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RESUMEN

Si bien las técnicas convencionales han contribuido sustancialmente al
mejoramiento de las especies forrajeras, la aplicacion de diferentes
biotecnologias en los ultimos 15 afnos ha redundado en importantes pro-
gresos, especialmente en lo que se refiere a calidad de forraje.

En este trabajo se describen los aportes de las herramientas
biotecnolodgicas para ampliar la variabilidad genética como el cultivo de
tejidos, la variacion somaclonal, la hibridacion somatica y la transforma-
cién, la utilidad de los marcadores moleculares para la seleccion de carac-
teres agrondémicos complejos y el rol de la genémica para la identifica-
cion de genes de interés para los cultivos forrajeros. Se mencionan ade-
mas los problemas relacionados con el mejoramiento genético de estas
especies, el rol de la biotecnologia como complemento del mejoramiento
convencional, la situacion actual y las perspectivas en este campo.
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SUMMARY

BIOTECHNOLOGY AND GENETIC IMPROVEMENT OF
FORAGE SPECIES

During the last century conventional breeding has contributed
substantially to the genetic improvement of forage crops. In the last 15
years, the use of biotechnological tools has lead to important progress,
specially related to quality traits. This article describes the application of
different biotechnological tools for the genetic improvement of forage
species, like plant tissue culture, somaclonal variation, somatic hybridization
and plant transformation. It also deals with the contribution of molecular
markers to the selection of complex agronomic traits in forage species
and the role of genomics in the identification of useful and interesting
genes for forage crops. Problems related to the conventional breeding of
these species as well as the importance of biotechnology as a complement
of conventional breeding and the perspectives are discussed.

Keywords: in vitro culture, transformation, molecular markers,
genomic.

INTRODUCCION

Si bien el mejoramiento genético convencional ha tenido un
gran impacto en el incremento del rendimiento, la calidad y la
resistencia a plagas y enfermedades en cereales y oleaginosas
(Evans, 1998), en las especies forrajeras los progresos han sido
significativamente menores, especialmente en lo referido al ren-
dimiento (Snaydon, 1985; Brummer, 1999). Esto obedece a va-
rios factores, como un proceso mas reciente de domesticacion, la
complejidad de objetivos, problemas reproductivos, de mercado
y las menores inversiones realizadas en el area. Las herramientas
biotecnologicas desarrolladas en los ultimos 20 anos ofrecen inte-
resantes alternativas que pueden contribuir a mejorar esta situa-
cion.
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El objetivo de este trabajo es describir el panorama actual en
lo referido al mejoramiento de estas especies, la problematica de
la produccidn pecuaria regional, la situacién en Sudamérica y Ar-
gentina y la descripcion de las principales herramientas
biotecnoldgicas y su aplicacion para solucionar problemas relacio-
nados con caracteres de interés para el mejoramiento de los fo-
rrajes.

1. Mejoramiento tradicional

La ganancia genética de los cultivos forrajeros, en términos de
materia seca cosechada, ha sido muy baja, con una tasa prome-
dio del 4% por década, debido a distintos factores:

*La domesticacion reciente o ausente, que imposibilita la utili-
zacion de especies con alto potencial forrajero debido a la escasa
0 no rentable produccion de semilla de deficiente germinacion.

*El producto que se consume (hojas) no es el mismo que se
comercializa (semillas), existiendo generalmente una asociacion
negativa entre la producciéon de semilla y de forraje. Frecuente-
mente, una variedad que se destaca como forrajera tiene una
escasa produccién de semilla que la hace comercialmente no ren-
table.

*Sistemas reproductivos complejos que garantizan la alogamia,
como la autoincompatibilidad o la presencia de una fuerte depre-
sion por endocria, dificultan la propagacion y la conservacion de
la identidad de los genotipos e imposibilitan la obtencién de li-
neas endocriadas. Por otro lado, la apomixis y los érganos florales
muy pequenos dificultan o imposibilitan los cruzamientos. El nivel
de ploidia elevado (tetraploides a decaploides) se refleja en una
mayor complejidad en la expresion de los caracteres de interés
agrondmico, dificultando la seleccion clonal para la obtencién de
variedades sintéticas (Pagano y Rimieri, 2001).

*En especies perennes, para poder sostener que un genotipo
es superior a otro es necesario realizar evaluaciones por al menos
3 6 4 anos, especialmente porque el rendimiento del primer ano
puede no predecir el rendimiento acumulado de 4 anos de pro-
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duccién y porque las asociaciones entre perennidad y produccion
suelen ser negativas (Snaydon, 1985). Es decir que cada ciclo de
seleccion llevaria 3 anos.

