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MEJORAMIENTO DE ALFALFA (MEDICAGO SATIVA L.) Y AVANCES
OBTENIDOS

IMPROVEMENT OF ALFALFA (MEDICAGO SATIVA L.) AND OBTAINED
PROGRESS

Palabras indice adicionales: alfalfa transgénica, mejoramiento convencional.

RESUMEN

La alfalfa (Medicago sativa L.) es una especie perenne de las mas importantes a
nivel mundial como recurso forrajero en la produccion ganadera por su alto nivel de
produccién de biomasa y valor nutritivo. El criterio de manejo de alfalfa es el principal
factor que condiciona el rendimiento y la persistencia del cultivo, pero existen formas
de mejorar estas caracteristicas utilizando mejoramiento genético por medio de
técnicas tradicionales, que hacen uso de la variabilidad genética natural presente
en la planta, y técnicas de ingenieria genética adaptadas a las limitaciones que tiene
alfalfa, debidas a su autotetraploidia e incompatibilidad sexual entre plantas por su
autoesterilidad, permitiendo asi la manipulacién tanto de genes nativos como de
otras especies y su introduccion en alfalfa, siendo estrategias fundamentales para
mejorar caracteres de importancia como el grado de reposo invernal, produccién de
forraje, persistencia y mejorar la resistencia a estrés abidtico y bidtico. La
preocupacion permanente en la busqueda de una alfalfa ideal con mejoramiento
genético puede ser prometedora y desafiante. Por ello, la presente monografia se
dedicé a recopilar informacion en avances obtenidos de mejoramiento genético de
alfalfa y el éxito de diferentes metodologias para producir plantas que tengan mayor
productividad, calidad nutricional y persistencia.

SUMMARY

Alfalfa (Medicago sativa L.) is a perennial species that is one of the most important
worldwide as a forage resource in livestock production due to its high biomass
production and nutritional value. The alfalfa management criteria are the main factor

that determines the yield and persistence of the crop, but there are ways to improve



these characteristics using genetic improvement through traditional techniques,
which make use of the natural genetic variability present in the plant, and techniques
through genetic engineering adapted to the limitations that alfalfa has, due to its
autotetraploidy and sexual incompatibility between plants due to its self-sterility, thus
allowing the manipulation of both native genes and other species and their
introduction into alfalfa, being fundamental strategies to improve characteristics of
importance such as degree of winter rest, forage production, persistence, and
improving resistance to abiotic and biotic stress. The permanent concern in the
search for an ideal alfalfa with genetic improvement can be promising and
challenging. Therefore, this monograph was dedicated to collecting information on
advances in the genetic improvement of alfalfa and the success of different
methodologies to produce plants that have greater productivity, nutritional quality,

and persistence.

INTRODUCCION
Alfalfa (Medicago sativa L.), conocida también como la reina de las forrajeras, es
una especie forrajera de mucha importancia para la alimentacion animal, debido a
su aporte nutritivo, es una fuente importante de proteina, minerales y vitaminas y
contiene fibra necesaria para mantener el normal funcionamiento del rumen,
ademas de ser muy apetecible para el ganado (Odorizzi, 2015). Se trata de una
leguminosa perenne, dicotiledénea, de alto potencial productivo que se puede
adaptar a diferentes condiciones ambientales y tiene una buena persistencia si se
maneja adecuadamente desde su establecimiento (Basigalup, 2022).
Morfologicamente es una planta herbacea de sistema radicular profundo, lo que le
permite tolerar la sequia. En estado vegetativo se forma una estructura denominada
corona la cual es importante en la época de invierno, ya que almacena reservas
necesarias para el rebrote que da origen a nuevos tallos (Lorenzo, 2017).

