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INTRODUCCION

La alfalfa (Medicago sativa L.) es una planta perenne, de flores perfectas y de
fecundacion preponderantemente alégama. Posee una extraordinaria variabilidad genética,
enriquecida por la introgresion de las especies que conforman el “complejo Medicago sativa”
(Quirds y Bauchan, 1988). Las especies que conforman este complejo tienen 8 cromosomas
como numero bésico (x = 8) y se presentan con formas diploides (2n = 2x = 16) y tetraploides
(2n = 4x = 32).

La naturaleza autotetraploide de la alfalfa cultivada tiene profundas implicancias en su
mejoramiento, que se pueden resumir en las tres siguientes (Busbice et al., 1972): a) El
rango total de genotipos esperables se logra luego de al menos dos generaciones en
panmixia; en la practica, esto significa que si el objetivo es identificar genotipos extremos, se
debera permitir la ocurrencia de un minimo de dos generaciones de apareamientos al azar y
se debera evaluar un alto numero de individuos; b) El equilibrio gamético se alcanza en
forma asintética, dado que -a diferencia de los diploides- los autotetraploides pierden en cada
generacion de apareamiento en panmixia solo dos tercios del desequilibrio gamético, como
consecuencia de que la naturaleza diploide de sus gametas impide la libre combinacién 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; y c)
La naturaleza diploide de las gametas puede permitir un cierto grado de endocria dentro
mismo de las gametas, lo que aumenta las probabilidades de consanguinidad.

La alfalfa es muy sensible a la endogamia, que se manifiesta rapidamente en pérdida
de vigor, baja produccion de forraje y escasa o nula formacion de semillas. Usualmente es
muy dificil avanzar mas alla de la segunda generacion de autofecundaciones. En
consecuencia, la obtencidon de “lineas puras” o el desarrollo de lineas endocriadas para la
obtencion de hibridos son métodos impracticables. La obtencion de variedades de alto
rendimiento se logra intercruzando progenitores no endocriados ni relacionados.

Cuando se selecciona por un solo gen dominante, la rapidez de la respuesta a la
seleccion dependera de la frecuencia inicial del gen en cuestion: a valores < 0,5, la respuesta
es generalmente rapida y a valores > 0,5, la respuesta se hace lenta y poco perceptible; si la
frecuencia es = 0,5, el 93% de los individuos de una poblacion autotetraploide en equilibrio
expresard el fenotipo dominante (Rodriguez, 1986). Si la frecuencia del gen dominante es
muy baja o si el caracter a mejorar estd condicionado por un gen recesivo, se deben
seleccionar sélo los genotipos deseables, dado que la inclusion de genotipos indeseables
(“escapes”) puede retrasar notoriamente el progreso de la seleccidon (Busbice et al., 1972).

La alfalfa posee mecanismos de autoincompatibilidad y autoesterilidad que favorecen
la alogamia (Viands et al., 1988). La incompatibilidad hace referencia a la imposibilidad de
gue un gameto masculino y otro femenino —asumiendo que ambos son funcionales- puedan
fecundarse luego de la polinizacibn o apareamiento. Segun Barnes et al. (1972), la
autoincompatibilidad impide la autofecundacion, ya sea por interacciones entre polen y
estigma (control esporofitico), o por reacciones entre polen y estilo (control gametofitico), o
por fallas en la singamia dentro del saco embrionario, o por interacciones entre el tubo
polinico y el 6évulo dentro del ovario. Esta ultima es una caracteristica de la alfalfa, donde los
tubos polinicos originados en polen propio (autopolinizacidn) crecen mas lentamente que los
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originados en polen de fecundaciopn cruzada; no obstante, la autoincompatibilidad es sélo
parcialmente eficaz en la prevencién de la autofecundacién. Por otro lado, en la alfalfa
también se da un alto porcentaje de aborto de Ovulos fecundados, lo cual ya no seria
autoincompatibilidad (dado que hubo fecundacion) sino autoesterilidad. Este ultimo término
debe usarse cuando se habla de la imposibilidad de formacion de frutos y semillas luego de
la autofecundacion.

Otro mecanismo que puede usarse para el control de polinizacion es la
androesterilidad, tanto genética (Childers y McLennan, 1960) como citoplasmica (Davis y
Greenblatt, 1967). Segun McLennan y Childers (1964), la androesterilidad genética estaria
condicionada por un solo gen nuclear recesivo (mssz). El sistema de androesterilidad
citoplasmica en alfalfa se caracteriza por el desarrollo incompleto del polen o por el aborto
de los granos de polen una vez finalizada la meiosis. De acuerdo con Barnes et al. (1972),
las plantas de tipo A (androesterilidad citoplasmica) son relativamente faciles de identificar,
pero las de tipo B (no restauradoras) son mas dificiles de detectar porque debe recurrirse a la
observacion de la F; en los cruzamientos androestériles X fértiles: si la progenie es completa
o parcialmente androestéril, es posible que el polinizador tenga citoplasma feértil y genes no
restauradores de la fertilidad; por el contrario, si la progenie es fértil, el polinizador puede
clasificarse como R (restaurador de la fertilidad). Todos estos mecanismos tienen
importancia en el desarrollo de hibridos comerciales, como se verd mas adelante.

Una ventaja de la alfalfa es la facilidad para clonar individuos a partir del
enraizamiento de trozos de tallos insertos en un medio inerte (vermiculita, arena, perlita,
etc.). La eleccion de tallos sanos, vigorosos y en activo crecimiento es un factor de enorme
importancia para obtener un alto porcentaje de enraizamiento. El uso de clones puede
facilitar la evaluacion de genotipos para algunos caracteres cuantitativos o para determinar la
magnitud de la varianza ambiental.

IMPLEMENTACION DE UN PROGRAMA DE MEJORAMIENTO GENETICO

Ademas de conocer los conceptos planteados en la seccidn anterior, el fitomejorador
deberéa analizar cuidadosamente una serie de cuestiones que impactaran en los resultados y
en la eficiencia de su trabajo de mejoramiento. Entre ellas, es fundamental definir los
objetivos del programa, que deben ser claros y alcanzables en un plazo de tiempo razonable
y en funcion a la infraestructura disponible. En caso de ser varios, puede ser necesario
establecer un orden de prioridad para llevarlos a cabo. Si hubiera que mejorar un conjunto de
caracteres, es aconsejable tratar de mejorar primero aquellos caracteres que parecen mas
deficitarios y concentrarse luego en elevar las relativamente buenas caracteristicas que
pudieren estar ya presentes (Rodriguez, 1983; Rodriguez, 1986). La gran mayoria de los
programas de mejoramiento de alfalfa tienen como objetivos principales el desarrollo de
cultivares con muy alta produccion de forraje, alta persistencia y resistencia multiple a
insectos dafinos y enfermedades. En otros casos, también puede ser importante mejorar la
calidad forrajera o la adaptacién a ambientes con problemas de acidez, salinidad o sequia. El
rendimiento de semilla no suele ser tenido en cuenta por muchos fitomejoradores, pero es un
caracter importante para los multiplicadores y puede tener una incidencia directa en los
costos de multiplicacion y en la disponibilidad comercial de semilla de las variedades. En
paises donde la alfalfa se usa basicamente en pastoreo directo, la disminucién del potencial
timpanizante constituye un objetivo importante.

Obviamente, el requisito fundamental para un programa de seleccién es la existencia
de adecuados niveles de variabilidad genética en los caracteres a mejorar. Los métodos de
mejoramiento tradicionales hacen uso de la variabilidad genética naturalmente presente en el
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cultivo y/o en las especies relacionadas. Si ésta no existiera, debera crearse ya sea por
induccion de mutaciones o por el uso de técnicas biotecnolégicas (variacion somaclonal,
transgénesis, manipulacion genética, etc.). En alfalfa, el empleo de agentes mutagénicos,
muy en boga hace unas décadas, ha caido en desuso. Por el contrario, la utilizacion de la
biotecnologia adquiere cada vez mas preponderancia, y se esta empleando con éxito en el
desarrollo de cultivares transgénicos con tolerancia a herbicidas (glifosato) o resistencia a
insectos (lepidépteros). También se ha avanzado en la produccion de plantas con menor
tenor de lignina y en la sintesis de taninos condensados para la prevencion del timpanismo.

Seguidamente, el fitomejorador debera definir el método de mejoramiento a emplear,
las unidades de seleccion, el tamafio de la poblacién a conducir, la intensidad de la seleccion
y el grado de mejoramiento esperado. La definicion de estos temas se veria facilitada si se
contara con informacion previa sobre la heredabilidad de los caracteres a mejorar, el peso
relativo de los efectos génicos y la magnitud de la interaccion genotipo-ambiente.
Lamentablemente, en la mayoria de los casos, esa informacion raramente existe.

