese sentido, los
sintéticos de base amplia deberian ser mas estables en generaciones
avanzadas que los de base angosta; sin embargo, Busbice y Gurgis
(1976) concluyeron que el uso de solo 16 progenitores no emparen-
tados ni endocriados deberia ser suficiente para reducir a un minimo
la endocria de una variedad sintética en el punto de equilibrio. Por su
parte, Hill (1971) sugirié que los fitomejoradores deberian enfatizar el
alto potencial de rendimiento de los progenitores mas que sus posibi-
lidades de combinacion, dado que a partir del uso de cuatro individuos




parentales la ganancia adicional aportada por la combinacion de estos
se reduce a un minimo.

Los cruzamientos complementarios de cultivares (strain crosses) tie-
nen por objetivo reunir en una sola poblacion las buenas caracteristicas
de dos 0 mas fuentes de genes de interés, sean estas fuentes cultiva-
res, ecotipos, accesiones de germoplasma o germoplasmas mejorados
(prebreeding). Para ello, se combinan plantas individuales o semillas de
cada fuente de forma tal que se produzca la mayor cantidad de cru-
zamientos posibles entre ellas. Los policruzamientos pueden hacerse
en forma manual o natural (polinizadores); en este ultimo caso, se han
utilizado con éxito las jaulas de polinizacion, la siembra o trasplante
en hileras alternadas bajo condiciones de aislamiento, y el uso de gri-
llas especialmente disefiadas. Las poblaciones resultantes, una vez en
equilibrio, pueden utilizarse directamente como cultivares comerciales
o como fuentes de germoplasma (Elgin et al., 1983). Este método de
mejoramiento tiene las ventajas de su facil implementacion y de per-
mitir la expresion de un grado considerable de heterosis, en particular
cuando las fuentes génicas que se utilizan no estan relacionadas ni
endocriadas (Hill, 1983). Busbice et al. (1972) demostraron que, si se
cruzan dos poblaciones que difieren en un gen dominante en distintos
loci, cada uno con una frecuencia de 0,5, la poblacion resultante tendra al
alcanzar el equilibrio una proporcién de 46,7 % de individuos con ambos
genes dominantes, 43,3 % con solamente uno de ellos y solo el 10 % con
ninguno de los dos. Esto es especialmente importante para el mejora-
miento de niveles de resistencia a plagas y enfermedades, dado que se
trata de caracteres cualitativos comunmente condicionados por genes
dominantes.

La seleccion fenotipica recurrente (SFR) es un refinamiento de la se-
leccion masal, donde los individuos son primero seleccionados por su
fenotipo y luego esos genotipos seleccionados son intercruzados, sea
de manera manual (Figura 2) o con insectos, para producir la siguien-
te generacion de seleccion. Estos pasos se repiten de manera ciclica
0 recurrente tantas veces como sea necesario hasta alcanzar el nivel
de mejoramiento propuesto (Hanson et al,, 1972). A diferencia de la
seleccion masal, la fuente de polen se restringe solo a los individuos
seleccionados.




& Figura 2. Cruzamientos manuales: a) recoleccion de po-
len para la policruza; b) policruzamiento de las selectas.
Foto: Valeria Arolfo.

Através de los ciclos de SFR se busca incrementar progresivamente la fre-
cuencia de los alelos favorables para mejorar los caracteres deseados. El
meétodo esta particularmente indicado para el desarrollo de poblaciones
de alfalfa con resistencia combinada a plagas y enfermedades, dado que
posibilita una gran presion de seleccion y complementa el corto intervalo
generacional de la especie con un esquema ciclico de seleccion (Haag y
HILL, 1974). De esa manera, se pueden evaluar grandes poblaciones de
plantas y seleccionar un numero relativamente alto de progenitores para
producir la siguiente generacion de seleccion, lo que es importante para
el mantenimiento de bajos niveles de endocria. Sobre esto ultimo, se ha
sugerido que en alfalfa deberian policruzarse en cada ciclo no menos de
75 individuos (Hill et al,, 1969). La SFR, al igual que la seleccién masal, es
mas efectiva para el mejoramiento de caracteres cualitativos y de alta he-
redabilidad; no obstante, también ha sido usada con buenos resultados en
especies forrajeras para la mejora del rendimiento y de otros caracteres
cuantitativos (Twamley, 1974). Para su empleo exitoso, es fundamental
mantener una adecuada presion de seleccion (Rodriguez, 1986). Como lo
sefialan Hill y Haag (1974), las complicaciones que pueden aparecer con
la utilizacion de este método se relacionan con una baja frecuencia inicial
de los alelos de interés, una baja heredabilidad del caracter en cuestion y
un elevado valor de la varianza ambiental.

Incorporacion de transgenes

La naturaleza autopoliploide de la alfalfa plantea una problematica muy
especial en lo referente a la incorporacion de transgenes para el desa-




rrollo de variedades GE. La tipica variedad transgénica de una especie
diploide posee un transgen proveniente de un unico evento de trans-
formacion, que esta presente en condicion hemicigota en una Unica
ubicacion en el genoma (ejemplo: A-). La forma de incorporar ese mate-
rial transgénico (T ) en los programas de mejoramiento es retrocruzarlo
con lineas elite y luego autofecundar esas plantas hasta alcanzar la
homocigosis (AA); si esas lineas homocigotas son usadas para la pro-
duccion de hibridos F, o cultivares, la totalidad de las plantas resultantes
de esos cruzamientos tendran el fenotipo transgénico (A- o AA). Por el
contrario, para el caso de la herencia autotetraploide de la alfalfa, Samac
y Temple (2004) sefialaron que la obtencion de un nivel suficientemente
alto de expresion de un caracter transgénico (> 90-95 %) requeriria el
uso de individuos que tuvieran un evento particular en condicion duplex
(AA- -), triplex (AAA-) o cuadriplex (AAAA). En consecuencia, se haria
necesaria la utilizacion de pruebas de progenie que permitieran la iden-
tificacion de individuos que compartan el mismo fenotipo transgénico.
Ademas del mayor trabajo que supone esta situacion, la seleccion y
las pruebas de progenie incrementan el riesgo de generar una signifi-
cativa depresion por endocria o deriva genética. A fin de superar estas
dificultades, ademas de ahorrar recursos y maximizar la expresion de
caracteres transgénicos en autopoliploides, se propusieron el uso de
marcadores moleculares (McCaslim et al,, 2002) y de plantas “multi-
homogénicas”, esto es, individuos con mas de una copia del transgen
en diferentes loci independientes dentro del genoma (Samac y Temple,
2004). Las plantas que poseen al menos una copia de un transgen de-
terminado provenientes de dos eventos independientes se denominan
“dihomogénicas”. Por ejemplo, una planta que tenga un transgen en la
condicion simplex en el locus Ay duplex en el locus B se denomina “di-
homogénica 1,2, vale decir que su genotipo es A--- BB - -. Esas plantas
dihomogénicas son luego utilizadas en un proceso de seleccion genoti-
pica recurrente para introgresar el caracter transgénico de interés en el
material de cria.

El método descripto fue utilizado con éxito en el desarrollo de pobla-
ciones de alfalfa RR (Temple et al,, 2002). En este caso concreto se
utilizaron cuatro lineas experimentales de alfalfa, cada una contenia
una copia simple del transgen RR proveniente de cuatro eventos inde-
pendientes (A, B, Cy D). Para cada una de ellas, se determind la posicion




de la insercion mediante una tecnologia PCR evento-especifica, donde
un primer se fusiona con una secuencia del flanco dentro de la region
5 0 3' del transgen, mientras que el otro primer se fusiona con la re-
gion del flanco correspondiente al genoma de la planta. De esta manera
se pudieron evaluar miles de plantas transgénicas, hasta identificar los
genotipos dihomogénicos adecuados que se utilizaron como parenta-
les en cada generacion de sintesis a traves de un proceso de seleccion
genotipica recurrente. Complementariamente, se desarrollé un mode-
lo computarizado para predecir la pureza y la herencia del transgen
dominante en una estructura autotetraploide con dos eventos indepen-
dientes de transformacion (McCaslin et al,, 2002). El evento de lignina
reducida que se uso para desarrollar variedades comerciales HarvXtra®
se generd a través de la transformacion mediada por Agrobacterium
tumefaciens del clon de alfalfa R2336, utilizando un vector binario que
contiene dos T-ADN (Barros-Rios, 2018).

En Argentina, Josefkowicz et al. (2018) presentaron un proceso alterna-
tivo para la produccion de variedades de alfalfa transgénica que utiliza
un solo evento GE en una configuracion supertransgénica (mini inver-
sion paracéntrica) en condicién heterocigota. El procedimiento se usé
para introgresar el transgen BAR —utilizado en este caso tanto como
marcador seleccionable como gen de interés—, que confiere tolerancia
al glufosinato de amonio, un herbicida de contacto de amplio espectro
de control (Soto, 2018). Previamente, ese grupo de trabajo habia infor-
mado la transformacion mediada por A. tumefaciens del clon de alfalfa
C23 regenerativo (Garcia et al., 2014) y la alta eficiencia del vector binario
pPZP200BAR para la produccién rapida y econémica de grandes bibliote-
cas de eventos transgénicos (Jozefkowicz et al., 2016). El procedimiento
combina una alta expresion de los transgenes con el analisis RTqPCR
para identificar plantas individuales con dos copias del transgen BAR; de
esta forma se maximiza la frecuencia del transgen en el germoplasma
elite luego de varias generaciones de retrocruzamiento. Para mayores
detalles sobre esta técnica, consultar el capitulo 7 de este libro.

Protocolos de seleccion

Los protocolos de seleccion —que son la combinacion de procedimien-
tos de laboratorio, invernaculo, camara de cria y campo— permiten la




evaluacion de los caracteres para mejorar y posibilitan la identificacion
y seleccion de los genotipos que reunan las cualidades buscadas. La
North American Alfalfa Improvement Conference (NAAIC) (https://www.
naaic.org/resource/stdtests.php) publica la serie completa de pruebas
estandarizadas que se han establecido para la caracterizacion de los
niveles de resistencia a las principales plagas y enfermedades de im-
portancia econémica. En ellos se especifican las condiciones de cultivo
de patdgenos o de cria de insectos, las condiciones ambientales de las
pruebas y los testigos (cultivares o lineas experimentales) resistentes y
susceptibles para emplear en cada caso. También se incluyen las espe-
cificaciones para la evaluacién de varios caracteres agronomicos, tales
como grado de reposo invernal, tolerancia al pastoreo, resistencia al
frio, calidad forrajera y hojas multifolioladas, entre otras. Para la imple-
mentacion de un programa de mejoramiento, se pueden tomar esas
indicaciones como referencia, seleccionando e intercruzando los geno-
tipos resistentes. Tal es el caso de los protocolos para resistencia a
antracnosis (C. trifolii Bain & Essary) (Figura 3), a fitdéftora (Phytophthora
megasperma) (Figura 4), a pulgén azul (Acyrtosiphon kondoi Shinji) y a
pulgén moteado (Terioaphis maculata Monnell) (Figura 5).

En la bibliografia existen también muchos otros protocolos de selec-
cion para el mejoramiento de otros caracteres de importancia. Por
ejemplo, Goplen et al. (1993) describieron la técnica in situ de la bolsa
de nylon modificada para la identificacion de las plantas con menor ve-
locidad inicial de desaparicion ruminal en la busqueda de tolerancia al
timpanismo espumoso (empaste). Lamb et al. (2000) publicaron méto-
dos para la caracterizacion morfolégica de raices en alfalfa, sugiriendo
estandarizar no solo la edad de la planta y las practicas culturales, sino
también las condiciones ambientales para evaluar el diametro de la raiz
pivotante, el numero de raices laterales o secundarias y la masa de rai-
ces fibrosas. Dall'Agnol et al. (1996) compararon diferentes técnicas de
evaluaciony seleccion para el desarrollo de germoplasmas de alfalfa to-
lerantes a suelos acidos y con niveles toxicos de aluminio. Smith (1998),
entre otros autores, ha sugerido un método para la identificaciéon de
plantas de alfalfa tolerantes a la salinidad.




A Figura 3. Protocolo de selec-
cion por resistencia a antrac-
nosis (C. trifolii) en ambiente
controlado: (a) cultivo del hon-
go patégeno en agar papa y
recuento de esporas; (b) plan-
tulas listas para ser infectadas
con suspension de esporas;
(c) cdmara humeda (24-72 h)
para favorecer la infeccion y
d) identificacion de genotipos
resistentes (R). Adaptado de
NAAIC.