Alfalfa es una especie de dia largo que requiere fotoperiodos de entre 12 a 16
horas de luz para que se induzca el proceso de floracion, por lo que su crecimiento
se ve favorecido en épocas de primavera y verano en donde se presentan

condiciones de luz y temperaturas optimas, entre 15 °C a 25 °C, que benefician el



crecimiento y rendimiento. Durante el invierno, cultivares con reposo invernal
detienen su crecimiento quedando en estado de latencia, caracteristica genética de
alfalfa que le permite aclimatarse durante las bajas temperaturas y disminucion del
fotoperiodo durante otofio-invierno disminuyendo su crecimiento. Estas condiciones
climaticas desencadenan en acumulacién de reservas que luego en primavera
facilitan el rebrote de la planta, mientras que los cultivares sin reposo invernal
contintian su crecimiento en invierno (Espinoza et al., 2017). El ciclo de acumulacion
de reservas es fundamental para el desarrollo de la planta, ya que el rebrote es
iniciado por las reservas de carbohidratos acumulados durante el periodo anterior,
por lo que las reservas condicionan las practicas de manejo del cultivo (Soto, 2000).
Ademas de la latencia, otras caracteristicas agrondmicas importantes que se deben
tener en cuenta para escoger una variedad es el rendimiento potencial, calidad,
capacidad de persistencia, tolerancia o resistencia al frio o sequia, enfermedades y
la capacidad de rebrote, considerando el objetivo de produccién de alfalfa para
alcanzar un equilibrio entre rendimiento de materia seca y valor nutritivo de alfalfa
(Cadena et al., 2011).

Para garantizar un buen cultivo y produccion de la alfalfa, se requiere conocer y
manejar los factores involucrados en su crecimiento. Por ser un cultivo perenne de
alto requerimiento hidrico que genera una demanda evapotranspiratoria mayor que
un cultivo anual, su produccion se lleva a cabo bajo condiciones de riego,
presentando una fuerte presién en los recursos hidricos que son cada vez mas
escasos (Espinoza et al., 2017). Es por lo que la disponibilidad de agua es la
principal limitante para su produccion, ya que afecta el crecimiento de los nuevos
tallos de la corona produciendo menos cantidad de forraje (Cadena et al., 2011).
Alfalfa también es muy sensible a la salinidad, la salinidad tanto en el suelo como
en el agua es otro factor abidtico que alfalfa tolera moderadamente y que limita el
crecimiento y productividad de las plantas (Basigalup, 2022). La presencia de
malezas, plagas y enfermedades también son factores que afectan el rendimiento,
calidad y persistencia del cultivo. Segun el tipo de crecimiento de las malezas
pueden llegar a disminuir la cantidad de la poblacion de alfalfa en una pradera, si

predominan especies arrosetadas pueden impedir el crecimiento de plantulas, y



malezas con crecimiento erecto afectan el crecimiento de alfalfa establecida, ya que
compiten por factores como luz, agua y nutrientes (Rebuffo et al., 2000). Este cultivo
es considerado un excelente huésped para plagas, debido a que facilita la
alimentacion a organismos parasitos por las altas cantidades de carbohidratos y
proteinas que produce, ademas, presenta un desarrollo foliar que sirve de
microclima para la propagacion de enfermedades (Soto, 2000). En la actualidad los
fitomejoradores tratan de resolver estas problematicas por medio de mejoramiento
genético, con métodos tradicionales y manipulacion biotecnolégica, que se utilizan
como estrategia para generar mayor adaptacion a ambientes que le impidan un
normal desarrollo, aumentar la produccion y calidad del forraje y aumentar
persistencia y resistencia a plagas y enfermedades. Los métodos tradicionales de
mejoramiento emplean la variabilidad genética propia de alfalfa mediante
cruzamientos, retrocruzamientos, evaluacion de recursos genéticos, seleccion
basada sobre el fenotipo con pruebas de progenie, seleccion asistida por
marcadores moleculares y mutagénesis (Basigalup, 2022). Algunas herramientas
biotecnolégicas de mejoramiento que utilizan ingenieria genética son hibridacion
somatica, variacion somaclonal, regulaciéon de expresion génica y transgénesis,
siendo esta Ultima la técnica mas util para mitigar los inconvenientes de alfalfa
(Beltran, 2011).