La disponibilidad de campo experimental, de herramientas y equipamiento, de
invernaculos y laboratorios, y de recursos humanos y financieros, debe ser la adecuada para
la consecucion de los objetivos planteados en el programa de mejoramiento. También es
importante contar, en zonas apropiadas, con lotes de multiplicacion de las poblaciones
avanzadas y/o de produccién de semilla prebasica (breeder) de las nuevas variedades.

En lo referente al material de cria, la utilizacion de genotipos de alto potencial de
rendimiento y adecuada adaptacion es imprescindible. Todos los programas destinados a la
obtencion de variedades comerciales utilizan como base de sus bancos activos
germoplasmas elite, con alto rendimiento de forraje, buena persistencia, resistencia a plagas
y enfermedades y apropiado grado de reposo invernal. Complementariamente, las
colecciones de germoplasma exotico se emplean sélo como fuente de alelos raros o poco
frecuentes en los materiales de los bancos activos. En ese sentido, el uso de la coleccion
base de germoplasma de alfalfa de los Estados Unidos se ha visto favorecido por la
designacion de una “coleccion nucleo” (core collection), que consistio en la identificacion de
unas 200 accesiones destinadas a representar, con un minimo de repetitividad, la mayor
parte de la variabilidad genética presente en una coleccién de mas 1100 entradas (Basigalup
et al.,, 1995). La evaluaciéon de la coleccion nucleo puede orientar la busqueda de alelos
favorables en aquellos caracteres de evaluacién costosa o compleja.

METODOS DE MEJORAMIENTO

Los métodos de mejoramiento definen la forma de conducir la seleccion, las unidades
de seleccién a utilizar y el posterior manejo que se da a los genotipos seleccionados. Existen
muchos métodos de mejoramiento, que de acuerdo con Rumbaugh et al. (1988) se clasifican
en dos grandes grupos (Cuadro 1): a) interpoblacionales, que se basan en el concepto del
mejoramiento de poblaciones de polinizacion abierta, donde se permite el flujo de genes
entre poblaciones y en los que el intercambio de polen puede ser llevado a cabo en forma
natural (polinizadores) o manual; y b) intrapoblacionales, que buscan incrementar la
frecuencia de genes favorables dentro de una misma poblacion de plantas. En este ultimo
grupo, las unidades de seleccion pueden ser plantas individuales, familias de plantas, o sus
combinaciones. Es importante sefialar que -en general- los métodos no son excluyentes
entre si y que pueden usarse en forma complementaria, a efectos de una utilizacion mas
eficiente de los recursos disponibles en funciébn de los objetivos del programa de
mejoramiento. Por ejemplo, la seleccion fenotipica recurrente puede utilizarse en
combinacion con las pruebas de progenie o con la evaluacién clonal.
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CUADRO 1 - Clasificacion de los métodos de mejoramiento mas utilizados
en alfalfa segun sistemas de apareamiento (A 'y B) y unidades de seleccién
(ay b). Adaptado de Rumbaugh et al. (1988).

METODOS DE MEJORAMIENTO DE ALFALFA
A- INTERPOBLACIONAL B- INTRAPOBLACIONAL

a- Seleccion de plantas individuales
1- Formacién de poblaciones

2- Variedades Sintéticas/Sintéticos 1-Seleccion Masal/Fenotipica recurrente
3- Retrocruzamientos 2- Evaluacion Clonal
4- Cruzamientos Complementarios de 3- Pruebas de Progenie:
Cultivares i)  Polinizacion Abierta
5- Hibridos i)  Autofecundacion (S,)

iii) Topcross
iv)  Policruza
v) Cruzamientos Dialélicos

b- Seleccion de familias

1- Familias de medio-hermanos

2- Familias de hermanos completos
3- Seleccion dentro de familias

4- Seleccion combinada

La formacién de poblaciones es en realidad un término general que incluye
cualquier forma de construccién y enriquecimiento poblacional que, usualmente a través de
cruzamientos amplios y posterior seleccion, busca elevar la frecuencia de genes favorables
para los caracteres de interés (Tysdal et al., 1942). El retrocruzamiento se ha utilizado en
alfalfa para corregir alguna deficiencia, generalmente susceptibilidad a una plaga o
enfermedad, en materiales agronémicamente muy valiosos. A fin de disminuir el riesgo de
endocria, es recomendable utilizar diferentes padres recurrentes en cada ciclo de retrocruzas
(Stanford y Houston, 1954). La evaluacién clonal, que puede ayudar a la identificacién de
genotipos superiores cuando se trabaja con caracteres de baja a mediana heredabilidad y
con una importante interaccién genotipo-ambiente, se usa cada vez menos por su alto costo
y por la cantidad adicional de trabajo que demanda. Ademas, la clonacién altera el normal
desarrollo de las raices, lo que complica la evaluacion de caracteres radiculares.

Practicamente todos los cultivares comerciales en el mundo son variedades
sintéticas, o simplemente sintéticos, que de acuerdo con Busbice (1969) se definen como
el producto del libre apareamiento entre varios progenitores, de modo tal que todos los
cruzamientos posibles tengan igual probabilidad de ocurrencia. De esa manera, la formacién
de una variedad sintética arranca con la seleccion de individuos por uno o mas caracteres a
fin de constituir la generacion parental (Sin 0); seguidamente, a través del intercruzamiento
de esas selectas parentales, se produce la semilla de la primera generacion de sintesis (Sin
1); ésta es utilizada en la misma forma para producir la semilla Sin 2; y asi sucesivamente.
Vale decir que una variedad sintética 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, dependiendo del grado de consanguinidad y del numero de
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progenitores utilizados (Busbice, 1970). En este sentido, se suele hacer una distincion
arbitraria y no muy precisa entre sintéticos de “base angosta” (< 100 progenitores) y de “base
amplia” (> 100 progenitores). Los sintéticos son usados comercialmente en generaciones
avanzadas (Sin 3-5); por ello, y teniendo en cuenta que Kehr et al. (1961) demostraron que
los rendimientos de un sintético decrecen a medida que se avanza en el numero de
generaciones, especialmente entre la Sin 1 y la Sin 2, es aconsejable que la evaluacion
agronomica de los nuevos cultivares se haga sobre una generacion comercial. En general,
los sintéticos de base amplia son menos inestables en generaciones mas avanzadas.

Dos métodos muy utilizados en alfalfa son el cruzamiento complementario de
cultivares (CCC) y la seleccion fenotipica recurrente (SFR). Las poblaciones resultantes
de uno u otro pueden utilizarse como cultivares comerciales o como fuentes de germoplasma
para posteriores trabajos de mejoramiento. Respecto del CCC, Busbice et al. (1972)
demostraron que si dos poblaciones se cruzan, y suponiendo que cada una de ellas posea
con una frecuencia de 0,5 un gen dominante, la poblacion resultante tendra en el punto de
equilibrio el 46,7% de individuos con ambos genes dominantes, el 43,3% con s6lo uno de
ellos, y unicamente el 10% con ninguno de los dos. El CCC fue utilizado por Elgin (Jr.) et al.
(1983) en el desarrollo de poblaciones de alfalfa con resistencia multiple a plagas. Por otro
lado, y considerando la apreciable cantidad de heterosis que se obtiene al cruzar poblaciones
no relacionadas ni endocriadas, el CCC también es una alternativa muy importante para el
desarrollo de cultivares con mayor rendimiento de forraje (Bingham, 1983; Hill (Jr.), 1983).
Por su parte, la SFR consiste en un proceso ciclico de seleccién de individuos deseables por
su fenotipo y su posterior entrecruzamiento para la produccion de la generacion siguiente. Se
trata de un refinamiento de la seleccion masal, donde el intercambio de polen se limita a los
individuos seleccionados. De ese modo, realizando tantos ciclos de seleccion y entre-
cruzamiento como sean necesarios, se incrementa la frecuencia de los alelos favorables en
la poblacion (Dudley et al., 1963; Eberhart et al., 1967; Hanson et al., 1972). A fin de
favorecer el avance genético y evitar la endocria, es importante evaluar poblaciones de
tamafio considerable y emplear un numero relativamente alto de progenitores en cada
generacion de entrecruzamientos. En el caso de la alfalfa se ha sugerido el uso de no menos
de 75 individuos en cada ciclo (Aalders, 1966; Hill (Jr.) et al., 1969). Si bien la SFR es
usualmente mas eficiente en el mejoramiento de caracteres cualitativos y de alta
heredabilidad, también se ha empleado con éxito para incrementar el rendimiento de forraje y
otros caracteres cuantitativos en algunas especies forrajeras (Twamley, 1974).