& Figura 4. Protocolo de seleccion por resistencia a fitoftora (P. megasperma) en
condiciones de campo: (a) poblaciones para evaluar con testigos resistentes y
susceptibles y condiciones propicias para el patégeno (alta humedad y suelo in-
fectado); (b) extraccion de plantas para su evaluacion; (c) lavado de plantas para
evaluacion de sintomas y d) seleccion por sintomatologia. Adaptado de NAAIC.




A Figura 5. Protocolo de selec-
cion por resistencia a pulgo-
nes (A. kondoi y T. maculata)
en ambiente controlado: (a)
cria de pulgones en tallos de
alfalfa; (b) plantulas listas para
la infestacion; (c) genotipos
infestados y d) identificacion
de genotipos resistentes (R) y
susceptibles (S). Adaptado de
NAAIC.

Seleccion por mas de un caracter

Es posible que un programa de seleccion tenga como objetivo mejorar
un solo caracter excluyente, pero por lo comun —y especialmente cuan-
do se quieren desarrollar cultivares comerciales— se debe seleccionar
por dos 0 mas caracteres de importancia. Para ello se han disefiado
las llamadas “técnicas de seleccién para caracteres multiples”, que en
el caso de la alfalfa se dividen basicamente en tres: a) niveles indepen-
dientes de seleccion; b) seleccion en tandem; y ¢) seleccion por indices
(Rumbaugh et al.,, 1988). Cada una de ellas se complementa con los
meétodos de mejoramiento descriptos con anterioridad, especialmente
con la seleccién fenotipica recurrente.

En los niveles independientes de seleccion se establecen niveles para
alcanzar para cada caracter incluido en el programa y se retienen, en el
mismo ciclo de mejoramiento, todas las unidades de seleccion (plan-
tas individuales o familias) que satisfagan esos niveles prefijados. Por
ejemplo, si se quisieran mejorar los caracteres A, By C, se puede comen-
zar seleccionando las plantas que alcancen el nivel establecido para A,
seguidamente, de esas plantas, se eligen las que satisfagan el nivel para
el caracter B; y finalmente, de esas selectas, se retienen las que alcan-
cen el nivel establecido para el caracter C. Las plantas selectas por los
tres caracteres son finalmente intercruzadas para producir la siguiente
generacion de mejoramiento o ciclo de seleccion. A fin de reducir las
posibilidades de consanguinidad, es fundamental partir con un numero
inicial elevado de plantas, especialmente si la frecuencia de alelos fa-
vorables es de moderada a baja. Una variante de este procedimiento,




empleada para el desarrollo de resistencia multiple a insectos y enfer-
medades, se denomina eliminacion sucesiva y consiste basicamente
en exponer a la siguiente plaga/enfermedad los individuos sobrevivien-
tes de la plaga/enfermedad anterior, y asi sucesivamente.

Para la seleccion en tandem se realizan tantos ciclos o generaciones
de seleccion como sean necesarios hasta alcanzar el nivel preestable-
cido para el caracter A. Con los individuos de la poblacion experimental
mejorada para ese primer cardcter (A), se comienza a mejorar —de la
misma forma— el caracter B. Seguidamente, con esa nueva poblacion
mejorada para los caracteres Ay B, se comienza a seleccionar por el ca-
racter C. Y asi sucesivamente hasta desarrollar una poblacion mejorada
para todos los caracteres de interés.

En la seleccion por indices se definen los caracteres para mejorar y se
establece una escala para cada uno de ellos. Seguidamente, se cal-
cula un indice final para cada unidad de seleccion, ponderado por la
importancia genética y econémica de cada caracter. En ese contexto,
solo las unidades de seleccion que alcancen ese indice ponderado son
retenidas e intercruzadas para producir la semilla de la siguiente ge-
neracion de seleccion. Este procedimiento es mas efectivo cuando se
trabaja con caracteres de alta heredabilidad y que, a su vez, tienen una
moderada a alta correlacion genética entre si (Rodriguez, 1986). Harris
(1964) sugirio el uso de poblaciones grandes (=1000 individuos) para
minimizar los errores en la estimacion de las ganancias esperadas con
el empleo de indices de seleccion.

De acuerdo con Hazel y Lush (1942), la seleccién por indices es mas
eficiente que la seleccion por niveles independientes, y esta, a su vez, es
mas eficiente que la seleccion en tandem. Por un lado, la superioridad
de la seleccion por indices se incrementa cuanto mayor es el nime-
ro de caracteres para mejorar, pero disminuye cuando los caracteres
difieren en importancia o cuando se debe incrementar la intensidad
de seleccion. Por otro lado, si los caracteres para mejorar tienen igual
importancia y los valores de sus varianzas y heredabilidades son simi-
lares, la seleccion por niveles independientes es mas efectiva que la
seleccion en tandem (Rumbaugh et al., 1988); sin embargo, esta ultima
es menos demandante en recursos e infraestructura. Obviamente, el
fitomejorador debera definir su curso de accion basado no solo en las




cuestiones estrictamente técnicas, sino también en sus condiciones
reales de trabajo (recursos, infraestructura, etc.) y en las particularida-
des de los caracteres para mejorar (momento de expresion del caracter,
requerimientos ambientales, etc.).

Mejoramiento de alfalfa en Argentina

La alfalfa fue introducida en Argentina desde Chile y Peru por los con-
quistadores espafioles en el siglo XVII, cultivandose primero en las
provincias de Cuyo y luego en Cdérdoba, para finalmente llegar a la
zona del Plata en el siglo XVIII (Itria, 1986). Hacia fines del siglo XIX y
principios del siglo XX, con la apertura de la llanura pampeana a la ex-
plotacion agropecuaria, se produjo una difusion explosiva que alcanzo
su punto maximo (8.500.000 ha) en 1921-22. La especie originalmente
introducida fue Medicago sativa, aunque desde el Peru se introdujeron
poblaciones de morfologia y comportamiento algo diferentes, identifi-
cadas taxonomicamente como M. sativa var. Polia y conocida en aquel
entonces como “alfalfa peruana” (Burkart, 1952). Posteriores introduc-
ciones realizadas en la region Pampeana y en algunas zonas de regadio
de la Patagonia norte, caracterizadas por la presencia de flores variega-
das, se emparentaban con poblaciones de M. varia. La gran expansion
del cultivo durante las primeras décadas del siglo XX se produjo con
grandes importaciones de semillas de diversos origenes, principalmente
de Italia, Francia, Alemania, Turquestan, Rusia y Siria (Rodriguez, 1986).

De acuerdo con ltria (1986), los diversos origenes y las modalidades
de uso en cada region del pais fueron delineando la formacion de di-
ferentes ecotipos (landraces) a lo largo del tiempo. Asi, en la region
Pampeana mas austral, donde la utilizacion predominante fue bajo pas-
toreo continuo, se desarrollaron poblaciones de corona ancha, tallos
foliosos, porte semierecto y reposo invernal mas marcado (GRI 4-5). Es-
tos ecotipos se denominaron, de acuerdo con su zona de origen, como
“pampeano’, “de Villarino”, etc. Mas al norte, se desarrollaron ecotipos
de menor reposo (GRI 6-7), con mayor rapidez de rebrote y coronas
intermedias, que se denominaron colectivamente “alfalfa cordobesa”.
En el NOA, las alfalfas “peruanas’, cultivadas en condiciones de regadio

y utilizadas basicamente bajo corte, desarrollaron ecotipos sin reposo




invernal (GRI 8), de coronas mas pequefias, tallos huecos, porte erecto
y rapido rebrote. Esas poblaciones se conocieron segun su zona de ori-
geny uso como “Saladina”, “Inverniza®, “Vallista”, etc.

Hasta principios de los afnos 1950, los trabajos relacionados con el
mejoramiento de la alfalfa se focalizaron en estudios de biologia flo-
ral (Burkart y Ragonese, 1933; Burkart, 1937a.) y propuesta de algunos
métodos de mejoramiento (Burkart, 1947). Por un lado, también se lle-
varon a cabo trabajos de seleccion de alfalfas resistentes al nematodo
del tallo (Anguilulina dipsaci, syn. Ditylenchus dipsaci) (Burkart, 1937b;
Tomé, 1947) y la obtencién por parte de la Facultad de Agronomia y
Veterinaria de la Universidad de Buenos Aires de dos variedades tole-
rantes: Nemasint y San Martin FAV (Kugler et al., 1963). Por otro lado,
en el Instituto de Fitotecnia de Castelar, Covas y Fernédndez (1947) y
Covas et al. (1949) usaron infecciones artificiales para identificar ge-
notipos resistentes al nematodo del tallo y realizaron estudios sobre
técnicas de emasculacion, porcentaje de fecundacion cruzada y clo-
nacion por estacas, entre otras cosas. A mediados de los afios 1950,
desde el Ministerio de Agricultura y Ganaderia se desarrollo el cultivar
Fortin Pergamino MAG (Kugler et al., 1963). Después de la creacion del
INTA (afio 1956) se obtuvieron las variedades Bordenave INTA, Polihi-
brido Manfredi, Salagrim INTA, Hibrida INTA, Anguil INTA 'y Varsat INTA
(Kugler et al.,, 1963). Sin embargo, todos estos cultivares tuvieron nula o
muy poca difusion comercial y no trascendieron al gran cultivo.

Durante los afios 1960 la alfalfa comenzé a experimentar una serie de
problemas que afectaron notoriamente su produccion y persistencia. La
situacion hizo crisis en 1969 con la irrupcién del pulgdn verde (Acyrtho-
siphon pisum Harris), que causé enormes pérdidas y una significativa
retraccion en el drea de siembra (Itria, 1969). Ante esto, el INTA cred en
1970 el Programa Alfalfa, orientado a generar investigaciones sobre el
cultivo en una manera mas organica y aplicada a la resolucion de los
numerosos problemas. El programa se organizod en cinco equipos de
trabajo (Mejoramiento Genético y Evaluacion de Variedades, Manejo del
Cultivo, Entomologia, Fitopatologia y Produccién de Semillas) y conto
con la asistencia técnica y financiera de la FAO a través del Proyecto
Alfalfa FAO/INTA Arg 75/006. Los resultados de estos trabajos se pu-
blicaron en el libro “Investigacion, Tecnologia y Produccion de Alfalfa”




(INTA, 1986). Como resultado de la labor de mejoramiento del progra-
ma, se obtuvieron los cultivares Painé INTA, Fortinera INTA, Salinera
INTA y Cordobesa INTA (Rodriguez, 1986). No obstante, como en los
casos anteriores, ninguno de estos materiales alcanzd mayor difusion
comercial.

Desde 1987, y como consecuencia de una politica de apertura institu-
cional, el mejoramiento de alfalfa del INTA se viene llevando a cabo a
través de convenios de vinculacion tecnoldgica (CVT) con empresas
del sector privado. En ese marco, el INTA es el responsable del desa-
rrollo de cultivares —que se inscriben en el INASE como propiedad del
INTA- y la empresa contraparte toma a su cargo la multiplicacion y
comercializacion de las variedades que se inscriban en caracter de li-
cenciatario exclusivo. A cambio de este licenciamiento, la contraparte
financia los trabajos de seleccion, evaluacion y obtencién de cultivares,
y abona al INTA un porcentaje de sus ventas en concepto de regalias.
Las actividades se coordinan desde la EEA INTA Manfredi e incluyen
la participacion de otras unidades del INTA, que llevan a cabo tareas
de evaluacién de poblaciones experimentales (Rafaela, Gral. Villegas y
Santiago del Estero) y de produccién de semilla prebasica (breeder) o
basica (fundacién) de las poblaciones experimentales (H. Ascasubi).