DESARROLLO Y DISCUSION

Descripcion general y caracteristicas de alfalfa

Alfalfa (Medicago sativa L.) pertenece a la familia de las Fabaceae y es uno de los
cultivos de leguminosas forrajeras mas importantes para la produccion de heno y
ensilaje a nivel mundial. Es una leguminosa autotetraploide, perenne con un ciclo
de vida que va desde 4 a 7 afios segun la variedad, factores climaticos y utilizacion
(Soriano, 2003). Para lograr altos rendimientos de materia seca y persistencia
requiere suelos con mas de un metro de profundidad, pH neutro o ligeramente
alcalino, entre 6,5 a 7,5, y puede ser cultivada en suelos livianos 0 pesados con
buen drenaje y escurrimiento superficial que aseguren aireacion en el sistema

radicular (Damboriarena y Stinger, 2008). Se utiliza una dosis de siembra de 20 - 25



kg ha' manteniendo una distancia de siembra de entre 15 a 20 cm para sostener
un mayor nuimero de plantas por unidad de superficie, disminuyendo asi la
competencia interespecifica (Basigalup, 2022). Una cualidad que tiene el cultivo es
su capacidad para fijar nitrogeno atmosférico mediante la relacion simbiética con la
bacteria Sinorhizobium meliloti, satisfaciendo entre 43 — 64 % sus requerimientos
totales de nitrégeno (Gallace, 2020). Es una especie de polinizacion cruzada
(albgama) del tipo entomofila, que requiere himendpteros para ser polinizada y se
propaga por semillas con un alto nivel de heterocigosidad, en donde los embriones
producto de la auto fecundacion, sobreviven con menos frecuencia que los
producidos por fecundacién cruzada, lo que aumenta la complejidad del
mejoramiento genético convencional (Chen et al., 2020).

Morfologicamente es una planta herbacea con hébito de crecimiento erecto,
semi-erecto o semirrastrero, dependiendo del grado de reposo invernal (Soto,
2000). Posee un sistema radicular complejo que puede alcanzar de dos a cinco
metros de profundidad en tan sélo 4 afios y puede llegar a crecer hasta nueve
metros al final de su ciclo de vida (Damboriarena y Stinger, 2008), caracteristica que
en plantas adultas y en periodos de estrés hidrico permite absorber agua de las
capas mas profundas del suelo (Lorenzo, 2017). Consta de una raiz principal,
robusta y pivotante con numerosas raices secundarias. Posee numerosos tallos
herbaceos muy ramificados pudiendo llegar hasta 20 segun la edad y el vigor de la
planta los cuales brotan en el cuello de la raiz, donde se forma un rebrote basal que
recibe el nombre de corona (Soriano, 2003). La corona es un 6rgano complejo y
junto con la raiz, son estructuras muy importantes durante el invierno, ya que
almacena reservas energéticas que le permiten sobrevivir en el invierno y el rebrote
después de cada defoliacion (Lorenzo, 2017).

La variedad de alfalfa y su grado de latencia determinan el momento de cosecha
y la cantidad de veces que el cultivo puede ser cosechado. Segun el clima y las
temperaturas de una zona, el momento de inicio y fin del periodo de latencia es
distinto segun el cultivar que se utilice, puesto que presentan distintos limites
térmicos segun la variedad de alfalfa clasificandose de acuerdo con su grado de

reposo invernal. Los cultivares se clasifican en base a una escala numéricade 1 a



11 segun su grado latencia, ordenadas de mayor a menor, donde grado 1 indica un
reposo invernal extremadamente largo y grado 11 ausencia de reposo invernal
(Lorenzo, 2017) (Tabla 1).

Tabla 1. Categorias segun los distintos grados de latencia descritas por Certified
Alfalfa Seed Council.

Grado de latencia Categorias
1-2 Muy latente
3-4 Latente
5 Moderadamente latente
6-7 Semi - latente
8-9 No latente
10 - 11 Muy no-latente

Fuente: National Alfalfa & Forage Alliance (NAFA), 2023.