La depresion por endocria y el vigor hibrido manifestados por la alfalfa han incentivado
el desarrollo de cultivares hibridos desde mucho tiempo atras (Burkart, 1947); sin embargo,
el desarrollo de lineas endocriadas en alfalfa es practicamente imposible debido a la
marcada depresion por endocria que la especie manifiesta. Como alternativa, y desde etapas
muy tempranas, Tysdal et al. (1942) propusieron la propagacion vegetativa de dos clones
autoestériles para originar una F; y posteriormente la mezcla de semilla de dos poblaciones
F, para producir un hibrido doble; no obstante, al no existir un completo control de la
polinizacion, este método fue legalmente excluido de la denominacién de “hibrido” en los
Estados Unidos. La idea de emplear la androesterilidad genética, que se expresa solo en el
genotipo homocigota recesivo y que requiere la propagacion vegetativa de las plantas
androestériles, fue considerada antiecondmica y poco practica (Barnes et al., 1972). A fines
de la década de 1960, se sugiri6 el empleo de la androesterilidad citoplasmatica para el
desarrollo de hibridos comerciales (Davis y Greenblatt, 1967; Bradner y Childers, 1968). Este
método de control de la polinizacion parece ser el mas eficiente, especialmente cuando se
desarrollan hibridos de tres lineas: un clon A androestéril (ms) X un clon B androfértil
(mantenedor no restaurador) y luego esa F; AB (ms) X un clon C, que es un padre
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polinizador y que puede ser una linea B o R (androfértil restaurador de la produccion de
polen). La forma de obtener los cruzamientos es alternando hileras distanciadas de cada una
de las lineas y utilizar abejas polinizadoras; en ese contexto, se han observado menores
rendimientos de semilla en las lineas androestériles, ya sea por problemas de distancia a las
fuentes de polen o por diferencias de atraccion hacia los polinizadores, lo que plantea
objeciones de caracter econdmico. En los ultimos afios, la empresa Dairyland Seed Co.
(Estados Unidos), utilizando un procedimiento muy similar al descripto (Sun et al., 2001), ha
lanzado algunos hibridos comerciales de alfalfa en los que —dado que la semilla del producto
final ABC se cosecha a granel de todas las plantas- se asegura un minimo de 75% de semilla
hibrida. Esto ultimo hace que, a diferencia de los que pasa con otras especies que utilizan
lineas endocriadas, la composicion de la variedad no sea la misma a traves de los afios. Por
otro lado, y de acuerdo a lo planteado por Childers y Barnes (1972), la herencia tetraploide
de la alfalfa puede dificultar el uso de genes nucleares restauradores de la fertilidad. Como
otra alternativa para capitalizar la heterosis en alfalfa, Brummer (1999) propuso el desarrollo
y el mantenimiento de dos grupos heteroéticos para la obtencién de “semihibridos”, dado que
cuando estos dos grupos se aparean la mitad de la progenie es el resultado de cruzamientos
interpoblacionales y la otra mitad de cruzamientos intrapoblacionales.

Dentro de los métodos intrapoblacionales, la diferencia fundamental entre la
seleccién de plantas individuales y la seleccion de familias radica en las unidades de
seleccion: mientras que en el primer caso soOlo los mejores individuos son elegidos e
interpolinizados, en el segundo las mejores progenies (no los genotipos parentales) son
seleccionadas e intercruzados para producir la siguiente generacién. La seleccion de
familias, ya sea de medio-hermanos o de hermanos completos, es mas efectiva que la
seleccion masal para mejorar caracteres cuantitativos (Rumbaugh et al., 1988). En el caso de
la seleccion dentro de cada familia, la diferencia estriba en que solo los mejores individuos
dentro de cada familia son seleccionados para intercruzarse y producir la siguiente
generacion de seleccion. La seleccién combinada complementa la seleccion entre familias
con la eleccion de individuos dentro de cada familia selecta.

El empleo de pruebas de progenie tiene por finalidad la identificacion de genotipos
superiores a través de la evaluacion de su descendencia. Dado que requieren de una
generacion extra para la evaluacion de los progenitores y de una considerable dedicacion de
recursos, son recomendadas casi exclusivamente para mejorar caracteres de baja
heredabilidad y donde la interaccién genotipo-ambiente puede ser significativa. Es importante
promover la floracion simultdnea del material y, si se emplean abejas para la polinizacion,
considerar el sesgo que la preferencia floral de los insectos puede originar. Mientras que con
las pruebas de polinizacién abierta y de policruza se puede estimar la aptitud combinatoria
general de cada individuo, con las de topcross y cruzamientos dialélicos se puede estimar
tanto la aptitud combinatoria general como la especifica. No obstante, teniendo en
consideracion la gran cantidad de trabajo que requieren, se aconseja que éstos dos ultimos —
y en particular los dialélicos- se utilicen sélo para etapas avanzadas del programa de
mejoramiento, cuando se cuenta con un nuamero reducido de clones y cuando la
determinacion de la aptitud combinatoria especifica sea relevante. El uso de cruzamientos
reciprocos en un dialélico también proporciona informacion sobre los efectos maternos que
pueden influir en el control genético de algunos caracteres. Por su parte, las pruebas de
autofecundacion (Si1) pueden ser muy efectivas cuando se trabaja con caracteres que son
condicionados por acciones génicas aditivas. Si bien la mayoria de los programas de
mejoramiento comerciales no emplean actualmente pruebas de progenie de ningun tipo, por
el requerimiento de tiempo y recursos que suponen, Basigalup et al. (2004) utilizaron con
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éxito la prueba de policruza para la identificacion de padres superiores en el desarrollo de un
cultivar de alfalfa con menor potencial timpanizante.

SELECCION POR MAS DE UN CARACTER

La situacion mas comun que los fitomejoradores enfrentan durante el desarrollo de un
cultivar es la necesidad de mejorar simultaneamente por mas de un caracter. Para ello, se
han disefiado algunos procedimientos que en su conjunto se denominan "técnicas de
seleccidon para caracteres multiples” y que basicamente son las tres siguientes (Busbice et
al., 1972; Rumbaugh et al., 1988): i) niveles independientes de seleccion: para cada
caracter a mejorar se elige un determinado nivel a alcanzar y se retienen, en el mismo ciclo
de mejoramiento, sélo aquellas unidades (plantas individuales o familias) que satisfagan esos
niveles prefijados. Por ejemplo, una fraccion de la poblacién es seleccionada por el caracter
A; seguidamente, de esta fraccion se seleccionan unidades por el caracter B; posteriormente,
de esta nueva fraccion se selecciona por el caracter C; y asi sucesivamente hasta el caracter
n. Finalmente, las unidades seleccionadas por los caracteres A, B, C, ...n son intercruzadas
para producir la siguiente generacién o ciclo de mejoramiento. Este procedimiento es
generalmente utilizado para mejorar caracteres agronémicos. Para evitar posibles problemas
de consanguinidad, es importante partir de una poblacién inicial lo suficientemente
numerosa. Una variante del esquema anterior, utilizada especialmente para el desarrollo de
poblaciones con resistencia multiple a plagas y enfermedades, es la llamada eliminacion
sucesiva, en la que los individuos sobrevivientes a la peste a son expuestos a la peste b, los
sobrevivientes a la peste b son expuestos a la peste c, y asi sucesivamente. Con los niveles
independientes de seleccion y/o sus variantes, la intensidad de seleccion para caracteres
individuales decrece cuando el tamafio de la poblacion y el nimero de individuos retenidos
es mantenido constante; sin embargo, si los caracteres tienen similar importancia econémica
y son genéticamente independientes, el progreso global serd mayor que el obtenido con la
seleccion por cada caracter en forma individual; ii) seleccién en “tandem": se mejora
primero un caracter, por una 0 mas generaciones, hasta alcanzar el nivel prefijado. Luego se
inician los correspondientes ciclos de seleccion para mejorar un segundo caracter, y asi
sucesivamente hasta completar los objetivos planteados. Obviamente, tanto el nimero de
ciclos de seleccion como los niveles a alcanzar pueden variar para cada caracter; y iii)
seleccién por indices: las unidades de seleccion son evaluadas por varios caracteres de
acuerdo a escala definida para cada uno. Esos valores, ponderados por su importancia
genética y/o econdmica, son luego integrados en un indice final. Los individuos o las
progenies que alcancen los més altos valores de ese indice ponderado son utilizados para la
produccion de la siguiente generacion. En general, este procedimiento es mas conveniente
cuando se trabaja con caracteres de alta heredabilidad y cuando existe una correlacién
genética relativamente alta entre esos caracteres. Harris (1963; 1964) aconsejo el uso de
muestras suficientemente grandes -no menos de 1000 individuos- si se quieren minimizar los
errores en la estimacién de las ganancias esperadas con la utilizacién de indices.