La primera etapa de vinculacion (1987-1997) se hizo con las empresas
SanCor y Produsem y dio como resultado la inscripcion de los cultiva-
res: Monarca SP INTA, Victoria SP INTA, Gloria SP INTA, Rocio SP INTA,
Esmeralda SP INTA, Costera SP INTA, Perla SP INTA 'y Barbara SP INTA.
De ellas, las dos primeras alcanzaron una gran difusion comercial, a
punto tal que en la actualidad —ya como variedades publicas— siguen
teniendo una importante participacion en el mercado. La segunda etapa
(1998-2008) se hizo con la empresa Produsem y arrojé como resultado
la inscripcion de los cultivares ProINTA Lujan, ProINTA Patricia, ProlN-
TA Carmina (menor potencial timpanizante), ProINTA Mora y ProINTA
Super Monarca. Estas variedades alcanzaron una importante participa-
cion en el mercado, especialmente las dos primeras. La tercera etapa
(2009-2019) se llevo a cabo con la empresa Palo Verde SRL y dio como
resultado la inscripcion de tres cultivares: Pulmari PV INTA, Traful PV
INTAy Limay PV INTA. La cuarta etapa, que seinici¢ a fines de 2019y que
durara hasta 2029, también con Palo Verde SRL como socio estratégico,




dio como resultado hasta el presente la inscripcion de otros dos nuevos
cultivares: Kumén PV INTA (tolerante a salinidad) y Amaya PV INTA (alta
expresion multifoliolada). En la siguiente seccion de este capitulo se hara
una descripcion mas detallada de estas dos ultimas variedades.

Ademas de la labor del INTA, por un lado, tanto el sector privado —a
través de varias empresas— como otros actores del sector publico —ba-
sicamente universidades— tienen también programas de desarrollo de
variedades de alfalfa. Por otro lado, hay varias empresas semilleras que
comercializan cultivares de alfalfa desarrollados por empresas interna-
cionales, algunas de las cuales también tienen programas de seleccion
en el pais. En el RNC del INASE hay registradas mas de 430 variedades
de alfalfa, de las cuales cerca de 120 se pueden encontrar actualmente
en el mercado. De ahi la importancia de orientar a los productores en su
eleccion por medio de los datos de produccion y persistencia proporcio-
nados por la Red de Evaluacion de Cultivares de Alfalfa conducida por
el INTA. Para mas detalles sobre esto ultimo, se recomienda consultar
el capitulo 8 de este libro.

Mejoramiento de caracteres especificos

La gran mayoria de las variedades del INTA mencionadas en la seccion
anterior se han desarrollado teniendo en cuenta los objetivos tradicio-
nales comunes a los programas de mejoramiento de alfalfa: produccion
de forraje, persistencia y resistencia combinada a plagas y enfermeda-
des. Pero también el programa del INTA contempla el desarrollo de
cultivares mejorados para otros caracteres especificos, como la tole-
rancia a estreses abioticos, el mejoramiento de la calidad forrajera y el
uso de técnicas moleculares como herramientas de seleccion. Seguida-
mente, se hara una breve mencion de aspectos conceptuales y tareas
realizadas desde el INTA para el mejoramiento de algunos de estos
caracteres de importancia economica y ambiental. Complementaria-
mente, se incluyen consideraciones sobre la seleccion por tolerancia a
la acidez edafica, caracter que es abordado actualmente por el progra-
ma del INTA.

1- Tolerancia a la salinidad. La salinidad es uno de los estreses abio-
ticos mas importantes que afectan el crecimiento y la productividad de
las plantas a nivel mundial (Munns y Tester, 2008). La salinidad de los




suelos afecta la captacion de agua por parte de las plantas; ademas,
la presencia de niveles excesivos de algunos cationes puede resultar
toxica, alterando varios procesos metabolicos. En muchos casos, los
problemas de salinidad tienen ocurrencia estacional, principalmente du-
rante el verano. Las altas temperaturas aceleran los procesos de subida
capilar del agua edafica y su pérdida por evapotranspiracion, lo que au-
menta la concentracion de sales en superficie. En épocas de lluvias o
de menores temperaturas, al subir la napa freatica, la concentracion de
sales tiende a diluirse. En areas deprimidas, donde la napa freatica esta
cercana a la superficie, el estrés salino esta usualmente asociado al de
anegamiento (Humphries y Auricht, 2007). Todo este contexto plantea
desafios adicionales a los cultivos perennes como la alfalfa que deben
enfrentar estas cambiantes situaciones a lo largo de su vida.

Historicamente, la alfalfa ha sido clasificada como moderadamente
sensible a la salinidad, con una disminucion del rendimiento a partir de
los 2dS m™ CEex (conductividad eléctrica del extracto en pasta de suelo
saturado). No obstante, trabajos mas recientes sefialan que la espe-
cie posee una tolerancia bastante mayor que la inicialmente asumida.
En este sentido, Benes et al. (2018) evaluaron una amplia coleccion de
variedades de alfalfa en condiciones de invernaculo y observaron al-
tos niveles de tolerancia a salinidades de agua de riego >5 dS m™ CEa
(conductividad eléctrica en agua), con una variacion significativa entre
variedades. Sefialaron también que en un estudio de tres anos en con-
diciones de campo irrigado con agua que contenia 5-7 dS m™ CEex, las
plantas exhibieron producciones normales de forraje y excelente persis-
tencia. En otro ensayo de campo regado con agua salina de 8-10 dSm’?
CEex, lo que determind conductividades en el suelo del orden de 10-16
dS m™ CEex, el promedio de pérdida en el rendimiento de 21 variedades
fue solode 9 a 13 %.

La salinidad afecta a las plantas de dos maneras importantes: a tra-
vés del estrés osmotico y del estrés ionico (Flowers et al.,, 2015). Para
hacer frente al estrés por salinidad es necesario que las plantas desa-
rrollen tanto respuestas fisiolégicas y bioquimicas como estrategias
ecoldgicas para evitar o tolerar el estrés. Algunas estrategias comunes
incluyen la captacion de iones por las raices, la exclusion de iones de
las raices, la acumulacion de iones en las vacuolas de las células de la




raiz o del follaje, la regulacion del transporte de iones de la raiz al follaje,
el aumento de la tolerancia a altas concentraciones de iones toxicos
y la acumulacion de solutos compatibles (Gupta y Huang, 2014). Para
abordar este problema complejo es importante vincular las respuestas
bioguimicas y fisioldgicas con los mecanismos genéticos subyacentes.
La identificacion de los mecanismos genéticos que regulan la tolerancia
es la clave para desarrollar materiales genéticos tolerantes a la sal.

De acuerdo con Smith (1994), se pueden identificar en alfalfa tres esta-
dos de crecimiento bajo condiciones de salinidad: a) germinacion, que
incluye la imbibicion, el alargamiento de la radicula y la emergencia de
los cotiledones; b) desarrollo de la plantula, que lleva unos 20-40 dias
y que abarca desde la elongacion del hipocotilo y la expansion de los
cotiledones hasta el inicio del desarrollo de tallos secundarios; y c) cre-
cimiento de la planta madura, que se inicia en el desarrollo de los tallos
secundarios y llega hasta la cosecha y los posteriores rebrotes. Existen
numerosos trabajos que investigaron la germinacion de la alfalfa bajo
condiciones de salinidad. La conclusiéon general es que tanto el por-
centaje como la tasa de germinacion de las semillas de alfalfa se ven
disminuidos a una concentracion salina = 150 mM NaCl, y que ninguna
O Muy poca germinacion se observa a un nivel de estrés osmaotico-sali-
no entre 300 y 500. McKimmie y Dobrenz (1987) observaron que cerca
del 75 % de las plantulas emergidas sobrevivian durante 2 semanas
cuando eran irrigadas por inundacion con agua que contenia 243 mM
NaCl, y que solamente el 13 % sobrevivié a una concentracion salina de
289 mM NaCl.

Los sintomas causados por la salinidad son esencialmente iguales en
plantulas y en plantas maduras: i) a bajos niveles de estrés (<100 mM
NaCl) solo se reduce el rendimiento de la fitomasa aérea (menos tallos
y mas cortos); ii) a niveles intermedios de estrés la reduccion del creci-
miento es acompafada por una decoloracion de los foliolos en plantas
jovenes, lo que esta asociado a una mayor suculencia de hojas y tallos
(Smith, 1994), una coloracién verde oscura o verde-azulada de las hojas
mMas viejas y un incremento en la relacion hoja/tallo (Hoffman et al.,, 1975);
y iii) a altos niveles de estrés se produce necrosis marginal o clorosis de
las hojas, a lo que sigue la caida de las hojas mas viejas (Smith, 1994).




McKimmie y Dobrenz (1991) detectaron variabilidad fenotipica referida
a sobrevivencia y crecimiento de plantas de alfalfa sometidas a estrés
salino; el grupo de individuos tolerantes exhibid una menor concen-
tracion de Na y Cl en el follaje y una tendencia a acumular Na en las
raices. En general, la tolerancia a la salinidad parece estar relaciona-
da con menores concentraciones idnicas (Na*, Cl) en hojas (Rogers,
1998), mayores potenciales hidricos y crecimientos mas vigorosos, lo
que puede ser Util para diluir las acumulaciones iénicas (McKimmie y
Dobrenz, 1991). La exclusion de las sales puede ocurrir primariamente
a nivel radicular, o que aseguraria menores concentraciones salinas en
los tejidos internos en relacion con el suelo (Noble et al,, 1984).

Tradicionalmente, por un lado, los programas de mejoramiento genético
para desarrollar alfalfas tolerantes a la salinidad se han focalizado en las
etapas de la germinacién, emergencia y plantula (McKimmie Dobrenz,
1987). Sin embargo, a partir de Johnson et al. (1991), se reconocio la
importancia de incorporar la seleccion en planta adulta como forma de
mejorar también la produccion forrajera. Por otro lado, el protocolo de
seleccion para inducir el estrés salino debe representar lo mas fielmen-
te posible el ambiente para el que se selecciona el material. El cultivo
en soluciones salinas (AL-Khatib et al., 1993) o las técnicas de bafios de
agua, donde la sal es suspendida alrededor de las raices, parecieran ser
mas apropiados que la lixiviacion de sales a través del suelo utilizando
riego con soluciones salinas (Smith, 1994). Complementariamente, por
un lado, se han propuesto indices de evaluacion que incluyen porcen-
taje de germinacion, peso seco de fitomasa aérea (plantula y estadios
posteriores), necrosis foliar y nimero de tallos (Noble, 1983). Noble et
al. (1984) desarrollaron poblaciones de alfalfa tolerantes a salinidad
con base en el porcentaje de dafo en las hojas. Dos generaciones de
seleccion fenotipica recurrente fueron suficientes para incrementar sig-
nificativamente la tolerancia sin sacrificar rendimiento bajo condiciones
no salinas. La heredabilidad estimada del caracter fue razonablemente
buena (h? = 0,41). Otros autores también han lanzado diversos mate-
riales tolerantes, que han exhibido un grado variable de germinacion
y sobrevivencia en condiciones controladas (invernaculo). Entre ellos,
pueden citarse los germoplasmas AZ-90ONDC-ST (Johnson et al., 1991),
AZ-97MEC y AZ-97MEC-ST (AL-Doss y Smith, 1998) y el cv. Salado
(Downes, 2000). En Argentina, se desarrollaron los cultivares Salinera




INTA (Ochoa, 1980), Trinidad 87 (Ochoa y Anzardi, 1996) y Salina PV
(www.paloverde.com.ar).

Por otro lado, se han propuesto técnicas de seleccion basadas en la es-
timacion del funcionamiento normal de la planta a nivel celular, lo que
permitiria una temprana deteccion de la tolerancia, no solo a salinidad
sino también a otros factores estresantes. En ese sentido, Shabala et al.
(1998) sugirieron la medicion de la fluorescencia clorofilica y el empleo
de la técnica bioeléctrica. Esta ultima, a través del grado de respuesta
a pulsos eléctricos de baja intensidad, estima la reaccion de la planta a
nivel de la membrana celular ante el impacto de una determinada situa-
cion de estrés. Ambas técnicas son rapidas y no destructivas, lo que las
hace muy apropiadas para ser implementadas en un programa de mejo-
ramiento. La técnica bioeléctrica puede ser una buena alternativa frente
a la estimacion de la tolerancia a salinidad a través de la medicion del
rendimiento forrajero en planta adulta, que demanda tiempo y espacio.