En zonas donde el clima es favorable a lo largo del afio se utilizan variedades
no latentes (8 - 9), las cuales contindan creciendo en invierno sin entrar en latencia.
Las bajas temperaturas no son capaces de dafiar al cultivo, siendo més preferidas
por los agricultores dado que se puede tener forraje disponible en épocas donde
este es mas escaso, pero son menos persistentes y susceptibles a diversas
enfermedades foliares. En zonas mas frias en invierno se utilizan variedades de
latencia intermedia (4 a 8), las que entran en reposo invernal a la llegada del invierno
pero que con la llegada de la primavera pueden brotar rapidamente. Estas
variedades persisten por mas afios y se comportan mejor frente a plagas y
enfermedades siendo usadas principalmente para la conservacion de forraje por los
altos rendimientos que se producen en primaveray verano. En zonas donde el clima
restringe la produccion de forraje por largos periodos de tiempo se deben usar
variedades latentes (bajo 4) que presentan mayor tolerancia a heladas y tienen un
bajo o nulo crecimiento durante épocas de frio, y son variedades mas persistentes
dado a que se les da menos cortes dentro del afio (Rebuffo et al., 2000; Becerra,

2003). Durante el reposo invernal alfalfa puede tolerar temperaturas bajo cero que



pueden llegar hasta los — 30 °C y también es capaz de sobrevivir a temperaturas
sobre los 40 °C en verano bajo condiciones de humedad suficiente (Manabayeva y
Tussipkan, 2022).

Objetivos en mejoramiento de alfalfa

Resistencia al estrés hidrica. La sequia es el principal factor que afecta los
procesos fisioldgicos, morfolégicos y metabdlicos de alfalfa. Como cultivo perenne,
requiere agua durante todo el afio incluso mientras se encuentra en reposo invernal,
solo van variando las necesidades hidricas a lo largo del ciclo de produccién, las
cuales van incrementando a medida que aumentan las temperaturas y la superficie
foliar (Chocarro et al., 2020). Por sus raices pivotantes, que le permiten penetrar
con profundidad en busqueda de humedad en el perfil de suelo, se considera un
cultivo tolerante a la sequia, pero un suelo con déficit hidrico afecta la absorcion de
agua por parte de las raices y el crecimiento de los brotes de la corona. Li et al.
(2020), demostraron que la alfalfa no es tolerante a la sequia en la etapa inicial de
crecimiento (2 a 5 meses) debido a que una humedad inadecuada puede provocar
la disminucién del crecimiento aéreo de la planta, presentando hojas mas pequefias
0 senescentes. Ademas, se produce una disminucién en la longitud de la raiz
principal y un aumento en el desarrollo de las raices laterales, siendo mayor la
biomasa del sistema radical con relacion a las hojas y, en casos extremos, puede
causar la muerte de la planta. El estrés hidrico puede reducir la cantidad de materia
seca de tallos y hojas en aproximadamente un 40 %, repercutiendo negativamente
en el crecimiento y desarrollo de la planta. A su vez, bajo condiciones de estrés
hidrico aumentan los niveles de etileno generando clorosis, senescencia de hojas y
ndédulos, lo que afecta la fijacion de nitrégeno con S. meliloti por desprendimiento
de nodulos (Cedefio, 2018). La planta responde a este estrés induciendo
mecanismos fisiolégicos de aclimatacion, como cierre de estomas y reduccion del
intercambio gaseoso, lo que trae como consecuencia una menor fotosintesis y
disminucién en la produccién de biomasa y su calidad (Gallace, 2020).
Resistencia a la salinidad. El estrés salino tanto en plantas jovenes como en
adultas produce deshidratacion celular y estrés osmotico, similar a lo que ocurre con

el déficit hidrico, dificultando la absorcion de agua por las raices, y puede generar



toxicidad por el aumento de iones de sodio en la planta, lo que altera las vias
esenciales del metabolismo celular, la sintesis de proteinas, la actividad enzimética
y regulacion de hormonas vegetales (Bai et al., 2013). Bajas concentraciones de sal
en el suelo (< 100 mM de NaCl) afecta la produccion y calidad de la biomasa aérea,
es decir, menos tallos y mas cortos. Por otro lado, concentraciones mas altas de sal
en el suelo (= 150 mM de NaCl) pueden reducir el crecimiento de la planta
acompafado de una decoloracion en los foliolos mas joévenes y se reduce el
potencial osmatico, limitando la absorcion de agua por la planta, lo que inhibe el
crecimiento. La salinidad en el agua que la alfalfa tolera se encuentra en el rango
de 2 a 12 dS m de conductividad eléctrica. La produccion de forraje disminuye 7,3
% por cada dS m de incremento por encima de los 2 dS m (Gallace, 2020).