*La produccidn de forraje no necesariamente predice la pro-
duccion secundaria (carne, leche o lana), ya que es comun hallar
asociaciones negativas entre calidad y produccién de forraje.

*Decisiones erréneas de manejo del rodeo que enmascaran
los efectos de genotipos superiores.

*Menores inversiones en mejoramiento de especies forrajeras
con respecto a cultivos agricolas.

*Aunque la superficie dedicada a la produccion pecuaria es
mayor que la destinada a la agricultura, el valor de la tierra es
inverso. Por ello, es posible predecir que en el futuro la produc-
cién pecuaria estara confinada al conjunto de areas marginales.

*El mercado de semillas forrajeras en Argentina es labil, debi-
do a que gran parte de la misma se comercializa mediante «bolsa
blanca», siendo parte de la economia marginal, no legal, por lo
que los esfuerzos en la proteccion y las inversiones en el mejora-
miento genético resultan insuficientes.

A pesar de estas dificultades, entre 1950 y 1960 se obtuvo en
Argentina un elevado numero de cultivares, muchos de los cuales
son aun utilizados. Para ello se seleccionaron genotipos de espe-
cies forrajeras exoticas adaptados a las condiciones locales. A
mediados de la década iniciada en 1990, el mejoramiento genético
comenzé nuevamente a aportar materiales para reemplazar a
los tradicionales y se inscribieron nuevos cultivares, producto de la
domesticacion de especies nativas.

2. Panorama Forrajero Nacional

Mientras que en la mayoria de los paises productores de carne
los granos constituyen la base de la alimentacion del ganado (44%
de la produccién agricola mundial) (Evans 1998), en Argentina la
principal fuente de alimento la constituyen los pastizales nativos
y las especies forrajeras cultivadas (60% y 10% de la superficie,
respectivamente) que representan la principal ventaja econdmi-
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ca de la produccion pecuaria del pais.

De acuerdo con Dubois (2001) existen 539 cultivares de
forrajeras inscriptos en el Registro Nacional de Cultivares. A co-
mienzos de 1990 habia solo 157, de los cuales el 50 % eran publi-
cos, seleccionados en el pais, fundamentalmente por el INTA,
chacras experimentales provinciales o universidades Nacionales.
La especie preponderante era la alfalfa, seguida por pasto ovillo,
avenay cebada forrajera, festuca alta, cebadilla criolla, raigras anual
y perenne, trébol rojo y moha (Dubois, 2001). En este periodo se
incorporaron 382 nuevas variedades a través del mejoramiento
efectuado sobre un total de 75 especies (Fig.1). A pesar de que la
alfalfa es la especie donde se colocaron mayores recursos en me-
joramiento, la superficie sembrada pasé de 8 millones de ha a 4,5
entre 1990-2000 y sigue reduciéndose debido al desplazamiento
de la rotacidn (cultivos agricolas-pasturas) por siembra directa (tri-
go-soja RR). El 59% de los cultivares actuales se encuentran prote-
gidos por derechos de obtentor. En alfalfa solo el 38% es publico.

250
200
[72]
[}
S 150 - -
° Il Ao 1989
= Ano 2001
S 100 - Slall
50 A
0 Aﬂlﬁ_ﬂﬁ_ﬂ_ﬂ_ﬂﬁ
Pasto Alfalfa R. Festuca Ceb. R. anual
ovillo perenne alta criolla
Especies

Figura 1. Numero de variedades de las principales especies de forrajeras en Argen-
tina.
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El aporte de las instituciones nacionales decayd sustancialmente
en los ultimos anos y se comenzd a aplicar proteccion a los nue-
vos cultivares. Por otro lado la cantidad de empresas registrantes
se incremento. De las 539 variedades actuales el 70 % proceden
del extranjero (Fig.2).
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Figura 2. Origen de los cultivares de forrajeras utilizados actualmente en Argenti-
na.

3. Incorporacion de técnicas biotecnolégicas

En los ultimos anos la biotecnologia ha aportado varias
metodologias para complementar los programas de mejoramien-
to, como el cultivo de tejidos, la hibridacion somatica, la variacion
somaclonal y la transgénesis. Esta ultima resulta muy promisoria,
especialmente para incrementar la calidad del forraje, persisten-
cia, resistencia a plagas y enfermedades, tolerancia a estreses
abidticos y para manipular el crecimiento y desarrollo. Los marca-
dores moleculares brindan su utilidad para la identificacion y se-
leccion de caracteres agrondomicos complejos. Mas recientemen-
te, la gendmica permite identificar a gran escala genes de interés
para su introduccién en los forrajes.