Como lo indicoé tempranamente Winicov (1998), existen también po-
sibilidades concretas de desarrollar nuevos materiales a través de la
ingenieria genética. En la uUltima década, se han logrado algunos avan-
ces en la comprension de las reacciones fisiolégicas relacionadas con
la tolerancia a la sal. Sin embargo, la caracterizacion de las respuestas
moleculares y bioquimicas en plantas aun esta en sus primeros pasos,
ya que la mayoria de estas respuestas se determinan en sistemas de
plantas modelo (Postnikova et al., 2013). Se espera que los mecanis-
mos moleculares que regulan la tolerancia a la salinidad en especies
moderadamente tolerantes como la alfalfa, se diferencien en algunos
aspectos. Por lo tanto, la caracterizacion de los mecanismos de regu-
lacion de los genes de alfalfa implicados en la tolerancia a la salinidad
sera crucial para la seleccion de cultivares tolerantes.

Los genes involucrados en la tolerancia indican un gran numero de pro-
teinas que actuan en la exclusion de iones, la compartimentacion de
iones, la desintoxicacion de los efectos de los iones acumulados y la
regulacion de la expresion de genes en plantas expuestas a la salinidad.
Algunos genes de alfalfa han proporcionado una mayor tolerancia en
Arabidopsis contra la salinidad. Por ejemplo, la transformacion del gen
de alfalfa que condiciona el factor de respuesta al etileno (MsSERF11)
condujo aunamayor tolerancia a la sal en Arabidopsis (Chenetal.,2012).




Anteriormente, Winicov et al. (1999) habian demostrado que la sobreex-
presion del factor de transcripcion AlfinT estimulo la expresion del gen
MsPRP2 y aumento la tolerancia a la sal en la alfalfa. Mas recientemen-
te, se han explorado los genes involucrados en la sintesis de polioles,
azucares, prolina y betainas que controlan la homeostasis y desempe-
flan un papel importante en el mantenimiento de la osmorregulacion
durante el estrés salino (Ferreira et al,, 2015). La accion conjunta del
antioxidante glutation y del aminoacido prolina se ha propuesto como
mecanismo que permite a las plantas la tolerancia al estrés conjunto de
los metaloides y la salinidad (Anjum et al., 2014).

No obstante, los programas de mejoramiento tradicionales para toleran-
ciaasalinidad han tenido hasta el presente un éxito limitado. La seleccion
de plantas individuales vigorosas y que excluyan los iones de Na y Cl
puede mejorar el potencial para la obtencion de poblaciones de alfalfa
con mayor tolerancia que sus parentales. Estudios recientes muestran
gue existe una variacion considerable en la tolerancia a la salinidad en
alfalfa (Cornacchione y Suarez, 2015; Cornacchione y Suarez, 2017). Sin
embargo, el vinculo entre la variacion de la tolerancia a la salinidad y los
mecanismos genéticos que conducen a esa variacion aun se descono-
cen. Una combinacion de enfoques fisiologicos, bioquimicos y genéticos
puede ayudar a seleccionar genotipos mas tolerantes y productivos.

En 2019, y como fruto de un trabajo conjunto entre las unidades de
Manfredi y Santiago del Estero, el INTA inscribi¢ el cultivar sin repo-
so invernal (GRI 9) Kumén PV INTA (designacion experimental: SISA
14), que tolera condiciones de moderada a alta salinidad. Este cultivar
fue desarrollado luego de tres ciclos de seleccion fenotipica recurren-
te en las condiciones naturales de alta salinidad edafica del paraje Isla
Verde, Santiago del Estero, Argentina (28° 38 41.9” S, 64° 05 03.8” O;
taxonomia del suelo: tipico Natracualf). En el proceso de seleccion se
retuvieron aquellos genotipos capaces de emerger, crecer y producir
forraje y semillas en suelos con una concentracion salina de 10,6 y
32,8 dS m™ CEex (0-5 cm) y con un pH promedio de 7,74. En el primer
ciclo se seleccionaron 250 plantulas después de la emergencia que
fueron trasplantadas temporalmente a pequefias macetas individua-
les y finalmente a un sector de suelo con una CEex (0-30 cm) de 4,1 a
20,8 dS m™. Las mejores 70 plantas —seleccionadas por vigor, sanidad




y produccion de biomasa— se intercruzaron con polinizadores nativos
(Xylocopa spp.), generando asi la semilla del primer ciclo de seleccion.
Para el segundo vy tercer ciclo de seleccion se siguio el mismo proce-
dimiento descripto anteriormente, en sectores de suelo con valores de
CEex (0-30 cm) de 14 a 32,2 dS m™. Parte de la semilla del tercer ciclo
de seleccion se empled para estudios de largo plazo en condiciones
controladas de temperatura, luz y diferentes concentraciones y tipo de
sales en el USDA Salinity Laboratory, Riverside EUA. El sistema de riego
y el drenaje cerrado utilizados permitieron mantener constantes los ni-
veles de estrés, lo que permitio realizar una evaluacion comparativa de
varias poblaciones de alfalfa. Entre estas, la SISA 14 combind alta tole-
rancia (en términos relativos respecto del control) y mayor produccion
de biomasa (gr pl™"), explicada en parte por una menor concentracion de
Na* en su biomasa aérea (Cornacchione y Suarez, 2015).

Si bien es importante disponer de variedades de alfalfa tolerantes, no
debe perderse de vista que el comportamiento de las plantas en sue-
los salinos esta también condicionado por las caracteristicas de suelo.
Como lo sefialaron Suarez et al. (2006), la textura del suelo, la estruc-
tura, la relacion CE/RAS, el pH y otros atributos quimicos del suelo, asi
como las propiedades de infiltracion, el volumen de agua aplicado y
la fraccion de lixiviacion inciden grandemente en el comportamiento
final de las plantas. De ese modo, la gestion cuidadosa del agua du-
rante el establecimiento, la prevencion de la formacion de costras y las
practicas agronomicas para promover la infiltracion del agua y evitar
el estancamiento son particularmente importantes para la produccion
exitosa de alfalfa en condiciones salinas y salino-sodicas.

2- Tolerancia a la sequia. Frente al contexto de cambio climatico
actual, que provoca la alteracion de factores ambientales, las plantas
ven fuertemente afectado su potencial productivo, sobre todo en zo-
nas aridas y semiaridas donde el suministro de agua a través del riego
sera cada vez mas complicado. Las variaciones en temperatura 'y en la
cantidad y la distribucion de las lluvias, como asi también la necesidad
de generar produccion agropecuaria en ambientes restrictivos, consti-
tuyen un nuevo desafio en la obtencion de materiales con adaptacion a
ambientes especificos. En este sentido, entre los caracteres de mayor
interés esta la obtencion de cultivares con tolerancia al estrés hidrico.




El déficit hidrico acarrea importantes consecuencias para la fisiologia
y la morfologia de las plantas, provocando a corto y mediano plazo un
descenso del potencial hidrico, del contenido relativo de agua y de la
conductividad estomatica (Medrano et al., 2007). Esto resulta en im-
pactos negativos sobre el crecimiento y la produccion de las plantas,
ademas de cambios anatomicos por modificaciones en el tamafo de
las células, senescencia de hojas y hasta la muerte en muchas especies
(Morales et al., 2013).

La intensidad y la duracion del estrés hidrico influyen en los efectos que
causay en la capacidad de las plantas para resistirlo (Erice et al., 2010).
A'lo largo de la evolucion, las especies vegetales han desarrollado dife-
rentes mecanismos morfoldgicos y fisioldgicos para tolerar periodos de
sequia (Blum, 1996). La reduccion de la altura y biomasa de plantas, del
tamanfo de raices, del area foliar y del peso foliar especifico son los prin-
cipales efectos morfoldgicos ante el déficit hidrico que impactan sobre
el crecimiento y la produccién de biomasa (Khurana y Singh, 2004; San-
gwan et al.,, 2006; Aranjuelo et al., 2007). Asimismo, la eficiencia de uso
de agua en la productividad (EUAp) también es alterada por cambios en
la biomasa total y en la evapotranspiracién (Turner, 1986).

En cuanto a los mecanismos fisioldgicos implicados en la adaptacion
estratégica a la sequia se distinguen principalmente la disminucion de
pérdida de agua a través del cierre estomatico (Jaleel et al., 2009) y la
reduccion del intercambio gaseoso limitando la fotosintesis (Erice et al.,
2010). Esto genera una reduccion del drea foliar expuesta a la radiacion
solar, lo que conlleva a una reduccion de la captura de luz y, por consi-
guiente, de la produccion de biomasa y de la calidad forrajera.

Gran parte de la superficie de alfalfa sembrada en Argentina se cen-
tra en zonas donde las condiciones de temperatura y de radiacion son
favorables para el crecimiento de la pastura; no obstante, en algunos pe-
riodos se presenta un marcado déficit hidrico que afecta la produccion.
Por ello, es necesario desarrollar cultivares que presenten una mayor
eficiencia del uso del agua, con alto potencial productivo y persisten-
cia. La seleccion de genotipos para la obtencion de estas poblaciones
debe abordarse en un contexto multidisciplinario, donde se integren la
fisiologia vegetal, la ecofisiologia, la genética y la biologia molecular.
De esta manera se podran desarrollar metodologias de evaluacion mas




eficientes y precisas, basando la seleccién de individuos en funcion de
varios caracteres en forma simultanea. Dentro de este panorama, se-
ria deseable la incorporacion del analisis de imagenes como un nuevo
abordaje de fenotipado masivo. El uso de la teledeteccion, que provee
imagenes aéreas de un amplio rango de condiciones ambientales a es-
calalocaly regional, aparece como muy promisorio (Gebremedhin et al.,
2019.). El uso de aeronaves no tripuladas (drones) complementado con
mediciones fenotipicas in situ que permiten determinar relaciones entre
parametros fotograficos y mecanismos fisiologicos de los materiales
para evaluar ha sido propuesto para el mejoramiento de Lolium perenne
L. (Jayasinghe et al., 2019; Wang et al.,, 2019). La gran ventaja de estas
nuevas tecnologias es que permiten el fenotipado de un alto numero
de individuos en condiciones reales de campo, evitando la distorsion
que pueden tener algunas determinaciones realizadas en invernaculo
0 en camaras de cria. En un sentido similar, en el INTA Manfredi se ha
iniciado un programa de evaluacion de variables relacionadas con la
tolerancia a sequia en condiciones de campo mediante la utilizacion de
shelters, que son estructuras moviles que permiten generar situaciones
de estrés hidrico inducido. El objetivo es medir variables ecofisioldgicas
tales como biomasa en rendimiento de forraje y sus componentes, in-
dice de area foliar, conductancia estomatica, entre otras, las que seran
correlacionadas con imagenes de temperatura del canopeo; caracteres
que posibilitaran la identificacion de genotipos con mayor tolerancia a
deficiencias hidricas de variada intensidad.

3- Mayor calidad forrajera por alta expresion del cardcter mul-
tifoliolado. Ademas del rendimiento y la persistencia, la calidad del
forraje también es muy importante en la produccion de alfalfa. Entre
las especies forrajeras, las leguminosas (Fabaceae) en general, y la al-
falfa en particular, son las fuentes mas altas y econdmicas de proteina
para la produccion animal. La calidad de la alfalfa no solo depende del
medioambiente, sino también del cultivar y de la proporcion de hojas
(Lacefield, 2004). Las hojas de alfalfa son mas digestibles y de mayor
valor nutricional que los tallos. Entre 70y 75 % de la proteina total de la
planta esta en las hojas.

Las hojas de la alfalfa son normalmente trifoliadas, aunque existe na-
turalmente una proporcion de hojas multifolioladas o MF (=4 foliolos).