Comparando las técnicas anteriormente descriptas, Hazel y Lush (1942) concluyeron
gue la seleccion por indices es mas eficiente que la seleccidén por niveles independientes, y
gue ésta es mas eficiente que la seleccion en tandem, especialmente si los caracteres a
mejorar tienen la misma importancia e igualdad de varianzas y heredabilidades. La
superioridad de los indices de seleccion se incrementa a medida que aumenta el nimero de
caracteres a seleccionar, pero disminuye cuando los caracteres difieren en importancia o
cuando se incrementa la intensidad de seleccion. No obstante su menor eficiencia, la
seleccidén en tandem es menos exigente en recursos e infraestructura. La eleccion entre una
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u otra debera basarse no solo en las cuestiones técnicas planteadas sino también en la
infraestructura disponible y en las particularidades de los caracteres a mejorar. En relacion a
esto ultimo, resulta especialmente importante el momento en que la resistencia a una plaga o
enfermedad se puede expresar o evaluar mejor.

BIOTECNOLOGIA APLICADA AL MEJORAMIENTO DE ALFALFA

El mejoramiento genético convencional utiliza la variabilidad genética ya existente y se
basa en la reproduccion sexual, o que restringe la realizacion de cruzamientos a plantas de
la misma especie y/o especies relacionadas. En algunos casos, la obtenciébn de nuevos
cultivares por medio de técnicas convencionales puede resultar ineficiente, tanto por el
tiempo que se requiere como por el progreso lento que se obtiene; en otros, puede ser
directamente imposible por la ausencia de variabilidad genética. En ese contexto, la
Biotecnologia puede facilitar el desarrollo de materiales mejorados al permitir superar las
limitaciones de los métodos convencionales (Rios et al., 2007). Una descripcion de las
técnicas biotecnoldgicas aplicadas al mejoramiento de la alfalfa se ofrece en el Capitulo 9.

Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares pueden utilizarse para fines tan diversos como la
construccion de mapas genéticos, la caracterizacion de la variabilidad genética de
poblaciones, la deteccion de grupos heteréticos, la deteccién de zonas codificantes para
QTLs (Quantitve Traits Loci), la seleccién asistida y la identificacibn de variedades por
caracterizacion molecular (fingerprinting). Un completo tratamiento de los diferentes
marcadores moleculares y sus aplicaciones se puede encontrar en Ferreira y Grattapaglia
(1998) y en Martin (2002). En el género Medicago se han utilizado, entre otros, RFLP
(Kidwell et al., 1994), RAPD (Barcaccia, 1994; Brummer et al., 1995) y microsatélites (Diwan
et al., 1997). En el caso concreto de la alfalfa cultivada, estos marcadores fueron empleados
para desarrollar un mapa genético (Brummer et al., 1993), para el mapeo de QTLs (Alarcon
Zufiiga et al., 2004), para caracterizar la variabilidad genética en poblaciones (Bonafede et
al., 1999) y para estudios de heterosis (Riday y Brummer, 2004). En INTA Manfredi se esta
desarrollando un sistema de seleccién asistida por microsatélites para identificar individuos
con resistencia a enfermedades (Gieco et al., 2007).

Transformacién genética

La introduccién de genes filogenéticamente diferentes en el genoma de la alfalfa
puede ser de gran utilidad cuando se quieren mejorar caracteres para los que no existe
variabilidad genética convencional. En ese sentido, la obtencién de plantas transgénicas con
resistencia a insectos y enfermedades, tolerancia a herbicidas, mayor calidad forrajera o
tolerancia a estreses abioticos (sequia, salinidad, acidez, etc.) ofrece grandes posibilidades.
Si bien todos estos eventos corresponden a la llamada “primera generacion de transgénesis”,
ya se esta trabajando en los de “segunda generacidon”, que implican -entre otras- la mejora
de la calidad nutricional, la biorremediacion, la reduccion de alergenos o el uso de la alfalfa
como biorreactor para la produccion de vacunas, enzimas, etc. Paralelamente, se estan
dilucidando las bases para los de “tercera generacién”, que supondra la manipulacién de la
estructura de las plantas, la alteracion de los patrones de floracion o de fotosintesis, la
senescencia de hojas, etc.

8 de 31



Sitio Argentino de Produccion Animal

El INTA Castelar (Rios et al.,, 2007) ha desarrollado alfalfas transgénicas con
resistencia a lepiddpteros (genes Bt) y continda trabajando en la resistencia a hongos
patdgenos (glucanasas y quitinasas), en la manipulacion de la biosintesis de taninos
condensados para controlar timpanismo y aumentar la proporcion de proteina pasante, y en
la expresion de antigenos virales (fiebre aftosa, diarrea viral bovina y rotavirus bovino). En
los Estados Unidos, la empresa Forage Genetics ha lanzado al mercado un grupo de
variedades con tolerancia al glifosato (tecnologia RR) que han exhibido un muy buen
comportamiento frente a las aplicaciones del herbicida (Van Deynze et al., 2004). Las
pruebas de evaluacion de estos materiales en la Argentina comenzaron en 2007.

Incorporacion de transgenes

Otra de las implicancias practicas de la autotetraploidia en el mejoramiento de la
alfalfa se relaciona con la introgresion de transgenes para el desarrollo de cultivares
comerciales genéticamente modificados. La tipica variedad transgénica de una especie
diploide posee un transgen proveniente de un unico evento de transformacion, que esta
presente en condicion hemicigota en una Unica ubicacion en el genoma (ejemplo: A-). La
forma de incorporar ese material 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 produccion de hibridos F;
o cultivares, la totalidad de las plantas resultantes de esos cruzamientos tendran el fenotipo
transgénico (A- o AA). Por el contrario, en la alfalfa -debido a su condicion autotetraploide- la
obtencion de indices relativamente altos (> 90%) de transmision del transgen requiere del
intercruzamiento de genotipos parentales que posean el transgen en condicion duplex (AA--),
triplex (AAA-) o cuadriplex (AAAA). Si bien tales individuos podrian desarrollarse a partir de
ciclos de seleccion recurrente fenotipica, no existen en la actualidad técnicas de laboratorio
lo suficientemente precisas y potentes como para discriminar plantas de ese tipo. En
consecuencia, se hace necesaria la utilizacion de pruebas de progenie que permitan la
identificacion de individuos que compartan el mismo fenotipo transgénico. Sin embargo,
ademas del mayor trabajo que supone esta situacion, la seleccion y las pruebas de progenie
incrementan el riesgo de generar una significativa depresion por endocria o deriva genética
(Samac y Temple, 2004). Una alternativa para superar estas dificultades y maximizar la
expresion de caracteres transgéncios en autopoliploides, es el método propuesto por
McCaslin et al. (2002), que se basa en la seleccion asistida por marcadores moleculares y el
uso plantas multihomogénicas, término que describe la presencia de mas de una copia de un
transgen particular en varios loci independientes a lo largo del genoma de una planta
individual. Las plantas que poseen al menos una copia de un transgen determinado
provenientes de dos eventos independientes se denominan “dihomogénicas”. Por ejemplo,
una planta que tenga un transgen en la condicion simplex en el locus A y duplex en el locus
B se denomina “dihomogénica 1,2”, vale decir que su genotipo es A---BB--. Esas plantas
dihomogénicas son luego utilizadas en un proceso de seleccion genotipica recurrente para
introgresar el caracter transgénico de interés en el material de cria.

El método descripto fue utilizado con éxito en el desarrollo de poblaciones de alfalfa
transgénicas con resistencia al herbicida glifosato (Temple et al., 2002). En este caso
concreto se utilizaron cuatro lineas experimentales, cada una conteniendo una copia simple
del transgen provenientes de cuatro eventos independientes (A, B, C y 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’ o
3’ del transgen, mientras que el otro primer se fusiona con la region del flanco
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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 parentales en cada generacion de sintesis a través de un proceso de
seleccion genotipica recurrente. Complementariamente, se desarroll6 un modelo
computarizado para predecir la pureza y la herencia del transgen dominante para un sistema
autotetraploide con dos eventos independientes de transformacion (McCaslin et al., 2002).

MEJORAMIENTO POR RESISTENCIA A PLAGAS

Para mejorar el nivel de resistencia a plagas (enfermedades e insectos dafiinos), el
objetivo es identificar y mantener las plantas individuales de una poblacién que posean
genes de resistencia. Luego, esas plantas son interpolinizadas a fin de cosechar la semilla
gue dara origen a una nueva poblacién con una mayor frecuencia de plantas resistentes. El
empleo de un numero de plantas lo suficientemente grande es fundamental para minimizar
endocria y conservar variabilidad genética para otros caracteres deseables (Elgin et al.,
1988). También es importante conocer las caracteristicas del patégeno en cuestion,
incluyendo sus requerimientos de cultivo o cria, ciclo de vida, hospedantes, distribucion
geografica, generacion de razas o biotipos, importancia econdémica, etc.