3.1. Cultivo de tejidos

En lo que respecta al cultivo in vitro y la regeneracion de plan-
tas se han desarrollado protocolos exitosos de regeneracion para
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un amplio rango de especies forrajeras a partir de 6rganos, teji-
dos y células. La utilizacion de explantos como embriones, semi-
llas e inflorescencias es frecuente para la induccién de callo. Los
dos primeros (semillas y embriones maduros) poseen la ventaja
de hallarse disponibles durante todo el ano, aunque si son sexua-
les segregan y no son clones de individuos destacados, por ello se
han ideado protocolos partiendo de solo semilla. En estos casos
se utiliza una semilla o embridn para iniciar una linea celular a par-
tir de la cual se realizaran todas las manipulaciones de interés. Las
vias de regeneracion informadas son la embriogénesis somatica y
la organogénesis (Komatsuda et al., 1993; Rios et al., 2001).

La utilizacién de meristemas minimiza el riesgo de inestabili-
dad genética que representan los callos, por lo cual se los ha em-
pleado para la conservacion de germoplasma y la micropro-
pagacion de Lolium y Festuca (Dale y Dalton, 1983; Perez-Vicente
et al., 1993) y Dactylis glomerata (Dale y Dalton, 1983). Los
meristemas resultan ademas un método efectivo para la elimina-
cién de virus que, solo o combinado con quimioterapia, permitio
la erradicacion del virus del mosaico del tabaco (TMV) en Trifolium
pratense (Phillips y Collins, 1979) y Lolium multiflorum (Dale,
1975). Este método permite la preservacién a largo plazo en ni-
trégeno liquido (-196 C) o el almacenamiento a corto plazo en
condiciones de crecimiento limitado para gramineas (Spangenberg
et al., 1998) y leguminosas (Yamada et al., 1991).

Las suspensiones celulares representan un blanco adecuado
para la transformacion por biolistica, para la propagacién clonal
de un genotipo determinado y como fuente de protoplastos. Se
las ha utilizado en Dactylis glomerata (Horn et al., 1988), Festuca
spp. (Wang et al., 1993b, 1995; Spangenberg et al., 1994; Fournier
et al., 1996), Lolium multiflorum (Wang et al., 1993a, 1995),
Lolium perenne (Wang et al., 1993a; 1995), Elymus gigantea
(Wang et al., 1996), Paspalum spp (Akashi et al., 1993);
Pennisetum purpureum (Wan y Vasil, 1996), Phragmites
communis (Wang et al., 2001a) y Eragrostis curvula (Echenique
etal., 2001).
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Los protoplastos se utilizan para la obtencion de hibridos
somaticos, cibridos y para la transformacion. Se han logrado plan-
tas en Festuca spp (Takamizo et al., 1990; Spangenberg et al.,
1994), Lolium spp (Wang et al., 1993a, 1995), Bromus inermis
(Gamborg et al., 1970), Dactylis glomerata (Horn et al., 1988),
Paspalum dilatatum (Akashi y Adachi, 1992); Pennisetum spp
(Wan y Vasil, 1996) y Poa pratensis (Nielsen et al., 1993), entre
otras. En Medicago sativa se obtuvieron protoplastos a partir de
raices (Xu et al., 1982), de cotiledones (Lu et al., 1982) y de hojas
(Johnson et al., 1981).

Las semillas artificiales solo se han informado para alfalfa
(McKersie y Bowley, 1993) donde no se las utiliza a nivel comer-
cial. Permiten la propagacién vegetativa a gran escala o la produc-
cion de semilla hibrida comercial pero su obtencién es aun muy
laboriosa y los costos elevados.

El cultivo de anteras y microsporas se utiliza para acelerar el
proceso de mejoramiento a través de la produccién de haploides.
Se ha informado en Festuca arundinacea y Festuca pratensis
(Nitsch y Nitsch, 1969; Niizeki, 1977), Bromus inermis (Saito et
al., 1973), Dactylis glomerata (Saito et al., 1973), Trifolium
alexyrum (Mokhtarzadeh y Costantin, 1978), Medicago sativa
(Xu, 1979), Avena sativa (Rines, 1983), Medicago denticulata
(Zagorska et al., 1990), Lolium spp (Bante et al., 1990; Opsahl-
Ferstad et al., 1994) y Poa pratense (Abdullah et al, 1994). Un
eficiente sistema de produccion de haploides por cultivo de
microsporas permite obtener alrededor de 10.000 embriones de
cebada en tiempos relativamente cortos (Kasha, 2001).