Por lo tanto, el valor nutritivo de la alfalfa se puede mejorar a través del
aumento de la relacion hoja/tallo (RHT) seleccionando por alta frecuen-
cia de plantas con hojas MF en la poblacion, conforme fuera propuesto
por Volenec y Cherney (1990). Bauder (1938) fue el primero en estudiar
el caracter MF para el que propuso un modo disémico de herencia con
dos genes independientes que muestran epistasis. El efecto epistatico,
que es no alélico y por tanto opuesto a la relacién de dominancia, puede
ser debido a la presencia de factores recesivos homocigoticos en un
par de genes o a un alelo dominante que se contrapone a la expresion
de otro gen dominante. Bingham (1964) estudio el patrén de herencia
del caracter MF en alfalfa diploide analizando las proporciones de se-
gregacionendos S, una F,, once F, y tres familias de retrocruzamiento,
y concluyo que el caracter estaba condicionado por tres genes indepen-
dientes: uno recesivo (mf) en condicién homocigota en un locus, que se
requiere para el desarrollo de hojas MF; y otros dos aditivos, y en otros
loci, que influyen en el grado de expresion. A nivel tetraploide, Bingham
(1964) postuld que dos o mas loci estan envueltos en el control genéti-
co de este caracter. Bingham y Murphy (1965) estudiaron el efecto de
la seleccion de la frecuencia de las hojas MF en alfalfas tetraploides
luego de tres ciclos de SFR. Observaron que la frecuencia de las plantas
MF (con 60 a 100 % de hojas MF) aumentd de 19 % en el ciclo Il hasta
68 % en el ciclo Ill. Concluyeron que la seleccion recurrente fue eficaz
en el aumento de la frecuencia de las plantas MF y que la expresion del
caracter era estable y altamente heredable. Brick et al. (1976) estudia-
ron la transmitancia del caracter MF en alfalfas sin reposo invernal y
concluyeron que el rasgo era facilmente transmisible, aunque parecia
estar bajo un complejo control genético. Azizi (1980), a través de un
examen preliminar de los resultados obtenidos en un esquema de cru-
zamientos dialélicos, sugirié que el caracter MF en alfalfa tetraploide
esta controlado por mas de dos genes principales y que el grado de
expresion depende del numero de alelos dominantes. Respecto de esto
ultimo y asumiendo la herencia tetrasomica en alfalfa postuld que tres
genes principales son los que condicionan el grado de expresion. Estos
tres genes que se denominaron LA, LBy LM actuan con independencia
y con la misma contribucion a la expresion del caracter. No se encon-
tré evidencia de efecto epistatico. El nimero promedio de foliolos por
hoja (FH) se incrementé a medida que el nimero de alelos dominantes




aumento. El efecto de dominancia fue solo parcial y la dominancia com-
pleta estuvo ausente. Basado en esto, se planteo la hipotesis de que
las plantas con rangos promedio de 3,1; 32 a 3,4;35a 4,0y >4,1 FH
contenian 4, 5, 6 y 7 alelos dominantes por genotipo, respectivamente.
Analizando segregaciones en familias F, se sugiri¢ finalmente que en
alfalfa tetraploide el caracter MF es controlado por al menos tres ge-
nes tetrasomicos (LA, LB y LM) con herencia cromosoémica al azar y
que la presencia de cuatro o mas alelos dominantes produciria hojas
MF. Se estimo para el caracter una heredabilidad en sentido amplio de
alrededor de 0,86, lo que induce a asumir que los factores ambientales
tienen poca influencia en su expresion. Sobre la base de esta estructu-
ra genética, la seleccion fenotipica recurrente deberia ser idénea para
aumentar significativamente la frecuencia de plantas de MF en una po-
blacion de alfalfa.

Derivado de lo anterior, y con el objetivo de mejorar la calidad forraje-
ra, el INTA Manfredi llevo a cabo un programa de seleccion fenotipica
recurrente para incrementar la expresion multifoliolada en un material
extremadamente sin reposo invernal (GRI 10). Partiendo de una pobla-
cién inicial de 349 plantas (mayoritariamente trifoliadas) provenientes
de tres cultivares GRI 10, evaluadas en condiciones de campo, se selec-
cionaron 83 genotipos por vigor, comportamiento sanitario y rapidez de
rebrote. Estas selectas se trasplantaron a una jaula de polinizacion y se
entrecruzaron con abejas meliferas (A. mellifera) para producir semillas
de la poblacion inicial de mejoramiento (C-0). Esa semilla C-0 fue sem-
brada en condiciones de invernaculo para iniciar la seleccion fenotipica
recurrente por alta expresion multifoliolada. La evaluacion del caracter
MF se realizé en dos etapas del desarrollo de la planta: a) en estado ve-
getativo temprano, eligiendo plantas con al menos una hoja MF; y b) en
floracion temprana, sobre las selectas del paso anterior, eligiendo aque-
llas que alcanzaban un valor MF 4 (6-7 hojas MF tallo™) y 5 (=8 hojas MF
tallo™) de acuerdo con Sheaffer et al. (1995). En cada ciclo de seleccién
se evaluaron 1.000 plantas. Después de cuatro ciclos, la expresion MF
aumentdé de 6,7 % en C-0 (poblacién inicial) a 77,7 % en la poblacion C-4
(cuarto ciclo). El efecto de la alta expresion MF sobre los componentes
de rendimiento y de calidad a lo largo de los ciclos de seleccién (C-1
a C-4) se evalud en condiciones de campo utilizando tanto ensayos a
plantas individuales como ensayos a stand denso. Las variables evalua-




das fueron rendimiento de forraje (cortes al 10 % de floracion), nimero
de tallos, altura de las plantas, numero de nudos por tallo, numero de
hojas por tallo, nimero de foliolos por hoja, expresién multifoliolada (%
MF) y relacion hoja/tallo (RHT). La calidad del forraje se evaluo a través
de la estimacion del contenido de proteina bruta (PB), fibra detergente
neutro (FDN) y digestibilidad real de la materia seca in vitro a las 48
horas. Los ciclos mas avanzados de seleccion (C-3 y C-4) exhibieron
menor (P<0,05) altura de planta y menor (P<0,05) produccion de mate-
ria seca que C-0 en condiciones de planta individual pero no en stand
denso (Odorizzi et al., 2015). Por el contrario, C-3 y C-4 tuvieron mayores
(P<0,05) valores de MF, RHT y PB que C-0 en ambas condiciones (plan-
ta individual y stand denso). Segun la escala propuesta por Sheaffer et
al. (1995) para la tipificacion de la expresién MF, las poblaciones C-1,
C-2 y C-3/C-4 se clasificaron como de “expresion baja’, de “expresion
moderada”y de “expresion alta”, respectivamente. En 2019, la poblacion
C-4 fue inscripta como cultivar Amaya PV INTA en el Registro Nacional
de Propiedad de Cultivares (RNPC) y en el Registro Nacional de Cultiva-
res (RNC) del Instituto Nacional de Semillas (INASE).

Un aspecto interesante en el desarrollo de cultivares de alfalfa es eva-
luar la posible pérdida de variabilidad por el estrechamiento de la base
genética durante el proceso de seleccion, que podria causar problemas
de pérdida de vigor por endocria en las etapas posteriores de multipli-
cacion y uso de la variedad sintética. En el caso concreto de Amaya PV
INTA, y con la utilizacion de marcadores moleculares, se realizd una
comparacion de la variabilidad genética entre los ciclos C-0y C-4 a tra-
vés del empleo de 25 marcadores microsatélites o Simple Sequence
Repeats (SSR). El estudio arrojé un alto nimero de alelos por locus en
ambas poblaciones, con un promedio de 6,28. Para determinar la varia-
bilidad en cada ciclo se utilizd la estimacion de la diversidad genética
de Nei (1987), que arrojo valores de 0,723 en C-0y 0,726 en C-4, lo que
indica que la variabilidad en C-4 fue tan grande como la de C-0. La dife-
renciacion entre poblaciones se estimo a través del indice de Nei (1973),
gue con un valor de 0,013 determind que solo el 1,3 % de la diversidad
genética total se encontrd entre poblaciones y que el 98,7 % se hallo
dentro de poblaciones (Odorizzi et al., 2015). Estos resultados indicaron
gue el proceso de seleccion fue no solo eficiente, sino que ademas no
causo ninguna pérdida de variabilidad ni aumento de la endocria. Todo




esto estaria relacionado, tal como se mencionara en la discusion de
los modelos autotetraploides y los métodos de mejoramiento, al alto
numero de plantas utilizadas en cada ciclo de seleccion.

4- Tolerancia al empaste. El empaste, timpanismo o meteorismo es-
pumoso es una disfuncion digestiva de los rumiantes que se origina
cuando los gases liberados por la fermentacion microbiana de los ali-
mentos en el rumen quedan atrapados en minusculas burbujas y no
pueden ser eliminados por eructacion. Este problema se asocia con el
consumo de especies forrajeras de alta digestibilidad y alto contenido
de proteinas solubles, como la alfalfa y los tréboles blancos (Trifolium
repens) y rojo (T. pratense) (Howarth, 1988). El timpanismo es proba-
blemente la causa mas importante de pérdidas en la produccion bovina
y su control constituye una de las mayores preocupaciones de los pro-
ductores pecuarios. En el capitulo 14 se describe una serie de medidas
de variada efectividad para tratar de controlar o atenuar el problema,
a lo que puede agregarse la revisién hecha por Cangiano (Cangiano,
1997). Sin embargo, una solucién econémica y definitiva para el pro-
ductor ganadero seria el desarrollo de variedades de alfalfa con menor
propension timpanizante, manteniendo un nivel adecuado de calidad
y comportamiento agronémico. En este marco, y comparando espe-
cies de leguminosas timpanizantes y no-timpanizantes, Howarth et al.
(1978) concluyeron que el desarrollo de esas variedades menos tim-
panizantes puede llevarse a cabo a través de: 1) la incorporacién al
genoma de alfalfa, por medio de la ingenieria genética, de los genes de
otras especies de leguminosas forrajeras responsables de la sintesis
de taninos condensados; o 2) la seleccién de plantas con menor tasa
inicial de desaparicion ruminal (Goplen et al., 1983).

Por un lado, los taninos condensados (TC), como los presentes en Lo-
tus corniculatus, son agentes antiespumogenos muy efectivos por su
capacidad para formar complejos con las proteinas, impidiendo asi la
formacion de espuma estable en el rumen. Por otro lado, y a diferencia
de los taninos hidrolizables, no son detrimentales de la calidad forraje-
ra. Una completa revision sobre el efecto de los TC en la fermentacion
ruminal y el empaste de bovinos puede consultarse en McMahon et
al. (2000). Atendiendo a que la alfalfa posee TC en los tegumentos de
la semilla, pero no en el follaje, se han propuesto técnicas de ingenie-




ria genética que promuevan la expresion de aquellos genes que, por
cuestiones regulatorias, no alcanzan a hacerlo en hojas y tallos. En Ar-
gentina, el IGEAF INTA Castelar llevo a cabo un proyecto para alterar la
expresion de la enzima chalcona sintetasa, involucrada en la sintesis
metabdlica de los taninos (Ardila et al., 2003). Sobre la base de los re-
sultados obtenidos, se concluyd que la induccion de TC en la alfalfa
aparece como una via de mejoramiento promisoria que verdaderamen-
te controlaria el problema del empaste. Sin embargo, los esfuerzos a la
fecha tanto en Argentina como en otros paises no han superado la fase
experimental.

La segunda via, es decir, la seleccion de genotipos de alfalfa por me-
nor tasa inicial de desaparicion ruminal (TIDR) se basa en las teorias
conocidas como de ruptura de la pared celular y de velocidad inicial de
digestion (Howarth et al., 1982). Durante la década de 1970 se iniciaron
en Canada varios trabajos multidisciplinarios tendientes a identificar la
etiologia del empaste o meteorismo. Se observé que algunas legumi-
nosas, como el Astragalus cicer, eran no-meteorizantes porque poseian
una tasa de desaparicion 25-30 % mas lenta que las leguminosas me-
teorizantes (Howarth et al., 1982), derivado de patrones diferentes en
la disposicion de las nervaduras de hojas y células del mesodfilo con
paredes celulares mas gruesas, lo que retardaba la accion de la mi-
croflora ruminal e impedia una liberacion explosiva de los contenidos
celulares al rumen. De esta manera, se mantenia relativamente baja la
concentracién de agentes espumogenos (proteinas solubles, restos de
cloroplastos, etc.), haciendo que la produccién de gas por la fermenta-
cion microbiana se mantuviera por debajo de los umbrales criticos para
causar meteorismo (Howarth et al., 1982). Basado en esto, Agriculture
Canada, en Saskatoon, inicio en 1983 un programa de mejoramiento
genético de alfalfa con la finalidad de identificar genotipos con menor
TIDR a través de la técnica in situ de la bolsa de nylon modificada (Go-
plen et al, 1983), que posibilitaba la identificacion de esos individuos
después de 4 h de permanencia en el rumen de animales fistulados. La
poblacion original de plantas se compuso de un pool de germoplasma
integrado por cultivares de reposo invernal largo y muy resistentes al
frio (GRI 2-3). Aunque el objetivo del programa fue disminuir la desapa-
ricion inicial en valores cercanos al 25 %, después de cuatro ciclos de
seleccion se logré una disminucion promedio de solo el 15 % (Coulman




et al., 1996). Sin embargo, cuando la poblaciéon experimental (LIRD-4)
se compard en ensayos de pastoreo con la variedad ‘Beaver’ (testigo),
se observo que esa disminucion fue suficiente para reducir significati-
vamente el numero de animales empastados, con un valor promedio
de 62 % y un rango de 40 a 88 % de disminucion (Berg et al., 2000;
Coulman et al., 1996; Coulman et al., 2000). Las plantas de la poblacion
experimental LIRD-4 poseian paredes celulares mas gruesas (Goplen et
al, 1993) y mayor contenido de fibra (Coulman et al., 1998) que las alfal-
fas testigo sin seleccionar. En 1997 la poblacion LIRD-4 fue lanzada al
mercado como el cv. AC Grazeland Br (Coulman et al., 2000), la primera
variedad canadiense tolerante al empaste.