A fin de aumentar la eficiencia de trabajo es necesario desarrollar protocolos de
seleccién que —combinando procedimientos de laboratorio, invernaculo, camara de cria y/o
campo- permitan una adecuada identificacion de los genotipos resistentes. La finalidad es
reproducir las mejores condiciones ambientales para que el patdgeno desarrolle en
condiciones optimas y, a traves de sus dafos, permita identificar las plantas deseables en la
poblacién. Ademas de permitir evaluar un gran niamero de genotipos en un plazo de tiempo
razonable y adecuado, un protocolo ideal debe ser sencillo, estable, reproducible, objetivo,
efectivo y preciso. Por otro lado, es importante que exista una alta correlacion entre el
comportamiento de los genotipos seleccionados bajo esas condiciones y su posterior
comportamiento a campo. Complementariamente, es conveniente determinar si la resistencia
en cuestion se expresa de la misma forma en los distintos estadios fenoldgicos de la planta.
La North American Alfalfa Improvement Conference (NAAIC) publica en Internet la
serie completa de pruebas estandarizadas que se han establecido para la caracterizacién de
los niveles de resistencia a los principales insectos y enfermedades de importancia
econOmica. Alli se especifican las condiciones de cultivo o cria, las condiciones ambientales
de las pruebas y los testigos (cultivares o lineas experimentales) resistentes y susceptibles a
emplear en cada caso. En un programa de mejoramiento, las plantas identificadas como
resistentes a través de esos protocolos se intercruzan para producir la siguiente generacion
de seleccion.

Resistencia a enfermedades

La seleccion fenotipica recurrente ha sido el método de mejoramiento mas
exitosamente empleado en el desarrollo de cultivares de alfalfa resistentes a enfermedades.
Otra técnica interesante es el cruzamiento complementario de cultivares (Elgin (Jr.) et
al.,1983). El retrocruzamiento se utilizé en unos pocos casos (Murphy y Lowe, 1966; Peaden
et al., 1976), pero ya ha caido en desuso.

En la mayoria de los casos, la resistencia a enfermedades esta condicionada por uno
0 pocos genes con grado variable de dominancia (Elgin et al, 1988), lo que hace que el
progreso de seleccion sea relativamente rapido. Otro aspecto interesante es que, por lo
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general, los genes de resistencia a distintas enfermedades no estan ligados y actdan en
forma independiente unos de otros. Afortunadamente, la produccién de razas fisioldgicas o
patogénicas es insignificante en la mayoria de los patdégenos, habiéndose registrado solo
unas pocas excepciones en C. trifolii (Welty y Mueller, 1979) y Peronospora trifoliorum
(Stuteville, 1973).

Resistencia a insectos

La resistencia a los insectos esta usualmente condicionada por caracteristicas de la
planta y por condiciones ambientales, que en conjunto con la plaga determinan una serie de
complejas interacciones insecto-hospedante. Sorensen et al. (1988) clasifican la resistencia
de las plantas en cinco grados: alta resistencia, resistencia intermedia, baja resistencia,
susceptibilidad y alta susceptibilidad. También definen las siguientes categorias de
resistencia funcional: i) pseudoresistencia, que es una resistencia transitoria en plantas
potencialmente susceptibles y que comprende tres subclases: escape, evasion y resistencia
inducida; ii) hipersensibilidad, que es una rapida respuesta de la planta expresada en la
necrosis prematura del tejido afectado; iii) resistencia en planta adulta, que se expresa sélo
en plantas maduras; y iv) resistencia juvenil, que es resistencia que se expresa en plantula. A
su vez, Painter (1951) defini6 a los mecanismos de resistencia de las plantas en tres
conceptos: no-preferencia, antibiosis y tolerancia. Posteriormente, Kogan y Ortman (1978)
propusieron el término antixenosis en vez de no-preferencia, dado que éste ultimo hace
referencia al comportamiento de los insectos y no a propiedades de la planta en si. La
produccion de compuestos quimicos por parte de las plantas juega el papel mas importante
en la determinacion de la resistencia a insectos y es la responsable de lo que se conoce
como antibiosis. Las caracteristicas morfolégicas —color, tricomas, cera, lignificacion, etc.-
que interfieren con la alimentacion, la digestion, la locomocion o la oviposicion de los insectos
son las que determinan la antixenosis. La tolerancia hace referencia a la capacidad de la
planta para seguir produciendo econémicamente a pesar de tener una carga de insectos lo
suficientemente alta como para dafar a un hospedante susceptible.

La seleccidn fenotipica recurrente, en conjunto con la seleccién en tandem o el uso de
niveles independientes de seleccion, ha sido muy efectiva en el desarrollo de cultivares con
resistencia multiple a insectos. El cruzamiento complementario de cultivares también ha sido
exitoso en la obtencién de materiales resistentes (Sorensen et al., 1988).

PROGRAMA DE MEJORAMIENTO DE ALFALFA EN INTA MANFREDI

El programa de mejoramiento genético de alfalfa de INTA Manfredi tiene por finalidad
la obtencion de cultivares comerciales de grados de reposo invernal (GRI) intermedio (6-7) a
sin reposo (8-10), de muy buen rendimiento de forraje, alta persistencia y buenos niveles de
resistencia combinada a insectos y enfermedades. Para ello, se utilizan la seleccion
fenotipica de genotipos destacados en condiciones de campo (pastoreo o corte), los
cruzamientos complementarios de cultivares y los ciclos de seleccion fenotipica recurrente
para resistencia a antracnosis (Colletotrichum trifolii Bain & Essary) (Figura 1), a
podredumbre himeda o fitoéftora (Phytophthora mnegasperma Drechs. f .sp. medicaginis)
(Figura 2) y a los pulgones azul (Acyrthosiphon kondoi Shinji) y moteado (Terioaphis trifolii
Monnell) (Figura 3), de acuerdo a los protocolos definidos por la NAAIC.
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Figura 1. Protocolo de seleccion para resistencia a C. trifolli: a) cultivo del hongo y recuento de
esporas; b) pulverizacién de plantulas con suspension de esporas; ¢) cAmara humeda (24-72 h) para
favorecer la infeccion; y d) identificacion de genotipos resistentes. Adaptado de NAAIC.

Figura 2: Protocolo de seleccion para resistencia a P. megasperma: a) cultivo de plantas en
condiciones de alta humedad y suelo infestado; b) extraccion de plantas; c) lavado de plantas
individuales; y d) clasificacion por sintomatologia (izq. a der.): las tres primeras susceptibles, las dos
ltimas resistentes. Adaptado de NAAIC.
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Figura 3: Protocolo de seleccién para resistencia a A. kondoi y T. maculata: a) cria de pulgones en
condiciones controladas sobre tallos de alfalfa; b) y c) infestacién de plantulas y desarrollo de dafio; y
d) identificacién de genotipos resistentes (R) y susceptibles (S). Adaptado de NAAIC.

Durante la seleccidbn a campo, se conservan las plantas vigorosas y con coronas
compactas y se eliminan los individuos afectados por corchosis (Xylaria spp.), por el
complejo de podredumbres de corona y raiz (Fusarium spp., Phoma spp., Rhizoctonia spp.,
Colletotrichum spp., etc.) o por enfermedades foliares.

Las plantas selectas —provenientes tanto de la seleccibn a campo como de los
insectarios y/o de los infectarios- se agrupan por GRI, se transplantan a jaulas de
intercruzamiento con abejas meliferas (Apis mellifera) y se conducen de ahi en mas como
variedades sintéticas. La produccién de semilla prebasica o breeder se lleva a cabo en la
EEA Manfredi. La produccién de semilla fundacion o basica de cada sintético se hace en
INTA San Juan, donde las condiciones ambientales son mas propicias para la obtencion de
buenos niveles de produccién de semilla de calidad. La evaluacion de la produccién de
forraje y persistencia de los sintéticos avanzados (Sin-2 o Sin-3) se hace bajo condiciones de
corte en una red interna que incluye seis localidades y series de ensayos que se conducen
por tres afos. Los materiales que se destacan en todas las localidades son caracterizados e
inscriptos como nuevos cultivares. Los mas recientes lanzamientos del programa fueron los
cultivares ProINTA Lujan (GRI 6), ProINTA Patricia (GRI 7), ProINTA Super Monarca (GRI 8)
y ProINTA Mora (GRI 9). En los Cuadros 1 y 2 se resumen los excelentes niveles de
produccién forrajera que exhibieron en la Red de Evaluacion de Cultivares de Alfalfa del
INTA.
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Cuadro 1: Produccién acumulada de forraje del ensayo de reposo intermedio
ALFARI 2002 en cuatro localidades de la Regién Pampeana. Avances en Alfalfa N°
16 (Spada, 2006).