3.2 Métodos para incrementar la variabilidad

e Variacion somaclonal: puede surgir de la variacion preexis-
tente en las células del explanto o inducirse durante el proceso de
cultivo (Larkin y Scowcroft, 1981; Kaeppler et al., 2000). Se obser-
vé variacidon cromosdémica en Festuca arundinacea (Dahleen y
Eizenga, 1990) y Eragrostis curvula (Frayssinet et al., 1999),
albinismo en Lolium perenne (Dale et al., 1981; Creemers-Molenar
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et al., 1988) y Festuca pratense (Vallés et al.,1993), cambios en la
morfologia de la planta, forma y tamano de hoja y espiga, desa-
rrollo floral, vigor, y supervivencia en somaclones de Lolium
(Ahloowalia, 1983; Jackson y Dale, 1989) y Festuca arundinacea
(Roylance et al., 1994) y disturbios reproductivos en esta misma
especie (Garcia et al., 1994). El desarrollo de nuevos cultivares por
esta técnica involucra un balance entre la cantidad de variacion
inducida y el mantenimiento de los caracteres agronomicos del
cultivar. Como ejemplo puede citarse el caso de somaclones de
pasto bermuda que dieron origen al cultivar Brazos-R3, que es
resistente a la oruga militar (Croughan et al., 1994). Si bien desde
el punto de vista practico la variacion somaclonal no resulta una
técnica muy eficiente en planes de mejoramiento, es una exce-
lente herramienta para estudios de estrés gendmico (Kaeppler et
al., 2000).

e Hibridacion somatica: se utiliza para sortear barreras
precigodticas para la hibridacion, transferir resistencia a enferme-
dades o tolerancia a estreses y obtener citoplasmas hibridos
(cibridos). La hibridacién asimétrica y cibridizacion sirve como puen-
te para la transferencia de genes individuales. Se han obtenido
hibridos intergenéricos entre Panicum maximum (+) Pennisetum
americanum (Ozias-Atkins et al., 1986), Triticum monococcum
(+) Pennisetum americanum (Vasil et al., 1988) y Festuca
arundinacea (+) Lolium multiflorum (Takamizo et al., 1991), en-
tre otras. El primer caso de regeneracion de plantas completas de
hibridos intergenéricos en gramineas fue el Festulolium (Takamizo
et al., 1991; Spangenberg et al., 1994; Spangenberg et al., 1995).

A pesar de los esfuerzos realizados, esta estrategia no ha con-
ducido a la obtencién de hibridos de especies importantes debi-
do a problemas de baja o nula fertilidad. Es, sin embargo, una
excelente herramienta para estudiar interacciones nucleo-
citoplasmaticas entre genomas.

e Transformacion: las primeras gramineas forrajeras
transgénicas se obtuvieron por transformacion de protoplastos.
Actualmente el bombardeo de cultivos embriogénicos con
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microproyectiles (Wang et al., 2001b) y Agrobacterium
tumefaciens (McKersie et al., 1993; Boisson-Dernier et al., 2001;
Kim et al., 2001) representan los métodos mas utilizados para la
obtencion de gramineas y leguminosas transgénicas, respectiva-
mente. Entre los caracteres «blanco» para esta tecnologia se in-
cluyen calidad de forraje, resistencia a plagas, enfermedades y
estreses abioticos y la manipulacion del crecimiento y desarrollo.

a) Calidad: incrementos del 1% en la digestibilidad in vitro del
forraje conducen a un aumento en la produccion animal del 3.2%
de peso vivo promedio (Casler y Vogel, 1999). Entre los
subcaracteres de calidad se encuentran:

a-1) Lignina: existe una correlacion negativa entre su conteni-
do y la digestibilidad de la materia seca en gramineas y legumino-
sas (Albrecht et al.,1987; Casler, 1987). Por ello se han desarrolla-
do técnicas moleculares basadas en la regulacién negativa de su
biosintesis, introduciendo genes en sentido o antisentido
(Spangenberg et al., 1998) que codifican para enzimas clave en
este proceso, como la o-metil transferasa del acido cafeico (COMT),
cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD), 4-cumarato CoA ligasa (4CL)
y cinamoil CoA reductasa (CCR). Este enfoque se ha aplicado en
Lolium perenne, Festuca arundinacea y Medicago sativa (Tabe
etal., 1993; Guo et al., 2001; Spangenberg et al., 2001). Debido a
las multiples funciones que cumple la lignina en la planta, es nece-
sario evaluar en ensayos a campo el vigor y la tolerancia a estreses
de plantas con alteraciones en la via mencionada.