Basado en la metodologia anterior, el INTA Manfredi inicié en 1991 un
programa de mejoramiento con el objetivo de desarrollar un cultivar de
alfalfa sin reposo invernal con menor TIDR. Se partio de una poblacion
de 2000 plantas compuesta por individuos de las variedades Monarca
SP INTA, 5929, Mecca y Sequel (500 plantas de cada una). El criterio de
seleccion fue la menor velocidad inicial de desaparicion ruminal, medi-
da in situ a las 4 h de permanencia en el rumen de novillos fistulados
(Figura 6).

El método de mejoramiento combind la seleccion fenotipica y genoti-
pica (prueba de progenie por policruza) en un proceso recurrente que
incluyd la utilizacion de jaulas de policruzamiento con abejas meliferas.
En cada ciclo de seleccion se evaluaron entre 1200y 1850 plantas indivi-
duales, con tres repeticiones ciclo™ y en dos épocas del afio (primavera
y verano) (Basigalup et al., 1996). Después de tres ciclos de seleccion
recurrente, se desarroll6 la poblacion experimental BDI-C-3 que compa-
rada con la poblacion original exhibié 22 % de disminucion en la TIDR
(Basigalup et al., 2003; Basigalup et al., 1998). En 2001, esa poblacién
fue inscripta como cultivar ProINTA Carmina en el Registro Nacional de
Propiedad de Cultivares (Res. 125/01 de la SAGPyA). Comparada con
la variedad testigo Barbara SP INTA, ProINTA Carmina presentd mayor
contenido de fibra (FDA y FDN) pero similar contenido de proteina bruta
y relacién hoja/tallo (Basigalup et al.,, 2007). Completando su caracte-
rizacion agrondmica, cabe sefalar que presentd un buen potencial de
produccion de forraje, aunque algo inferior al de las mejores variedades
del mercado (Spada, 2005).




A Figura 6. Protocolo de seleccion por menor TIDR a través de la técnica in situ
de la bolsa de nylon modificada: (a) plantas de alfalfa listas para ser evaluadas;
(b) materiales utilizados en el proceso; (c) bolsas de nylon permeables atadas a
pesas y d) animal fistulado. Adaptado de Goplen et al. (1993).

Para evaluar a ProINTA Carmina en condiciones de pastoreo, se implan-
taron en el otofio de 2003 ensayos en las unidades del INTA de Marcos
Juarez, General Villegas, Manfredi y Rafaela. También se realizaron en-
sayos a gran escala en campos de productores (Basigalup et al., 2007).
El objetivo fue evaluar la menor capacidad timpanizante de ProINTA
Carmina a través de un disefio de parcelas apareadas, utilizando como
testigo al cv. Barbara SP INTA. El grado de timpanizacion en cada
parcela se determind sobre los desafios periddicos y empleando una
escala de estimacion visual de 0 (= sin timpanizacién) a 5 (= tratamien-
to o muerte del animal) adaptada de Lippke et al. (1972). La informacion
conjunta de todos esos ensayos indica que ProINTA Carmina dismi-
nuyo significativamente el nimero de animales timpanizados y que,
dentro del grupo de timpanizados, disminuyo la intensidad del problema
hacia una mayor proporcién de grados leves y moderados (Bernaldez
et al,, 2005); en los casos graves (grados 4 y 5 de la escala) no se ob-
servaron diferencias con el testigo. Estos resultados permiten concluir




gue ProINTA Carmina, si bien no elimina el timpanismo, constituye una
herramienta interesante para su atenuacion, disminuyendo significativa-
mente sus riesgos. De esa forma —complementada con otras técnicas
de control- podria disminuir los costos de produccion, reducir las pérdi-
das de animales y facilitar el manejo de los rodeos, particularmente en
categorias menos sensibles como vacas de cria en planteos intensivos.
En los ultimos afios se continud con el trabajo de seleccion partiendo
de ProINTA Carmina, pero seleccionando plantas con menor TIRD a tra-
vés de tecnologia Near-infrared reflectance spectroscopy (NIR o NIRS).
La tecnologia NIRS se basa en la region espectral del infrarrojo cercano
gue se extiende desde el extremo de las longitudes mas altas del visible
(alrededor de 780 nm) hasta los 3000 nm (13.000 cm™ hasta 3300 cm™).
A través de esta implementacion, y luego de dos ciclos de seleccion, se
logré una nueva poblacion que fue probada en desafios a campo con
ovinos durante dos temporadas (2019-2020 y 2021-2022). Actualmente
esta nueva potencial timpanizante se encuentra en proceso de inscrip-
cion con el nombre de Maltén Pv INTA.

5- Tolerancia a la acidez y aluminio (Al). Aproximadamente el 30 % de
los suelos y mas del 50 % de las tierras cultivables del mundo son aci-
das (Von Uexkdill y Mutert, 1995). El complejo suelo-acido, que consiste
en la fitotoxicidad del exceso de iones como el aluminio (Al**) y protones
(H"), es uno de los factores principales que limitan la productividad del
cultivo (Delhaize y Ryan, 1995; Ishitani et al., 2004). La existencia de
suelos acidos se puede deber fundamentalmente a dos causas: 1) la
propia naturaleza acida de los materiales que dieron origen al suelo,
asociado a su bajo contenido en cationes basicos como Ca**, K*, Na*y
Mg*; y 2) el lavado o lixiviacién de esos cationes basicos, por erosion o
uso excesivo, que reducen la capacidad buffer de ese suelo. La fertiliza-
cion amoniacal y la nitrificacion que desencadena aceleran el proceso
de acidificacion. A medida que el pH decrece el Al se solubiliza hasta
alcanzar valores fitotoxicos en la solucion del suelo; paralelamente, ele-
mentos como P, N, Ca, Mg y K se tornan menos disponibles para las
plantas. Ademas, en el caso especifico de la alfalfa, la acidificacion del
suelo resiente la fijacion simbiotica del N,, dado que los rizobios son
sensibles a la acidez. A un pH bajo, el Al se solubiliza a partir de silica-
tos de Al no toxicos y forma los iones Al fitotdxicos (Hoekenga et al.,
2003). La accion fitotoxica del Al se centra principalmente en el dpice




de la raiz inhibiendo la divisién y la elongacion celular, lo que a su vez re-
siente el desarrollo radical y paraliza la formacion de raices secundarias
afectando la captacion de agua y de nutrientes. Las concentraciones
micromolares de Al** pueden inhibir el crecimiento de la raiz y dafiar
el sistema radicular a los pocos minutos de la exposicion, por lo tan-
to, el Al también reduce significativamente los rendimientos al limitar
el consumo de agua y nutrientes (Kochian, 1995; Kochian et al., 2004).
El Al también altera una serie de procesos fisiolégicos y bioguimicos,
interfiriendo en el funcionamiento celular y en la sintesis metabdlica de
numerosos compuestos (Samac y Tesfaye, 2003). Los rendimientos en
biomasa de alfalfa'y la capacidad de persistencia se ven comprometidos
debido a la inhibicion del crecimiento de la raiz en suelos con pH bajo.

La falta de cultivares de alfalfa Al-tolerantes puede atribuirse a multi-
ples factores, incluida la ausencia de protocolos sdlidos para evaluar
y seleccionar la respuesta de la planta a este elemento. Taylor (1991)
propuso dividir las estrategias para la busqueda de tolerancia al Al de
las plantas en dos grandes grupos: a) mecanismos que excluyen el Al
del dpice radical; y b) mecanismos que permiten a la planta tolerar el
Al dentro de las células. Las estrategias del primer grupo se basan en
el hecho de que los individuos tolerantes de algunas especies exudan
acidos organicos —como citratos, oxalatos, malatos y succinatos— que
quelan el Al'y lo excluyen del apice radical (Lopez-Bucio et al., 2000; Ma,
2000; Ma et al., 2001). Se han descripto también otros mecanismos de
exclusion del Al, como la mutante alr-104 de Arabidopsis que aumenta
el influjo de H+ hacia el apice radical, lo que aumenta el pH de la zona
rizosférica y hace precipitar el Al en la solucién del suelo, tornandolo no
disponible para las raices (Degenhardt et al., 1998). En otros casos, se
ha sugerido que el mucilago del capuchon radical contribuye a formar
una barrera que impide al dpice tomar contacto con el Al (Henderson
y Ownby, 1997; Li et al.,, 2000). Dentro de las estrategias del segundo
grupo, si bien no han sido tan estudiadas como las del primero, se han
descripto casos en los que el Al es secuestrado por ligantes organicos
(catequinas, acidos fendlicos, etc.), formando complejos que se acu-
mulan en células especializadas de la epidermis de las hojas (Jensen et
al, 2002) o en las vacuolas de células de la raiz (Vasquez et al., 1999).

Los métodos descritos para evaluar la tolerancia al Al en la alfalfa in-
cluyen ensayos con suelo acido (Dall'Agnol et al., 1996), ensayos en




solucioén liquida (hidroponica) (Pan et al., 2008; Scott et al., 2008) y
ensayos de cultivo in vitro de tejidos (callos) (Parrot y Bouton, 1990).
La quelacion de Al por los acidos organicos puede ser un importante
mecanismo de tolerancia al Al en la alfalfa (Barone et al., 2008), pero
los quelantes organicos difieren libremente en la solucion de crecimien-
to, lo que limita la capacidad del cultivo en solucion hidroponica para
identificar genotipos con tolerancia al Al. Ademas, la mayoria de los sis-
temas hidropoénicos son dificiles de mantener y no son adecuados para
el fenotipado de alto rendimiento.

Devine et al. (1976) propusieron utilizar macetas con suelo acido y con-
centraciones toxicas de Al para comparar el crecimiento de plantas de
alfalfa a fin de identificar los genotipos tolerantes. Este procedimiento
es simple y permite evaluar las plantas en un estado juvenil cuando el
desarrollo de la raiz es importante para el establecimiento del cultivo;
sin embargo, suelos acidos con pH similares pueden variar significativa-
mente sus valores de saturacion de Al. Una variante del método anterior
es el cultivo de plantas directamente en suelos acidos, bajo condiciones
reales de campo; no obstante, su uso esta limitado a solo aquellos luga-
res en donde la disponibilidad de tales suelos es abundante. Para obviar
este problema, por un lado, Villagracia et al. (2001) propusieron cultivar
las plantas en arena y regarlas con soluciones que proporcionen, ade-
mas de todos los nutrientes necesarios, los valores requeridos de pH
acido y concentraciones toxicas de Al. Por otro lado, Voigt y Godwin
(1997) sefialaron que para las especies de semillas pequefias —como
tréboles y alfalfa— el momento critico es el establecimiento del cultivo.
En consecuencia, para evaluar la germinacion y el inmediato desarrollo
de las plantulas en condiciones de acidez/Al sugirieron un método que
utiliza una fina capa de suelo acido sobre una capa de agar por lo que
aquellas plantulas que alcanzan el agar en menor tiempo son conside-
radas tolerantes. La técnica fue empleada para medir con efectividad
la tolerancia a la acidez de varias especies de leguminosas forrajeras
(Voigt y Mosjidis, 2002).