————————————————————— Produccion acumulada (Tn MS ha™) ---------eeeemmmnav

Cultivar M. Juéarez Manfredi Rafaela Anguil z
2002/06 2002/05 2002/06 2002/06
ProINTA Patricia 110,56 a 47,39 a 67,99 a 29,66 a 255,60
ProINTA Lujan 107,69 a 45,07 a 49,40 a 32,27 a 234,43
WL 442 103,36 a 42,02 b 58,39 a 26,23 a 230,00
Candombe 102,81 a 39,35 b 55,26 a 30,29 a 230,00
5683 91,16 b 43,19 b 56,64 a 29,33 a 220,32
Gala 96,57 b 38,81 b 49,40 a 27,68 a 212,46
Victoria SP INTA 87,74 b 42,09 b 45,63 a 25,11 a 200,57
Tango 88,16 b 3433 ¢ 48,62 a 28,75 a 199,86
S711 78,11 c 3322 ¢ 41,96 a 27,28 a 180,57
Key Il 63,05 d 30,67 ¢ 33,07 b 22,32 a 149,11
Promedio 92,92 39,61 51,17 27,89
CV (%) 55 8,3 21,1 14,2

Valores seguidos por igual letra no difieren significativamente (DGC a = 0.05).

Cuadro 2: Produccién acumulada de forraje del ensayo sin reposo ASRI 2004 en
cuatro localidades de la Region Pampeana. Avances en Alfalfa N° 18 (Spada, 2008).

——————————————————— Produccién acumulada (Tn MS ha*)

Cultivar M. Juarez Manfredi Rafaela Anquil )
2004-08 2004-07 2004-08 2004-08
Cautiva 88,20 a 29,99 b 70,50 a 1561 b 204,30
ProINTA
Super Monarca 91,34 a 3285 b 62,44 a 16,19 b 202,82
Bacana 88,65 a 31,90 b 66,09 a 15,00 b 201,64
ProINTA Mora 88,39 a 32,40 b 59,49 b 19,04 a 199,32
5939 80,98 b 3343 b 61,91 a 17,27 a 193,59
Baralfa 9242 83,36 b 33,13 b 62,02 a 14,17 b 192,68
Monarca SP INTA 82,50 b 27,78 b 63,23 a 18,01 a 191,52
969 84,72 a 30,67 b 61,50 a 1405 b 190,94
Armona 78,24 b 2952 b 62,37 a 15,06 b 185,19
Maricopa 79,18 b 30,61 b 61,43 a 1268 b 183,90
Villa 83,39 b 29,80 b 52,82 b 17,65 a 183,66
Yolo 80,65 b 2994 b 56,23 b 14,89 b 181,71
Exp. 1048 84,16 b 30,99 b 4515 b 14,89 b 175,19
Medina 81,62 b 25,62 b 46,69 b 17,37 a 171,30
Franca 76,02 b 23,19 b 4415 b 20,43 a 163,79
ZZ 809S 75,69 b 2553 b 46,76 b 1358 b 161,56
MH RD1-SS 79,01 b 25,76 b 36,02 ¢ 1591 b 156,70
Bar 814 73,92 b 24,48 b 30,27 ¢ 1563 b 144,30
Promedio 82,85 30,30 58,49 15,97 187,61
CV (%) 4,2 19,4 10,3 12,1

Valores seguidos por igual letra no difieren significativamente (DGC a = 0.05).
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MEJORAMIENTO POR CARACTERES ESPECIFICOS

Ademas del mejoramiento que se focaliza en la obtencion de altos niveles productivos
para ambientes sin mayores restricciones, puede ser necesario mejorar también otros
caracteres de importancia. Dentro de éste Ultimo grupo se encuentran —entre muchos otros-
la menor propension a causar timpanismo y la tolerancia a condiciones de salinidad y acidez.
A continuacion se resefiaran los adelantos mas recientes en el mejoramiento de algunos de
ellos o se resumiran los avances en el desarrollo de técnicas de seleccion.

Timpanismo

De acuerdo con Howarth et al. (1988), y en base a la comparacion entre especies de
leguminosas timpanizantes y no-timpanizantes, el desarrollo de alfalfas no timpanizantes
puede llevarse a cabo a través de: 1-) la incorporacion 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 y 2-) la seleccién de plantas con menor tasa inicial de
desaparicion ruminal (TIDR). En el primer caso, la accién antiespumogena de los taninos
condensados impide la formacién de espuma estable en el rumen, lo que hace que el gas
producido por la fermentacién microbiana pueda ser expulsado por eructacion y no retenido
en microburbujas esparcidas por el rumen (McMahon et al., 2000; Gruber et al., 2001). En el
segundo caso, las plantas con menor TIDR, al poseer paredes celulares mas gruesas,
retardan la accion de la microflora e impiden la liberacién explosiva de los contenidos
celulares al rumen, haciendo que el nivel de gas producido no alcance —en la mayoria de las
veces- el umbral necesario para producir timpanismo (Howarth et al., 1978; Howarth et al.,
1982a; Howarth et al., 1982b).

El INTA Manfredi, en base a la teoria de la menor desaparicién inicial, inici6 en 1991
un programa de mejoramiento genético para la obtencién de un cultivar con menor potencial
timpanizante. El criterio de seleccion fue la menor velocidad inicial de desaparicion ruminal,
medida in situ a las 4 h de permanencia en el rumen de novillos fistulados. El método de
mejoramiento combind la seleccién fenotipica y genotipica (prueba de progenie por policruza)
en un proceso recurrente, que incluyo la utilizacion de jaulas de policruzamiento con abejas
meliferas. En cada ciclo de seleccion se evaluaron entre 1200 y 1850 plantas individuales,
con tres repeticiones ciclo™ y en dos épocas del afio (primavera y verano) (Basigalup et al.,
2004). Después de tres ciclos de seleccion y de numerosas evaluaciones, se lanzé al
mercado en 2006 el cultivar sin reposo invernal (GRI 8) ProINTA Carmina, que exhibié en
promedio una TIDR 22,6% menor que la de la poblacion original.

ProINTA Carmina fue evaluada bajo condiciones de pastoreo en ensayos realizados
dentro unidades del INTA, conducidos entre 2003 y 2006 (Basigalup et al., 2007). Los
ensayos fueron conducidos de acuerdo con el sistema de “desafios” y creando condiciones
sumamente predisponentes para la ocurrencia de timpanismo. La estimacion del grado de
timpanismo se basé en una escala visual de 0 (no-timpanismo) a 5 (timpanizacién critica, con
inminente muerte si no habia tratamiento). ProINTA Carmina presentd mas casos de no-
timpanismo (grado 0) y menores frecuencias de animales con sintomatologia leve a
moderada (grados 1, 2 y 3). Es decir que los novillos pastoreando ProINTA Carmina
presentaron menor incidencia de timpanismo que aquellos que pastorearon el cultivar testigo
(p<0,05); ademas, esas diferencias fueron consistentes a lo largo de los desafios.

También se realizaron evaluaciones en campos de productores con la finalidad de
evaluar el comportamiento de ProINTA Carmina en condiciones de produccion comercial y
empleando la misma escala de apreciacion visual descripta anteriormente. Dos de esos
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ensayos se condujeron en la Estancia “La Angelita” (Buchardo, Cordoba). El primero se
sembré en marzo de 2006 e incluyé dos potreros de 25 ha: uno con ProINTA Carmina y otro
con el cultivar testigo. La alfalfa (7,5 kg ha™) se consoci6 con 3 kg ha' de festuca alta
(Festuca arundinacea Schreber) y 3 kg ha™ de cebadilla criolla (Bromas catharticus Vahl.).
Cada potrero se pastore6 con una carga de 100 novillos con un peso individual promedio de
280 Kkg. Los resultados de 100 dias de pastoreo mostraron que ProINTA Carmina tuvo no
s6lo menor niumero de animales timpanizados sino también menor frecuencia de casos
moderados a graves (Figura 4). El segundo ensayo se implanté en abril de 2007 sobre dos
lotes de 48 ha sembrados con una mezcla forrajera similar a la anterior. Cada potrero se
pastored con una carga de 250 novillos con un peso individual promedio de 230 kg. Después
de 70 dias de evaluacion, se observdé que ProINTA Carmina tuvo un significativamente
menor numero de grados moderados a severos (Figura 5). En esta prueba se calculo
también el indice de timpanismo (= cantidad de casos x grado de severidad), que en el
testigo fue el doble del registrado en ProINTA Carmina: 487 vs. 238.En funcion de un posible
efecto detrimental que la seleccidon por paredes celulares mas gruesas pudiera tener en la
digestibilidad y el en el consumo, se condujo un ensayo bajo condiciones de corte en la EEA
Manfredi. El objetivo fue comparar la calidad forrajera de ProINTA Carmina frente a la del cv.
Barbara SP INTA (testigo) en tres estados fenologicos: vegetativo tardio, botén floral y 10%
de floracion. Los ensayos tuvieron un disefio de bloques completos aleatorizados con tres
repeticiones y parcelas 1 x 5 m. Las determinaciones quimicas se realizaron sobre planta
entera y de acuerdo a las técnicas tradicionales de Van Soest (fibra detergente neutro o FDN
y fibra detergente &cido o FDA) y Kjeldahl (nitrégeno total x 6,25 = proteina bruta). Los
resultados obtenidos se resumen en el Cuadro 3. En general, no se detectaron diferencias de
calidad entre las dos variedades. S6lo en el estado de boton floral se detectdé una mayor
concentracion de fibra y un menor contenido de proteina bruta en ProINTA Carmina respecto
del testigo, resultado esperable dado que el proceso de seleccién por menor desaparicion
inicial que dio origen a ProINTA Carmina fue realizado en ese estado de madurez.