a-2) Fructanos: estan involucrados en las respuestas de las plan-
tas a estreses ambientales tales como sequia y frio (Chatterton
etal., 1991; Pilon-Smits et al., 1995). Su acumulacién en gramineas
evita las reducciones en la digestibilidad durante el verano. Los
levanos, fructanos sintetizados por ciertos microorganismos, se
han expresado en Lolium multiflorum (Ye et al., 2001), Trifolium
repens (LePage et al., 2000) y Medicago sativa (Jenkins et al.,
2000) mediante la introduccion de genes como el de la
fructosiltransferasa (sacB) de Bacillus subtilis y de otros
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microorganismos. También se han aislado y caractrizado genes
involucrados en el metabolismo de fructanos de Hordeum
vulgare, Lolium perenne y Festuca arundinaceae y se ha
disectado la via metabdlica correspondiente.

a-3) Proteinas con alto valor nutritivo: la obtencion de plan-
tas transgénicas capaces de producir proteinas no degradables
por la flora ruminal representa una alternativa a los suplementos
de metionina y cisteina postruminales. Estos aminoacidos son
esenciales para el crecimiento de la lana en ovinos. Genes que
codifican para proteinas de este tipo fueron aislados, caracteriza-
dos e introducidos en plantas de festuca alta, alfalfa, trébol blan-
co y trébol subterraneo (Schroeder et al.,1991; Ealing et al., 1994,
Khan et al., 1996; Wang et al., 2001c). Estas proteinas serian la
ovoalbumina de pollo, la aloumina de arveja y de semilla de gira-
sol.

a-4) Taninos condensados: son, en cantidades moderadas (1-
3% de peso seco), agentes antimeteorismo que protegen ade-
mas a las proteinas de la desaminacién ruminal (Tanner et al.,
1995). A niveles superiores al 4-5% son perjudiciales para la
palatabilidad y digestibilidad. El objetivo es reducir su produccidon
en especies que los expresan a niveles elevados e inducirla en aque-
llas que no los sintetizan. Entre las estrategias para lograrlo se
encuentran la regulacion negativa (Colliver et al., 1997) o positiva
de enzimas clave en su biosintesis (Kacser et al., 1995), como la
chalcona sintetasa (CHS) y leucoantocianina-4 reductasa (LAR) res-
pectivamente, o la activacion de la ruta biosintética mediante la
expresion de genes reguladores apropiados que gobiernen la via
a través de un accionar pleiotropico. La transformacion de Lotus
corniculatus con el gen regulatorio Sn de maiz, resulté en una
disminucién del contenido de taninos en hojas conjuntamente
con un aumento del nivel de los mismos en raiz (Damiani et al.,
1999).

La alfalfa carece de taninos condensados en hojas y tallos. Sin
embargo, la presencia de estos flavonoides en las semillas demues-
tra que la especie contiene todos los genes necesarios para su
sintesis, lo que facilita su potencial manipulacién.
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b) Resistencia a estreses bioticos: se han introducido genes
que codifican para proteinas antifungicas (AFPs) como quitinasas
en pasto miel (Schrauf et al., 2003), glucanasas y quitinasas en
alfalfa (Ferri et al., 2002) y otras AFPs (identificadas en ensayos in
vitro) en trébol subterraneo (Aldao et al., 2000).

La expresion de genes virales completos o parte de ellos con-
fiere una proteccion efectiva contra distintos virus que afectan a
los forrajes, como ha sido el caso de genes de la capside viral en
trébol blanco (Chu et al., 2000), trébol rojo (Kalla et al., 2000) y
raigras perenne (Altpeter et al., 2000). La tecnologia Bt ha permi-
tido lograr resistencia a insectos como porina (Wiseana spp.) en
trébol blanco (Voisey et al., 2001). Existen actualmente varios pro-
yectos de gendmica tendientes al estudio de las interacciones le-
guminosa/bacteria fijadora de nitrégeno, leguminosa/micorriza
y la simbiosis graminea/enddéfito, como la asociacion con
Neotyphodium coenophialum a fin de manipular la tolerancia a
estreses bidticos y abidticos y alterar la especificidad endéfito/
hospedante (Johnson et al., 2003).