El cultivo de plantas en soluciones liquidas (hidroponia) con el objeti-
vo de discriminar genotipos tolerantes al Al también ha sido propuesto
para varias especies y para alfalfa (Baligar et al., 2002). Por un lado, en
general, las plantas son mantenidas primeramente en una solucion de




bajo pH y luego son colocadas en otra solucion con valores téxicos de
Al; después de algun tiempo en esas nuevas condiciones, se mide el
crecimiento de las raices y se lo relaciona con el desarrollo radical del
tratamiento testigo (sin Al), comparando el cociente AI®/AIO. El método
es bastante rapido y permite comparar un alto numero de genotipos en
poco tiempo y espacio fisico, pero tiene el inconveniente de que, al com-
pararse la relacion tratamiento/testigo, aquellas plantas que crezcan
mas lentamente que otras pueden catalogarse como mas tolerantes
de lo que realmente son. Por otro lado, es dificil identificar la concen-
tracion ideal de Al en el medio, al igual que mantenerla a lo largo del
periodo de evaluacion o seleccion; ademas, los exudados de las raices
alteran constantemente el pH del medio y el Al puede formar complejos
con varios nutrientes, limitando su disponibilidad. Como alternativa a
la medicion del crecimiento radical en soluciones liquidas, Giaveno y
Miranda (2000) propusieron la utilizacion de colorantes para identificar
plantas con tolerancia al Al. Brevemente, el método consiste en tratar
las plantulas para evaluar con una solucion acida de Al y una vez eli-
minado el exceso de Al con agua tefiir las raices con una solucion de
hematoxilina (0,2 %) + NalO, 0 KI (0,02 %); las plantas tolerantes son las
gue presentan ninguna o muy escasa coloracion. Entre las ventajas del
meétodo se destacan su alta sensibilidad para detectar concentraciones
de Al aun antes de que el crecimiento radical se vea inhibido, su bajo
costo y su naturaleza no destructiva, que lo hace apto para un progra-
ma de mejoramiento. Presenta dos inconvenientes importantes: mide
la tolerancia en términos mas cualitativos que cuantitativos; y no tiene
en cuenta que no todos los genotipos pueden excluir el Al con la misma
rapidez, o que puede hacer que se eliminen plantas potencialmente to-
lerantes bajo otras condiciones. Resumiendo, puede decirse que todos
los métodos que emplean evaluacion en soluciones liquidas (con o sin
colorantes) son efectivos para identificar tolerancia al Al; sin embargo,
solo en unos pocos casos se ha visto una aceptable correlacion entre la
tolerancia observada bajo condiciones experimentales y la obtenida en
suelos acidos (Samac y Tesfaye, 2003).

Por un lado, el empleo de métodos de cultivo in vitro ofrece un potencial
interesante no solo para identificar genotipos tolerantes a la acidez/Al,
sino también para investigar la respuesta celular al problema. Una ven-
taja adicional es la posibilidad de generar variantes somaclonales que




contribuyan a aumentar la variabilidad genética para el caracter (Foy et
al,, 1993; Miller et al., 1992). Al igual que con el uso de soluciones liqui-
das, uno de los principales inconvenientes del cultivo in vitro es generar
medios de cultivo con la adecuada concentracion fitotoxica de Al que
sea capaz de mantenerse a lo largo del periodo de evaluacion. Por otro
lado, la utilizacion de la seleccion in vitro en programas de mejoramien-
to supone que la tolerancia al Al identificada a nivel celular se exprese
también a nivel de planta entera. En alfalfa, Parrot y Bouton (1991) ob-
servaron que la tolerancia al Al se expresaba tanto a nivel de cultivo de
células como de planta entera, y que los callos producidos a partir de
genotipos tolerantes al Al exhibian mayores ganancias de peso que los
callos producidos a partir de genotipos sin seleccionar. Kamp-Glass et
al. (1993) propusieron para alfalfa el uso de un medio de cultivo con
concentraciones toxicas de Al para inducir la formacion de callos vy el
desarrollo de embriones y plantas mas tolerantes.

Para el desarrollo de germoplasmas de alfalfa tolerantes a suelos aci-
dos y con niveles toxicos de Al, Dall’Agnol et al. (1996) compararon las
siguientes técnicas de evaluacion: a) seleccién en macetas tubulares
con suelo &cido; b) seleccion en macetas tubulares con suelo acido +
una capa superficial de suelo encalado y fertilizado); c) seleccién diver-
gente en cultivo de tejidos por alta y baja relacion de crecimiento de
callos en medios con y sin Al (cociente Al*/Al); d) seleccidn en tandem
entre suelo dcido (selectas en a) y alta relacion de crecimiento de callos
(selectas en ¢); y e) seleccidon en tandem entre suelo acido + capa su-
perficial de suelo encalado y fertilizado (selectas en b) y alta relaciéon de
crecimiento de callos (selectas en c). Todas las poblaciones desarrolla-
das por estas técnicas (a-e) fueron luego evaluadas en condiciones de
invernaculo y sobre tres sustratos: suelo acido, suelo encalado y suelo
acido + una capa superficial de suelo encalado. En suelo acido la ma-
yoria de las poblaciones experimentales presentd mayor crecimiento
de raices y forraje que la poblacién original (sin seleccionar), pero solo
la desarrollada sobre suelo acido (a) exhibié mayor desarrollo que las
otras en suelo acido + una capa superficial de suelo encalado. En sue-
lo encalado ninguna poblacion experimental tuvo menor desarrollo que
la poblacion original. La seleccion in vitro (cultivo de tejidos) no mejo-
ro la tolerancia al Al. Estos ensayos no pudieron detectar respuestas
de tolerancia al Al en las raices, que son el tejido de respuesta prima-




ria afectado por el estrés de Al (Foy, 1992). En términos de éxito y de
requerimientos de tiempo y recursos, los autores concluyeron que la
seleccion directa sobre suelo acido era la forma mas efectiva de desa-
rrollar variedades de alfalfa tolerantes a la acidez/Al.

Aplicando la seleccion directa de fenotipos tolerantes en suelo acido,
Bouton y Radcliffe (1989) desarrollaron el germoplasma de alfalfa
GA-AT que mostré mayor crecimiento y nodulacion que el testigo
cuando ambos se sembraron en un suelo con pH = 4,6 y con conteni-
do de Al =32 ug g (Hartel y Bouton, 1989). Sin embargo, el rendimiento
forrajero de GA-AT en suelo acido comparado con su produccion en
suelo encalado resulto inaceptable desde el punto de vista agrondmico,
tanto que los autores concluyeron que eran necesarios mayores niveles
de tolerancia a la acidez para alcanzar rendimientos econdomicamente
viables (Bouton y Radcliffe, 1989). A fin de ampliar la busqueda de va-
riabilidad genética para tolerancia a la acidez, Bouton (1996) evalué las
200 accesiones de la coleccion nucleo de Medicago perennes de los
Estados Unidos, utilizando una combinacion de suelo acido y suelo en-
calado vy fertilizado (capa superficial). Como medida de tolerancia uso
el peso seco de las raices que lograron penetrar la capa subsuperficial
de suelo acido con relacion al testigo tolerante (GA-AT). Asumiendo que
la coleccion nucleo es una representacion bastante aproximada de la
variabilidad existente en la coleccion general (Basigalup et al., 1995), el
trabajo concluy6 que la deteccién de fuentes de tolerancia en la colec-
cion seria muy poco probable.

Por un lado, los métodos descriptos anteriormente consumen dema-
siado tiempo y trabajo y no son adecuados para un alto numero de
evaluaciones. A las complicaciones metodoldgicas explicitadas mas
arriba, se suman la herencia autotetraploide del cultivo y las restric-
ciones que impone la depresion por endocria, elementos que pueden
enmascarar la expresion de la tolerancia. El empleo de técnicas biotec-
nolégicas ofrece alguna esperanza para resolver el problema. Sledge et
al. (2002), utilizando analisis de RFLP en poblaciones F, y retrocruzas,
fueron capaces de identificar QTLs que se relacionan con la toleran-
cia al Al en alfalfa diploides; obviamente, esto facilitaria la seleccion y
la obtencion de variedades tolerantes. Por otro lado, el desarrollo de
construcciones transgénicas que incrementen la expresion de genes




inducidos por la presencia de Al y aumenten la produccion de acidos
organicos que excluyan al Al del apice radical también abren algun
camino alternativo para el futuro. Tesfaye et al. (2001) informaron la
produccion de plantas transgénicas de alfalfa que sobreexpresan la en-
zima malato-deshidrogenasa en el apice de la raiz —lo que incremento
7 veces la exudacion de acidos organicos (malatos, oxalatos, citratos,
succinatos y acetatos) respecto del control no transgénico—y disminu-
yen la concentracion de Al dentro de las células de alfalfa. En un trabajo
posterior, Tesfaye et al. (2003) sefialaron que las mayores cantidades
de acidos organicos exudados por las raices de las alfalfas transgéni-
cas impactaron positivamente no solo en la diversidad y en la actividad
de la microflora rizosférica, sino también en la disponibilidad de macro-
y micronutrientes para las plantas.

Khu et al. (2012) desarrollaron dos ensayos de plantas enteras, uno en
diferentes medios sélidos transparentes y otro con suelo para evaluar el
rendimiento en condiciones acidas y Al-toxicas. Estos métodos permi-
ten la cuantificacion del crecimiento de raices y follaje y, en el caso del
ensayo de medios, la visualizacion de las diferencias en la arquitectura
de la raiz. Los ensayos propuestos fueron capaces de discriminar entre
genotipos para la tolerancia al Al. Ambos métodos permiten fenotipar
un gran numero de individuos, incluido el mapeo de poblaciones vy el
germoplasma en los programas de mejoramiento. Ambos ensayos se
usaron para fenotipar mas de 400 individuos de dos poblaciones de
mapeo, lo que llevo a la identificacion de un QTL asociado con toleran-
cia al Al. Entre las ventajas adicionales del ensayo de plantas enteras
en medios en comparacion con otros métodos, como los sistemas hi-
droponicos, se destacan que las raices crecen en una matriz de medio
no liquido que contiene moléculas secretadas alrededor de la zona de
la raiz, lo que permite el monitoreo y la visualizacion en tiempo real;
ademas, el método es no destructivo del crecimiento de la raiz durante
la duracion del ensayo y elimina la necesidad de lavar el suelo o la are-
na de las raices. Debido a que las plantas se cultivan en camaras de
crecimiento, este método permite un control cuidadoso de las condi-
ciones de desarrollo, incluidos los medios de cultivo, la temperatura, la
disponibilidad de luz y la humedad, lo que facilita la comparacion de las
evaluaciones fenotipicas realizadas durante todo el afio.




6- Tolerancia al anegamiento. Los excesos de agua superficial y la
saturacion del suelo pueden causar pérdidas completas de pasturas
en implantacion y reducen el potencial de produccion primavero-estival
en las pasturas establecidas. Las precipitaciones excesivas provocan
desde inundaciones totales, con suelos que aun permanecen bajo agua,
a suelos saturados con falta de piso y lotes con encharcamientos lo-
cales prolongados por ascenso de la napa. En los lotes ubicados en
posiciones topograficas deprimidas, sin vias de drenaje natural, el agua
se mantiene en superficie por largo tiempo.

La alfalfa es muy sensible a condiciones de exceso de agua en el perfil
de suelo. El encharcamiento de los lotes produce la falta de oxigena-
cion de las raices, lo que puede llevar a la muerte rapida de las plantas
(Basigalup et al., 2007). Ademas, las condiciones de alta humedad favo-
recen el desarrollo de agentes patdgenos, principalmente Phytophthora
megasperma, Pythium spp. y Rhizoctonia spp., que también pueden
eliminar gran cantidad de plantas. Los pelos finos de la raiz, que son
criticos para la absorcion de nutrientes y agua, se dafian particularmen-
te durante el anegamiento y se deben regenerar mas adelante si las
plantas sobreviven. También se ve afectada la disponibilidad de micro-
nutrientes. En un suelo en condiciones reductoras (bajo contenido de
oxigeno), el hierro y otros micronutrientes pueden no estar disponibles
para el crecimiento de las plantas debido al exceso de bicarbonatos.
Los nodulos para la fijacion bioldgica del nitrogeno se debilitan o se
dafan bajo condiciones de inundacion, lo que altera la nutricion nitroge-
nada. La magnitud de los dafios por anegamiento es variable segun el
estado fisiolégico del cultivo y la temperatura ambiente; en este sentido,
la tolerancia es mayor en plantas adultas y con tiempo fresco (Romero
etal, 1995).