b
b
a
b
a

b a

a a a
T

Total Grado1 Grado2 Grado3 Gradod Grados

Empaste

E Carmina . Testigo |

% de empaste sohre el total de animales
s

Figura 4: Frecuencia de grados positivos de timpanismo (escala 1= ligero a 5=
tratamiento o muerte) en Estancia “La Angelita” durante el periodo octubre 2006/febrero
2007. Barras con la misma letra no difieren estadisticamente (Kruskal-Wallis, a = 0,05).
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Figura 5: Frecuencia de grados de timpanismo (1= ligero a 5= tratamiento o muerte) en
Estancia “La Angelita” durante la temporada 2007/2008.

Cuadro 3: Valores promedio (12 cortes) de calidad de ProINTA Carmina y de
Barbara SPI para tres estados fenolégicos. EEA Manfredi 2002/04.

Estado Cultivar Dig. (%) FDN (%) EDA (%) PB (%)
Vegetativo Carmina 65,20 a 28,62 a 20,74 a 26,15 a
Barbara 66,31 a 28,27 a 19,68 a 26,78 a
Botén floral  Carmina 62,00 a 32,70 a 25,60 a 23,78 a
Barbara 62,60 a 30,72 b 22,79b 25,73 b
10% Flor Carmina 60,81 a 31,62 a 24,21 a 22,73 a
Barbara 61,17 a 31,62 a 23,96 a 23,56 a

Dentro de cada estado de madurez, los valores seguidos de la misma letra no difieren
estadisticamente (LSD, a = 0,05).

En base a todos los resultados anteriores se concuyo que ProINTA Carmina fue capaz
de disminuir la incidencia de timpanismo entre 23% y 50% y que, en general, no se
registraron diferencias de calidad forrajera con los testigos utilizados, salvo una mayor
concentracion de fibra en el estado de botdn floral. Esto indica que ProINTA Carmina puede
contribuir significativamente al control del problema, aunque es importante tener presente
gue no lo elimina. En consecuencia, se recomienda utilizarla en consonancia con otras
medidas de prevencion, como la vigilancia frecuente de la tropa de animales, la ausencia de
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ayunos prolongados, el no pastoreo en estados muy inmaduros, y eventualmente el uso otras
tecnologias especificas de control.

Tolerancia al aluminio (Al) y la acidez

En los ambientes tropicales suele ser importante el desarrollo de cultivares de alfalfa
con tolerancia a condiciones de acidez y, particularmente, a altas concentraciones de Al. Se
han propuesto diferentes métodos para evaluar la tolerancia al Al en muchas especies de
importancia agronomica. Gran parte de ellos miden la inhibiciébn del crecimiento radical, la
acumulacion de Al dentro de la raiz, o la produccion de biomasa de plantas que crecen en
una solucion con cantidades variables de Al. En otros casos, se han sugerido métodos in
vitro que evaltan el desarrollo de células en medios de cultivo que contienen Al. Para una
revision completa del tema se sugiere consultar el trabajo de Samac y Tesfaye (2003).

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 apice 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 &cidos organicos -como citratos, oxalatos, malatos y succinatos- que quelan el Aly lo
excluyen del &pice 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, torndndolo no disponible para
la raices (Degenhardt et al., 1998). En otros casos, se ha sugerido que el mucilago del
capuchén radical contribuye a formar una barrera que impide al apice tomar contacto con el
Al (Henderson y Ownby, 1991; 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 acumulan 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).

Para el caso concreto de la alfalfa, Devine et al. (1976) propusieron utilizar macetas
con suelo acido y concentraciones téxicas de Al para comparar el crecimiento de las plantas
e 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 &cidos con pH similares pueden variar
significativamente sus valores de saturacion de Al. Una variante del método anterior es el
cultivo de plantas directamente en suelos &cidos, bajo condiciones reales de campo; no
obstante, su uso esta limitado a so6lo aquellos lugares en donde la disponibilidad de tales
suelos es abundante. Para obviar este problema, Villagracia et al. (2001) propusieron cultivar
las plantas en arena y regarlas con soluciones que proporcionen, ademas 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: aquellas plantulas que alcanzan el agar en menor tiempo son
consideradas 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, con el objetivo de discriminar genotipos
tolerantes al Al, también ha sido propuesto para varias especies y para alfalfa (Baligar et al.,
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2002). En general, las plantas son mantenidas primeramente en una solucién de bajo pH y
luego son colocadas en otra solucion con valores toxicos 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 AIMIAIO. El método
es bastante rapido y permite comprar un alto nUmero de genotipos en poco tiempo y espacio
fisico, pero tiene el inconveniente de que, al compararse 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 concentracién ideal
de Al en el medio, al igual que mantenerla a lo largo del periodo de evaluacién 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 a evaluar con una solucion &cida de Al
y -una vez eliminado el exceso de Al con agua- tefiir las raices con una solucion de
hematoxilina (0,2%) + NalO3; o Kl (0,02%): las plantas tolerantes son las que presentan
ninguna o muy escasa coloracion. Entre las ventajas del método 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 programa
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, lo que puede hacer que se eliminen plantas
potencialmente tolerantes bajo otras condiciones. Resumiendo, puede decirse que todos los
métodos que emplean evaluacién en soluciones liquidas (con o sin colorantes) son efectivos
para identificar tolerancia al Al; sin embargo, s6lo en unos pocos casos se ha visto una
aceptable correlacion entre la tolerancia observada bajo condiciones experimentales y la
obtenida en suelos &cidos (Samac y Tesfaye, 2003).

El empleo de métodos de cultivo in vitro ofrece un potencial interesante no sélo para
identificar genotipos tolerantes a la acidez/Al, sino también para investigar la respuesta
celular al problema. Una ventaja 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 liquidas, 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 utilizacién de la seleccion in vitro en programas de mejoramiento
supone que la tolerancia al Al identificada a nivel celular se exprese también a nivel de planta
entera. En alfalfa, Parrot y Bouton (1990) observaron 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 téxicas de Al para inducir la formacion de callos
y el desarrollo de embriones y plantas mas tolerantes.

Para el desarrollo de germoplasmas de alfalfa tolerantes a suelos acidos y/o con
niveles toxicos de Al, DallAgnol et al. (1996) compararon las siguientes técnicas de
evaluacion: a) seleccion en macetas tubulares con suelo acido (pH.g. = 4,7; Alke = 0,29 cmol
kg*; Ca = 0,283 cmol kg*; P = 7 kg ha™); b) selecciéon en macetas tubulares con suelo acido
+ una capa superficial de suelo encalado y fertilizado (pH.q.= 6,5 ; Alke = 0,0 cmol kg*; Ca =
1,80 cmol kg*; P = 72 kg ha™); c) seleccion divergente en cultivo de tejidos por alta y baja
relacién de crecimiento de callos en medios con y sin Al (cociente AI'/Al); d) seleccion en
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tandem entre suelo acido (selectas en a) y alta relacion de crecimiento de callos (selectas en
c); y e) seleccion en tandem entre suelo acido + capa superficial de suelo encalado y
fertilizado (selectas en b) y alta relacion de crecimiento de callos (selectas en c). Todas las
poblaciones desarrolladas 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 mayoria de las poblaciones experimentales
presentd mayor crecimiento de raices y forraje que la poblacién original (sin seleccionar),
pero soélo la obtenida sobre suelo &cido exhibié mayor desarrollo que las otras en suelo acido
+ una capa superficial de suelo encalado. En suelo encalado, ninguna poblacion
experimental tuvo menor desarrollo que la poblacién original. La seleccion in vitro (cultivo de
tejidos) no mejoro la tolerancia al Al. En términos de éxito y de requerimientos de tiempo y
recursos, los autores concluyeron que la seleccion directa sobre suelo &cido era la forma
mas efectiva de desarrollar variedades de alfalfa tolerantes a la acidez/Al.