¢) Tolerancia a estreses abiéticos: la toxicidad por aluminio,
que representa un obstaculo severo en suelos acidos, puede ser
contarrestada por la sobreexpresion de la enzima malato
deshidrogenasa, que incrementa la sintesis de acidos organicos y
confiere tolerancia al aluminio en alfalfa transgénica (Tesfaye et
al., 2001). La introduccion en alfalfa de genes de enzimas que
neutralizan los radicales libres que se forman en situaciones de
salinidad, frio o sequia, como la superoxido dismutasa (SOD), per-
miten una mayor supervivencia a campo en situaciones de estrés
(McKersie et al., 1996). La introduccion de la nicotinamida sintetasa
(NAS) de cebada en especies como raigras perenne se espera que
incremente la resistencia a deficiencias de hierro (Alpeter et al.,
2003).

d) Agricultura molecular: la expresion de proteinas industria-
les en plantas transgénicas agrega un valor extra al cultivo, convir-
tiéndolo en un interesante biorreactor. Existe, ademas, la tecnolo-
gia apropiada para extraer las proteinas de interés industrial de-

88 Biotecnologia y mejoramiento genético de especies forrajeras

12 de 28



Sitio Argentino de Produccién Animal

RIA, 33 (3): 77-104, Diciembre 2004. INTA, Argentina

jando un residuo utilizable para la alimentacion del ganado. Se
han desarrollado y evaluado plantas de alfalfa que producen
enzimas microbianas involucradas en la degradacion de lignina y
celulosa, en la elaboracion del papel y en el procesado de almi-
don (Austin-Phillips y Ziegelhoffer, 2001) asi como polimeros
biodegradables (Purev et al., 2000).

3.3. Marcadores moleculares

Los polimorfismos amplificados al azar (RAPDs) fueron los pri-
meros marcadores moleculares utilizados en forrajeras (Williams
et al., 1990). Actualmente los mas usados son los polimorfismos
en la longitud de fragmentos amplificados (AFLPs) y los
polimorfismos en las secuencias simples repetidas (SSRPs) (Vos et
al., 1995). En un futuro cercano prevaleceran los marcadores ba-
sados en el polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs) (Landegren
et al., 1998). Entre los objetivos para su utilizacion se encuentra la
diferenciacién de cultivares, la certificacion de pureza varietal, la
seleccion de parentales divergentes en caracteres especificos para
obtener poblaciones de mapeo, el monitoreo de la estabilidad
genética de especies que se propagan vegetativamente y por
apomixis, la evaluacion de la estructura poblacional de pasturas
naturales y artificiales y la discriminacion entre especies similares
(Forster et al., 2001). Se han utilizado para establecer relaciones
genéticas entre accesiones de Bromus spp. de los Andes (Zuhiga-
Rebolledo et al., 2000), para presentar evidencias de la expan-
sion de la agricultura en Europa (ver Balfourier et al., 2000), para
establecer relaciones filogenéticas en alfalfa (Campbell, 2000) y
estudiar la diversidad genética en poblaciones de trébol blanco
(Gustine y Sanderson, 2001) y de Lolium perenne (Posselt y Bolaric,
2000).

También han sido y son empleados para mapeo y seleccion
asistida (SAMM). Debido a que muchos cultivos forrajeros son
complejos poliploides con genomas derivados de varios progeni-
tores o con herencia polisdmica, el desarrollo de mapas de
ligamiento es mas complicado y mas costoso que en especies
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diploides. Entre las gramineas, los mapas de ligamiento mas de-
sarrollados son los de las Poaceas, donde el mapeo comparativo
ha revelado extensa conservacidon en genes y marcadores entre
los distintos géneros (Taylor et al., 2001). Se estan desarrollando
mapas genéticos de raigras perenne, festuca alta y alfalfa (Forster
et al., 2001), siendo este ultimo el mas avanzado (Brouwer y
Osborn, 1999; Brummer et al., 2000a; Kalé et al., 2000). Se
mapearon varios genes y QTLs (loci de caracteres cuantitativos),
incluyendo hojas unifoliadas, tolerancia a aluminio, embriogénesis
somatica, color de la flor, enanismo, rendimiento y resistencia a
frio. En algunas gramineas el mapeo se ha orientado a la localiza-
cion de genes de apomixis (Pessino et al., 1999; Ortiz et al., 2001),
que es un tipo de reproduccion agamica caracteristico de muchas
forrajeras como Bothriochloa, Cenchrus, Chloris, Digitaria,
Eriochloa, Heteropogon, Panicum, Paspalum, Pennisetum,
Sorghum, Themeda, Urochloa , Setaria y Eragrostis. El estudio
de estos genes se realiza a través del uso de marcadores
moleculares, analisis de ADNc y de sintenia gendmica en hibridos
intra e interespecificos. El objetivo seria transferirlos a especies de
interés agrondmico. También se intenta obtener un sistema fun-
cional de apomixis en alfalfa (Rossellini y Veronesi, 2002).