Los sintomas causados por la salinidad son, en primera instancia, el cierre
estomético en la parte aérea de la planta, lo que disminuye la transpiracion y
previene el aumento de la concentracion intracelular de los iones de sodio que son
transportados desde la raiz. Como consecuencia del cierre estomatico se ve
disminuida la tasa fotosintética causando un desequilibrio en el estado nutricional
de la planta, reduciendo rendimiento y calidad (Abdalla et al., 2020). La planta puede
responder a este estrés con un mecanismo de aclimatacién que puede resultar en
una disminucion en las reservas energéticas que requieren para el crecimiento, es
decir, la planta regula su potencial osmaético sacrificando su crecimiento y, ademas,
reduce la fijacion de nitrdgeno con S. meliloti atribuida a la reduccion de la
respiracion del nédulo afectando su desarrollo (Gallace, 2020). Si bien es necesario
disponer de cultivares tolerantes, no hay que dejar de lado el comportamiento de
las plantas en suelos salinos, ya que también esta condicionado por las
caracteristicas del suelo como la textura, estructura, pH, propiedades de infiltracién,
lixiviacién y el volumen de agua aplicado para una produccion favorable en suelos
salinos (Basigalup, 2022).

Resistencia a competencia interespecifica. La presencia de malezas es un factor
condicionante que reduce la calidad y el valor nutricional del forraje, ocasionando
pérdidas de hasta un 20 % en la produccion de alfalfa, al competir por recursos

como agua, luz, nutrientes y espacio y que, finalmente, si las malezas no son



agradables, el animal puede rechazar el forraje por presencia de espinas o
compuestos toxicos que resultan una amenaza para su salud por la acumulacion de
nitrato o alcaloides altamente toxicos (Bao et al., 2018). Una medida de prevencion
es la correcta eleccion de fecha de siembra de alfalfa. Tallone (2017) demuestra
que siembras en otofio, donde hay pocas horas de luz al dia, la planta favorece el
crecimiento radicular y enfrenta de mejor manera la competencia con malezas. La
alfalfa es susceptible en la etapa de establecimiento, desde la germinacion hasta el
comienzo del primer corte, en la cual, si las malezas no son controladas a tiempo,
se perjudica la cosecha por la invasion de malezas anuales que pueden representar
mas del 60 % del forraje cosechado y que luego van disminuyendo su poblacién en
el cultivo (Basigalup, 2022). Las malezas que invaden al cultivo antes del primer
rebrote en época de primavera debilitan la planta y detienen su crecimiento. De igual
modo, en verano las altas temperaturas y, en ocasiones, exceso de humedad
favorecen el crecimiento y la irrupcion de malezas en la pradera (Soriano, 2003). La
poca variedad de herbicidas selectivos, junto con la ausencia de variedades
tolerantes y mal manejo de las praderas, aumenta la aparicion de malezas
resistentes, lo que resalta la necesidad de contar con nuevas alternativas de manejo
y control de las malezas en el cultivo (Basigalup, 2022).

Resistencia a plagas y enfermedades. Las plagas y enfermedades provocan
pérdidas econdémicas debido a que reducen significativamente el rendimiento,
persistencia y calidad del forraje. Las pérdidas en la produccién de semilla pueden
ser de un 10 % y en la produccién de forraje hasta un 25 %. Segun el
comportamiento del cultivo frente al ataque de plagas y enfermedades se pueden
catalogar como resistentes, tolerantes y susceptibles (Basigalup, 2022). La planta
de alfalfa forma un microclima favorable para una amplia variedad de insectos, los
cuales pueden ser benéficos o perjudiciales, considerados plagas, siendo los
insectos defoliadores y los afidos las plagas que mas dafio causan al cultivo. Al
alimentarse de la planta por medio de su aparto bucal picador, inyectan saliva toxica
a la planta lo que detiene su crecimiento, acorta sus entrenudos y las hojas se
vuelven amarillas; en ocasiones, cuando el ataque es intenso, pueden provocar la