Aplicando la seleccion directa de fenotipos tolerantes en suelo &cido, 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 contenido 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, resulté
inaceptable desde el punto de vista agrondémico, tanto que los autores concluyeron que eran
necesarios mayores niveles de tolerancia a la acidez para alcanzar rendimientos
econdmicamente viables (Bouton y Radcliffe, 1989). A fin de ampliar la busqueda de
variabilidad genética para tolerancia a la acidez, Bouton (1996) evalué las 200 accesiones de
la colecciébn ndcleo de Medicago perennes de los Estados Unidos, utilizando una
combinacion de suelo &cido y suelo encalado y fertilizado (capa superficial). Como medida de
tolerancia uso el peso seco de las raices que lograron penetrar la capa subsuperficial de
suelo &cido en relacion al testigo tolerante (GA-AT). Asumiendo que la coleccién nucleo es
una representacion bastante aproximada de la variabilidad existente en la coleccion general,
el trabajo concluyd que la deteccion de fuentes de tolerancia en la coleccién completa seria
muy poco probable.

Sintetizando todo lo anterior, puede decirse que el desarrollo de variedades de alfalfa
realmente tolerantes a la acidez/Al por medio del mejoramiento tradicional aparece como
muy dificil en el futuro cercano. A las complicaciones metodoldgicas explicitadas mas arriba,
se suman la herencia autotetraploide del cultivo y las restricciones que impone la depresion
por endocria, elementos que pueden enmascarar la expresion de la tolerancia. El empleo de
técnicas biotecnolédgicas 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 tolerancia al Al en alfalfa diploides; obviamente,
esto facilitaria la seleccién 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/o aumenten la produccion de acidos organicos que excluyan al Al del
apice radical también abren algin camino alternativo para el futuro. Tesfaye et al. (2001)
informaron la produccién de plantas transgénicas de alfalfa que sobreexpresan la enzima
malato-dehidrogenasa en el apice de la raiz, lo que incremento siete veces la exudacion de
acidos organicos (malatos, oxalatos, citratos, succinatos y acetatos) respecto del control no
transgénico y disminuyo 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 transgéncias impactaron positivamente no soélo en la
diversidad y en la actividad de la microflora rizosférica sino también en la disponibilidad de
macro y micronutrientes para las plantas.
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Tolerancia a la salinidad

De acuerdo con Smith (1994) se pueden identificar en alfalfa tres estados de
crecimiento bajo condiciones de salinidad: a) germinacién, que incluye la imbibicién, 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 elongacién del hipocotilo y la expansién de
los cotiledones hasta el inicio del desarrollo de tallos secundarios; y c) crecimiento de la
planta madura, que se inicia con el desarrollo de los tallos secundarios y llega hasta la
cosecha y los posteriores rebrotes. Segun numerosos trabajos que investigaron la
germinacién de la alfalfa bajo condiciones de salinidad, tanto el porcentaje como la tasa de
germinacion se ven disminuidos a una concentracion salina > 150 mM NacCl, y que ninguna o
muy poca germinacion se observa a un nivel de estrés osmoético-salino entre 300 y 500 mM
NacCl. A diferencia de la situacion anterior, existen relativamente pocos estudios referidos a la
respuesta de la alfalfa a la salinidad durante la emergencia y el establecimiento del cultivo.
McKimmie y Dobrenz (1987) observaron que cerca del 75% de las plantulas emergidas
sobrevivian durante dos semanas cuando eran irrigadas por inundacién 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 NacCl), solo se reduce
el rendimiento de la fitomasa aérea (menos tallos y mas cortos); ii) a niveles intermedios de
estrés, la reduccion del crecimiento es acompafada por una decoloracién de los foliolos en
plantas jovenes, lo que esta asociado a una mayor suculencia de hojas y tallos (Smith, 1994),
una coloracion verde oscura o verde-azulada de las hojas mas 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).

McKimie y Dobrenz (1991) detectaron variabilidad fenotipica referida a sobrevivencia y
crecimiento de plantas de alfalfa sometidas a estrés salino; el grupo de individuos tolerantes
exhibié una menor concentracién 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 relacionada a menores
concentraciones iénicas (Na*, CI") en hojas (Rogers, 1998), a mayores potenciales hidricos y
a crecimientos mas vigorosos, lo que puede ser util para diluir las acumulaciones iénicas
(Kapulnik et al., 1989; McKimmie y Dobrenz, 1991). La exclusién de las sales puede ocurrir
primariamente a nivel radicular, lo que aseguraria menores concentraciones salinas en los
tejidos internos en comparacion con el suelo (Noble et al., 1984). Segun Talibart et al. (1994)
la adaptacion al estrés osmatico parece estar regulada por al menos dos osmoprotectores.

En los dltimos afios, se han propuesto técnicas de screening que se basan en la
estimacion del funcionamiento normal de la planta a nivel celular, lo que permite una
temprana deteccién de la tolerancia no so6lo 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 situacion de estrés. Ambas técnicas son rapidas
y no destructivas, lo que las hace muy apropiadas para ser implementadas en un programa
de mejoramiento. La técnica bioeléctrica puede ser una buena alternativa frente a la
estimacion de la tolerancia a salinidad a través de la medicién del rendimiento forrajero en
planta adulta, que demanda tiempo y espacio. Por otro lado, aparece como una manera
efectiva para seleccionar por el resultado final de una larga serie de factores de la planta que
interactdan para desarrollar tolerancia a la salinidad.
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Usualmente, los programas de mejoramiento genético para desarrollar materiales
tolerantes a la salinidad se han focalizado en las etapas de la germinacién, emergencia y
plantula (Al-Khatib et al., 1993; McKimmie y Dobrenz, 1987). Sin embargo, y de acuerdo con
Johnson et al. (1991), actualmente se reconoce la importancia de incorporar la seleccién 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 méas fielmente 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, parecerian ser mas apropiados que la lixiviacion de sales a través del suelo utilizando
riego con soluciones salinas (Smith, 1994). Complementariamente, se han propuesto indices
de evaluacion que incluyen porcentaje 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 en base al porcentaje de
dafio en las hojas. Dos generaciones de seleccion fenotipica recurrente fueron suficientes
para incrementar significativamente 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 materiales tolerantes, que han exhibido un grado variable
de germinacion y sobrevivencia en condiciones controladas (invernéaculo). En ellos, pueden
citarse los germoplasmas AZ-90NDC-ST (Jonson et al., 1991), AZ-97TMEC y AZ-97MEC-ST
(Al-Doss y Smith, 1998) y el cv Salado (Dowes, 2000). En Argentina, se han desarrollado los
cultivares Salinera INTA (Ochoa, 1980) y Trinidad 87 (Ochoa y Anzardi, 1996). Desde 2006
el INTA Santiago del Estero, con el apoyo de INTA Manfredi, ha puesto en marcha un
programa de seleccion fenotipica recurrente para la obtencidn de poblaciones de alfalfa
tolerantes a salinidad. Mediante evaluaciones en condiciones de campo, con suelos de
salinidad moderada a alta, se busca identificar genotipos que sean capaces de sobrevivir y
producir forraje en esas condiciones ambientales (Figura 8).

También existen posibilidades concretas de desarrollar nuevos materiales a través del
uso de técnicas moleculares, tal como lo propuso tiempo atras Winicov (1998). En Argentina,
investigadores de la Universidad Nacional del Litoral han podido clonar del girasol el gen
Hahb-4 (de la familia HD-Zip), que incorporado al genoma de Arabidopsis thaliana ha sido
capaz de conferir tolerancia a sequia y salinidad (Chan et al., 1998; Chan y Gonzélez, 1994;
Dezar et al., 2005a; Dezar et al., 2005b). En el caso concreto de la alfalfa, se han iniciado
acciones exploratorias para evaluar la posibilidad de desarrollar variedades tolerantes
mediante el uso de este transgen.

CONSIDERACIONES FINALES

Los conocimientos generados sobre la herencia autotetraploide de la alfalfa y los
mecanismos que favorecen su alogamia, han sentado las bases para definir los métodos de
mejoramiento mas efectivos para la especie. En ese contexto, y utilizando la extensa
variabilidad genética del complejo Medicago sativa, se ha desarrollado en el mundo una
enorme cantidad de cultivares adaptados a los mas diversos ambientes. EI mejoramiento
también ha sido efectivo para la obtencion de resistencia multiple a la mayoria de plagas y
enfermedades de importancia econdmica. Mas recientemente, la aplicacion de técnicas
moleculares abrié perspectivas interesantes para el mejoramiento de caracteres mas dificiles
de abordar por procedimientos convencionales, como la tolerancia a herbicidas, la resistencia
a lepiddpteros, la disminucion de lignina, la tolerancia a estreses abioticos y la sintesis de
taninos condensados. En Argentina, el INTA —a través de una activa vinculacion con el sector
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privado- ha lanzado al mercado cultivares de excelente produccion y persistencia, y ha
desarrollado un cultivar con menor potencial timpanizante.
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