Con hibridacién in situ se desarroll6 un mapa genético ubican-
do secuencias conocidas e identificando genes en cromosomas
especificos de alfalfa (Bauchan et al., 2002). La hibridacion in situ
del genoma completo de una especie con el de otra (GISH), como
en el caso del complejo Medicago sativa permitird responder a
interrogantes relacionados con la evolucidn de los poliploides ac-
tuales, la introgresidn de secuencias foraneas y los rearreglos
cromosomicos (Bauchan et al.,2002).

Los mayores esfuerzos para aplicar SAMM fueron realizados
en alfalfa, donde se identificaron QTLs y RFLPs asociados con la
tolerancia al aluminio. Esto permitio la introgresion de los mismos
desde germoplasma diploide a cultivares tetraploides (Sledge et
al., 2002). En la mayoria de las leguminosas los caracteres mas
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importantes para seleccionar por SAMM son aquellos relaciona-
dos con el rendimiento y la adaptacion. Ver las revisiones de Forster
etal, (2001) y Wang et al., (2001b).

3.4. Gendmica

Las leguminosas modelo para los emprendimientos gendmicos
han sido Medicago truncatula (Cook y Denarie, 2000) y Lotus
jJjaponicus (Gresshoff et al., 2000) donde se han generado 100,000
ESTs (etiquetas de secuencias expresadas) a través de consorcios
internacionales (Spangenberg et al., 2001). Para las gramineas se
utilizaron como modelos el arroz y Brachypodium distachyon,
que en la evolucion de las Poideae se encuentra antes de la diver-
gencia de los géneros mas importantes que incluyen a la mayoria
de las especies de cereales y forrajes de clima templado. Los
ecotipos diploides de esta especie (2n=2x=10) tienen 5 pares de
cromosomas facilmente distinguibles y su genoma posee un ta-
mano similar al de Arabidopsis, siendo el genoma mas simple de
gramineas. Esto, sumado a un ciclo de vida corto, pequeno tama-
no, buena respuesta al cultivo in vitro y a la facilidad de transfor-
macion por bombardeo de microparticulas, lo convierten en un
interesante modelo de estudio. El programa de Gendmica de
Pasturas entre Australia y Nueva Zelanda ha generado aproxima-
damente 100,000 ESTs de forrajeras tipicas de clima templado
como raigras perenne (L. perenne) y trébol blanco (7. repens)
(Spangenberg et al., 2001). Este programa contempla, ademas,
la busqueda de genes de especies exdticas como Deschampsia
antartica, Agrostis adamsonii y Agrostis robusta, resistentes a
frio, salinidad y aluminio, respectivamente, para introducirlos en
especies forrajeras de interés comercial.

4. Estado de la investigacion biotecnolégica en el 2004
La mayoria de los trabajos presentados en el Tercer Simposio

Internacional sobre «Molecular Breeding of Forage and Turf», rea-
lizado en Texas, USA. en mayo del 2003 tienen un enfoque
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gendmico y estan orientados a la construccion de mapas, a la
dilucidacion de vias metabdlicas y a la identificacion y caracteriza-
cién de genes, como los de resistencia a patéogenos (hongos, in-
sectos y bacterias) o los involucrados en la resistencia a frio, calor,
aluminio y sequia o los responsables de la autoincompatibilidad
en Lolium perenne, de vernalizacion, embriogénesis somatica,
de control de floracion, apomixis e interaccion planta-simbionte.

La calidad continua siendo el blanco fundamental para el me-
joramiento. El ultimo enfoque fue la modificacidon de lipidos para
mejorar el redimiento animal y generar efectos positivos en la
calidad de la leche y la carne. Se obtuvieron plantas transgénicas
de festuca alta con modificaciones en la cantidad y calidad de
lignina, lo que incrementé la digestibilidad in vitro de la materia
seca de un 7,2 al 10,5%. Se dilucido la via completa de biosintesis
de lignina y se perfilé una hipotética via de sintesis de saponinas
en M. truncatula. Se identificaron genes que podrian activar la
biosintesis de taninos condensados y se iniciaron pruebas de cam-
po con raigras transgénico que expresa bajos contenidos de
alergenos en el polen.

Los temas de investigacién en el area que han suscitado el in-
terés de los investigadores en los ultimos anos se presentan en la
figura 3.