muerte de la planta, lo cual puede solucionarse defoliando rapidamente a través de
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pastoreo 0 mediante la siega. Los coleOpteros también causan pérdidas en el
cultivo, sobre todo en estadio larval, ya que, al alimentarse de las raices en etapas
de crecimiento de alfalfa, pueden dafiar la raiz principal causando la muerte de la
planta (Basigalup et al., 2011). Los insectos igualmente se comportan como
vectores de virus o crean puntos de entrada para hongos y bacterias causando
enfermedades infecciosas, siendo las de mayor relevancia las del tipo fungosas,
cuya ocurrencia y severidad estan dadas principalmente por la temperatura del
ambiente, siendo el verano la época de mayor incidencia. Pueden causar pudricion
de semillas, manchas foliares, tallos de color negro, pudricién de raices y corona,
defoliacioén, disminucién de vigor, disminucién en el valor nutricional, disminucion en
la fijacion de nitrdgeno. El hongo patégeno Uromyce striatus, conocido como roya
de la hoja, impide el crecimiento y desarrollo de alfalfa y se puede evidenciar en el
tallo y en la hoja por la presencia de esporas color café con pustulas en forma de
circulo. Posterior al invierno, condiciones de humedad y luz favorecen la
propagacion de este hongo, provocando coloracion amarilla, marchitamiento y
defoliacion prematura en las plantas reduciendo su rendimiento y calidad de forraje
y en casos extremos puede causar la muerte de las plantas (Adhikari y Missaoui,
2019). Las plantas pueden generar mecanismos de defensa a través de la
produccion de proteinas que limitan la infeccion de hongos patdégenos, pero no
dejan de ser susceptibles al ataque de enfermedades que incluso pueden ocasionar
su muerte (Odorizzi, 2015).

Mejoramiento de alfalfa: avances obtenidos por métodos tradicionales y uso
de ingenieria genética

Si bien alfalfa tiene la capacidad de adaptarse a condiciones de estrés bibtico y
abidtico, lo puede hacer hasta cierto limite, por lo cual se utilizan métodos de
mejoramiento tanto tradicionales como mediante ingenieria genética para mejorar
su desempefio en estas condiciones. Los métodos tradicionales tienen limitaciones
debido a la condicion autotetraploide de alfalfa, por lo que los fitomejoradores han
tenido que acudir al uso de la ingenieria genética, que desde la década de 1980 se
ha convertido en una de las herramientas mas poderosas para acelerar ganancia

genética en rasgos objetivos y satisfacer las demandas de produccion de forraje
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disminuyendo las pérdidas causadas por factores de estrés (Bao et al., 2018). A
pesar de que se ha utilizado la ingenieria genética para mejorar el rendimiento y la
calidad de la alfalfa, la ganancia genética ha sido relativamente baja en comparacion
con otros cultivos por su baja heredabilidad dada por caracteres cuantitativos
influenciados por el medio ambiente, la arquitectura genética compleja y la alta
interaccion entre el genotipo y el medio ambiente (Han et al., 2018).