El programa de mejoramiento genético de alfalfa del INTA realiz6 una
seleccion de plantas con alta persistencia en un lote experimental de la
EEA INTA Concepcion del Uruguay (Entre Rios), en el ambiente carac-
teristico de los suelos pesados (Vertisol; Pelluderte tipico) de esa zona.
Como resultado, se inscribio el cultivar Limay PV INTA, una variedad
sintética de GRI 9 que deriva del cruzamiento de 22 plantas selecciona-
das por persistencia, sanidad y vigor en un ensayo sin reposo invernal
conducido bajo condiciones de corte durante cinco afnos.




En la actualidad y en colaboracion con el INTA Rafaela, se estan con-
duciendo tareas de seleccion de genotipos tolerantes a hipoxia en
condiciones de hidroponia. El objetivo final es conformar una poblacion
de alfalfa tolerante a la falta de oxigeno como forma de generar una va-
riedad apta para suelos anegadizos y de napas cercanas a la superficie.

/- Seleccion por resistencia al achaparramiento de la alfalfa. Una
nueva enfermedad viral, llamada “achaparramiento de la alfalfa” (AA)
fue identificada en Argentina en el afio 2010. Los sintomas incluyen
achaparramiento (notable disminucién de la altura de las plantas),
amarillamiento de las nervaduras y severa deformacion de hojas, que
incluye arrugamiento, epinastia y engrosamiento de las nervaduras en
el envés de los foliolos, originando enaciones y formaciones tipo papilas
de distintos tamanos. Los ensayos iniciales de campo indicaron que
el AA presento incidencias superiores al 50 %, disminuyo el rendimien-
to en materia seca hasta un 30 % y redujo significativamente la vida
del cultivo (Lenarddn et al., 2010). En las plantas infectadas con AA se
encontraron coinfecciones del Alfalfa mosaic virus (AMV) y del Alfalfa
dwarf cytorhabdovirus (ADV). Posteriormente, otros cinco virus fueron
detectados en las mismas plantas: Bean leafroll virus (BLRV), Alfalfa
enamovirus-1 (AEV-1), Alfalfa leaf curl virus (ALCV), Medicago sativa al-
fapartitivirus 1 (MsAPV1) y Medicago sativa alfapartitivirus 2 (MsAPV2).
Hasta el momento, estos siete virus se detectaron en plantas de alfal-
fa de Argentina, siendo ADV, AEV-1 las especies de virus descritas por
primera vez en todo el mundo (Trucco et al.,, 2018) y MsAPV 1y 2 ya des-
criptas parcialmente (Bejerman et al.,, 2019). Para mayor informacion,
se sugiere consultar el capitulo 9 de este libro. En cuanto al desarrollo
de variedades resistentes, actualmente se esta trabajando articula-
damente entre las EEA INTA de Manfredi y Santiago del Estero en la
seleccion de plantas individuales que no presenten sintomatologia en
condiciones de campo. Estas plantas son seguidamente analizadas en
el INTA IPAVE (Cordoba), a fin de determinar con precision la ausencia
del complejo viral. Los individuos selectos son finalmente interpoliniza-
dos para generar una poblacion de alfalfa resistente a la enfermedad.




Uso de técnicas moleculares

e Seleccion gendomica a través de fenotipado y genotipado por se-
cuenciacion (GBS)

Las tecnologias de secuenciacion de proxima generacion o next-genera-
tion sequencing (NGS), como los SNPs (Single Nucleotide Polymorphism)
a escala del genoma, permiten la caracterizacion de la variacion genéti-
ca. Sin embargo, la secuenciacion de genomas grandes y complejos de
especies forrajeras aldgamas, como la alfalfa, es dificil de lograr incluso
con NGS y requiere de una reduccion de la complejidad del genoma
(Kopecky y Studer, 2013). La genotipificacion por secuenciacion o geno-
typing-by-sequencing (GBS) es una estrategia NGS accesible y simple
para caracterizar ampliamente la variacion entre los genomas de las
plantas, incluso en ausencia de un genoma de referencia (Elshire et al.,
20117). El GBS se ha utilizado en poliploides para desarrollar mapas de
enlaces de alta densidad (Li et al., 2014), para proporcionar informa-
cién sobre la diversidad y complejidad del genoma (Lu et al., 2013) y
para caracterizar los cambios en las frecuencias alélicas dentro y entre
las poblaciones (Byrne et al.,, 2013). El muestreo robusto de alelos, sin
embargo, es esencial para el analisis del impacto de la seleccion en la
composicion genética de las poblaciones (Beissinger et al., 2013; Schi-
lling et al., 2014). El andlisis genético de especies poliploides aldgamas
estd evolucionando rapidamente gracias a los avances tecnolégicos
recientes en la secuenciacion de alto rendimiento, que hacen que la co-
bertura de marcadores en todo el genoma sea accesible a un costo
razonable (He et al,, 2014). La alfalfa es una especie altamente heteroci-
gdtica con una gran diversidad genética intravarietal (Nagl et al.,, 2011).

En un emprendimiento conjunto entre el CREA-ZA, Lodi, Italia y el INTA
Manfredi, se planted llevar adelante el secuenciado de un grupo de
cultivares que se destacaron en varias series de ensayos de la Red Na-
cional de Cultivares del Alfalfa del INTA. El objetivo seria conformar la
poblacion de referencia (training population) para determinar el valor de
mejoramiento (breeding value) asociado a los marcadores (GBS) que
luego seran utilizados en la prediccion de fenotipos sin necesidad de fe-
notiparlos. Con ello, se espera identificar en una determinada poblacion
los mejores individuos para generar variedades de alfalfa con mayor
potencial de produccion y persistencia.




e Estimacion de la distancia genética a través de marcadores mole-
culares

En la actualidad se cuenta con un gran numero de marcadores mole-
culares (ver capitulo 7 de este libro). No obstante, los microsatélites o
Simple Sequence Repeats (SSRs) y los Amplified Fragment Length Po-
lymorphisms (AFLPs) son los que mas se han usado hasta el presente
en el analisis gendmico debido a su capacidad para detectar polimorfis-
mMos entre genotipos, su alta reproducibilidad y su cobertura gendémica.
Para estudios de diversidad genética se utilizan comunmente los SSR,
gue son eficientes en proporcionar informacion valiosa debido a su alto
polimorfismo, su caracter codominante, su abundancia en el genoma'y
su facil deteccion por métodos basados en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Suwabe et al., 2004). Los SSR consisten en peque-
fias secuencias de 1 a 4 pb de largo, repetidas en tandem. En plantas se
distribuyen con una frecuencia de uno cada 50 mil pb y la secuencia re-
petida mas comun es el dinucledtido AT (Ferreira y Grattapaglia, 1998).
La base genética del polimorfismo detectado en los microsatélites se
basa en la variabilidad del nimero de repeticiones en tandemy, conse-
cuentemente, en el tamafio del microsatélite amplificado en individuos
de una especie. Julier et al. (2003) indicaron que los marcadores SSR
son herramientas Utiles para explorar el genoma de alfalfa debido a su
herencia tetrasomica ampliamente aceptada y a su infrecuente feno-
meno de doble reduccion, que los hacen efectivos para los analisis de
la diversidad y la elaboracién de mapas genéticos. Diwan et al. (1997)
fueron los primeros en desarrollar estos marcadores en Medicago spp.
e indicaron que los marcadores SSR pueden funcionar en alfalfa para la
construccion de mapas genéticos. Por lo tanto, estos marcadores de-
mostraron ser Utiles en la construccion de mapas de ligamiento genético
(Julier et al., 2003), andlisis de la diversidad genética (Bagavathiannan et
al, 2010; Flajoulot et al., 2005; Sakiroglu et al.,, 2010), andlisis de QTL
(Maureira-Butler et al., 2007), mapas de asociacion (Sakiroglu et al., 2012)
y de relaciones filogenéticas (Sakiroglu y Brummer, 2013). También los
marcadores SSR se han aplicado en alfalfa en estudios de variado tipo
(Carelli et al., 2009; Diwan et al., 2000; Ellwood et al., 2006; Eujay! et al.,
2004; Falahati-Anbaran et al., 2007; He et al., 2009; Mengoni et al., 2000;
Mengoni et al., 2000; Petolescu et al., 2010; Sledge et al., 2005).




En los ultimos anos, el programa de mejoramiento genético de alfalfa
del INTA Manfredi, realizé un screening molecular a través de marca-
dores codominantes SSR con el fin de describir la diversidad genética
entre poblaciones. Los objetivos fueron elegir genotipos genéticamen-
te distantes a fin de orientar los cruzamientos entre ellos para generar
poblaciones de mayor vigor y, por ende, mejorar el rendimiento de fo-
rraje. Como resultado, se desarrollaron 10 poblaciones experimentales
que fueron evaluadas bajo corte por produccion de forraje y persis-
tencia en condiciones de campo (cultivo denso). El analisis de SSR se
llevé a cabo utilizando 40 pares de primers originados principalmente
de M. truncatula (Julier et al., 2003). Las reacciones de amplificacion
se realizaron de acuerdo con Flajoulot et al. (2005); la posterior visua-
lizacion se hizo en geles de poliacrilamida mediante tincion con plata
(Bassam et al,, 1991; Creste et al., 2001), finalmente, en estos geles se
estimé el tamafio de cada banda (Figura 7). Con base en los resultados
se organizaron los cruzamientos entre los genotipos que presentaron
mayor distancia genética.

o M Figura 7. Preparacion de material
para extraccion de ADN vy posterior
genotipado: a) liofilizado de mues-
tras; b) molienda de muestras para
posterior extraccion; c) extraccion de
ADN; d) equipo para reaccion de am-
plificacion y e) cuba para corrida elec-
troforética de geles de poliacrilamida.
Fotos: Nancy Grandoén.

e Edicion génica
Edicién génica mediada por el sistema CRISPR/Cas9 (Clustered Regu-
larly Interspaced Short Palindromic Repeats, en espafiol “Repeticiones
Palindromicas Cortas Agrupadas y Regularmente interespaciadas” y
Cas9 es el nombre de una serie de proteinas, principalmente unas en-
donucleasas de ADN de ARN guia; proteina asociada 9). Es una técnica
biotecnoldgica que permite manipular los genomas de cualquier orga-
nismo (Doudnay Charpentier, 2014). La diferencia entre esta tecnologia,




bautizada metaféricamente como ‘tijera molecular’, y las herramientas
predecesoras utilizadas para alterar secuencias de ADN, radica en su
capacidad para modificar la informacion genética de manera precisa
y controlada de forma relativamente sencilla y cada vez mas segura.
En la actualidad, el IGEAF INTA Castelar trabaja en la edicion del geno-
ma de la alfalfa para mejorar distintos aspectos de su productividad.
Para ello se generaron vectores binarios de expresion en alfalfa a fin
de modificar genes enddgenos que permitiran aumentar el desarrollo
vegetativo y el retraso de la floracion, buscando asi una mayor produc-
cion de biomasa. Entre otros caracteres de interés, también se trabaja
en mejorar la tolerancia a condiciones de estrés abiotico, el retraso de la
senescencia de hojas y la tolerancia a herbicidas. Estos temas se tratan
con mayor detalle en el capitulo 7 de este libro.

Consideraciones finales

El mejoramiento genético de la alfalfa ha alcanzado un notable grado de
desarrollo en todo el mundo, a punto tal de contarse con un extenso lis-
tado de variedades obtenidas para una gran diversidad de situaciones
ambientales y sistemas de produccion. Para ello, ademas de aprove-
char la enorme variabilidad genética de la especie, se han desarrollado
meétodos de mejoramiento adaptados a las particularidades de la al-
falfa, como la autotetraploidia, la autoincompatibilidad, la intolerancia
a la endocria y la perennidad, entre otras. Para la mejora de aquellos
caracteres en los que la variabilidad genotipica natural es nula o0 muy
escasa, las técnicas moleculares son cada vez mas usadas, a punto
tal que ya se cuenta con variedades transgénicas. En Argentina, el de-
sarrollo de cultivares de alfalfa es llevado a cabo tanto por entidades
publicas (principalmente el INTA) como por empresas privadas. La tasa
de renovacion de materiales mejorados en el mercado es elevada, de
modo que el productor pecuario tiene siempre la posibilidad de elegir lo
que mejor se adapte a sus necesidades. En ese sentido, se recomienda
enfaticamente consultar la informacion generada por las redes de eva-
luacién de cultivares y el empleo de semilla fiscalizada (con rétulo del
INASE), que garantiza la calidad y la pureza genética de los cultivares.
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