5. Situaciéon actual de la investigacion biotecnolégica en
Sudamérica y la Argentina

Se tuvieron en cuenta los trabajos en especies forrajeras pre-
sentados en congresos de REDBIO Argentina y Latinoamaricana
(1995, 1998, 2001 y 2002) y el Congresos Argentino de Genética
(1999, 2001, 2002 y 2003) (Fig. 4).

REDBIO 95: Seis de 332 comunicaciones (1,81%) (5 de Argenti-
na y 1 de Brasil), involucraban trabajos en cultivo de tejidos
(Eragrostis curvula (2), Brachiaria (1), Setaria (1), Medicago (1)
y Desmodium (1)).

REDBIO 98 Seis de 621 comunicaciones (0,97%). Tres sobre cul-
tivo de tejidos (Arachis pintoi, Panicum maximum, Vigna
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Figura 3. Géneros en los cuales se ha centrado la investigacion en biotecnologia
de forrajeras en los ultimos anos en Sudamérica.

1. Gendmica y Marcadores Moleculares
2. Estrés Abidtico

3. Calidad de Forraje

4. Apomixis

M 5. Cultivo de Tejidos y Transformacion

Figura 4. Temas de investigacion en biotecnologia de forrajeras que han suscitado
el interés de los investigadores en los uUltimos afos.

luteola), 1 sobre apomixis (Brachiaria), 1 de marcadores
moleculares (Bromus) y 1 de transformacion (Sorghum).
REDBIO 2001: 18 de 398 trabajos (4,52%). Tres de cultivo de
tejidos (Avena sativa, Brachiaria y Eragrostis curvula), 10 de
optimizacion de protocolos de transformacion y aplicaciones de
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transgénesis (Hordeum vulgare, Paspalum dilatatum, Eragrostis
curvula, Avena sativa, Brachiaria brizantha, Medicago sativa) y
5 en marcadores moleculares (Bromus, Medicago sativa y
Hordeum vulgare).

REDBIO 2002: Trece de 117 comunicaciones (11,1%). Seis so-
bre distintos aspectos del mejoramiento de alfalfa por transfor-
macién: manipulacion de la biosintesis de taninos condensados;
expresion del virus de la fiebre aftosa; de un epitope
inmunodominante (eBRV4) del rotavirus bovino con el fin de eva-
luar su efectividad como inmundgeno y agente terapéutico; de la
glicoproteina gp53 del virus de la diarrea viral bovina (VDVB), y
tolerancia a enfermedades fungicas. Un trabajo presento la
optimizacion de un protocolo de transformacion para el género
Paspalum. El resto incluyé cultivo de tejidos en Arachis glabra,
caracterizacion molecular de lineas selectas de Bromus catharticus
y clonado de genes de frutosiltransferasas de B. pictus.

En aproximadamente 10 anos se ha pasado desde la puesta a
punto de técnicas de cultivo de tejidos a la utilizacion de
transgénesis y marcadores moleculares. Recientemente la
CONABIA autorizé la realizacion de ensayos en condiciones de
invernaculo para alfalfa y pasto miel.

Existen grupos trabajando en el area en el Instituto de Bota-
nica del Nordeste y la Facultad de Ciencias Agrarias (UNNE) (en
Corrientes), la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Rosario, el INTA Castelar, el Departamento de Agro-
nomia de la Universidad Nacional del Sur, la Facultad de Agrono-
mia de la UBA y de la Universidad de San Luis y el Instituto de
Fitopatologia y Fisiologia Vegetal (IFFIVE) de Cordoba.

CONCLUSIONES

En funcién del panorama descripto, es de esperar que en los
proximos anos el nimero de genotipos de especies forrajeras se
incremente sustancialmente como producto de la
complementacion de la biotecnologia con los métodos conven-
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cionales de mejoramiento. El desafio actual es estudiar la base de
caracteres complejos, realizar seleccion asistida por marcadores
moleculares, evaluar el potencial de la transferencia de genes,
generar variabilidad genética y nuevo germoplasma elite e incor-
porarlos en programas de mejoramiento. La utilizacion de marca-
dores moleculares permitira entender y capturar la heterosis, iden-
tificar QTLs, desarrollar detallados mapas genéticos, introgresar
variacion genética, realizar seleccion y determinar los factores
involucrados en las interacciones genotipo ambiente. La aplica-
cion de transgénesis y mejoramiento molecular implicara avances
significativos en el mejoramiento de la calidad del forraje, la resis-
tencia a plagas y enfermedades y brindara la posibilidad de agre-
gar valor a los cultivos forrajeros mediante la incorporacién de
genes que permitan la obtencién de proteinas recombinantes
heterologas.
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