Métodos tradicionales. Debido a la condicion de alfalfa de planta autotetraploide y
por su sistema de autoincompatibilidad causada por la interaccion entre el tubo
polinico y el 6vulo que previene la auto-fertilizacion, es dificil la seleccion de
genotipos por medio de mecanismos hereditarios. Arolfo et al. (2011) mencionan
que es compleja la herencia de caracteres en alfalfa por su comportamiento
genético distinto al de los diploides y que su mejoramiento se basa en métodos de
seleccion fenotipica recurrente (SFR), que es la interpolinizacion de individuos
seleccionados para desarrollo de variedades sintéticas. Una singularidad de alfalfa
es la dificultad de obtener lineas puras debido a la depresion por endocria.
Producida por las sucesivas autofecundaciones del progenitor, y en ocasiones por
el cruzamiento entre individuos autofecundados y relacionados entre si, resultan
plantas con pérdida de vigor y reduccion del rendimiento. Con el fin de aumentar
rendimiento, persistencia y resistencia a estrés en alfalfa, se utilizan métodos de
mejoramiento que combinan técnicas de SFR por medio del manejo de genotipos.
Para obtener plantas con caracteristicas dominantes obtenidas por
entrecruzamiento, se eligen individuos con rasgos distintivos de su fenotipo para
luego someterlos a entrecruzamiento, donde se repite varias veces el proceso con
las generaciones siguientes y aumenta la frecuencia de los alelos favorables,
obteniendo asi plantas con caracteristicas deseadas. Autores como Odorizzi (2015)
y Basigalup (2022) mencionan la obtencion de cultivares multifoliados y plantas
resistentes a sequia mediante técnicas de SFR. Otro método es el cruzamiento
complementario de cultivares o policruzamiento, el cual tiene por objetivo reunir en
una sola poblacion rasgos caracteristicos de dos o mas individuos de interés al
combinar plantas individuales por medio de polinizacion cruzada. Otro de los

meétodos utilizados en el mejoramiento convencional es la mutagénesis donde se
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utilizan agentes mutagenos que pueden ser quimicos, fisicos o biolégicos que tienen
la capacidad de alterar la estructura del ADN de la planta (Moran, 2023). También
se utilizan lineas masculinas estériles, en las que las flores masculinas no producen
polen, pero como los oOrganos femeninos funcionan normalmente se pueden
producir semillas al polinizar con otra linea que no tenga esa limitacion. Nan et al.
(2017) realizaron un cruzamiento entre un hibrido de alfalfa y una linea estéril
obteniendo un hibrido con 30 % de aumento en su produccion de forraje y mejor
resistencia a estrés abidtico.

Sobre avances obtenidos por medio de mejoramiento convencional y mediante
la técnica SFR, Odorizzi (2015) realizé una investigacion utilizando tres variedades
sin reposo invernal, donde se llevaron a cabo cuatro ciclos de seleccién fenotipica
recurrente con el caracter multifoliolado deseado para obtener plantas con mas
namero de foliolos, con lo cual se generd una linea genética con hasta 11 foliolos
por hoja, niveles de proteina bruta mayores en un 4 %, con respecto a las hojas
trifoliadas, y altos niveles de calidad forrajera expresados en hoja/tallo. También
existen variedades comerciales desarrolladas por el Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA), de Argentina, como el cultivar “Kumén PV INTA”
gue es un cultivar sin reposo invernal y que tolera condiciones moderadas y altas
de salinidad, desarrollado en tres ciclos de SFR con el uso de genotipos de alfalfa
capaces de emerger y crecer adecuadamente en suelos con altas concentraciones
salinas. Otra variedad creada por INTA para reducir el meteorismo es “Maltén PV
INTA”, donde combinaron seleccion fenotipica y genotipica, usando ademas
policruzamiento con la ayuda de jaulas y abejas meliferas lo que resulté en una
disminucién significativa tanto nUmero de animales con meteorismo y la intensidad
de este, teniendo casos con la afeccién en grado leve y moderado (Basigalup,
2022).

Mejoramiento a través de ingenieria genética. En el mejoramiento no
convencional se utilizan métodos que permiten la transferencia correcta y precisa
de uno o mas genes deseables y un ejemplo de esto es la transgénesis y se usa
para incorporar nuevos rasgos 0 aumentar la tasa de ganancia genética. La

transgénesis es la transferencia de genes exdgenos a M. sativa, mediante
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transformacion directa e indirecta. La transformacion directa utiliza métodos fisicos
0 quimicos para introducir ADN exdgeno en células vegetales y asi obtener plantas
transgénicas. Mientras que los métodos de transformacion indirecta utilizan
portadores para introducir ADN en la célula vegetal, la transformacién mediada por
Agrobacterium spp. es el principal ejemplo de esto (Bao et al., 2018).

La planta modelo mas utlizada para transformaciones genéticas de
leguminosas en el género Medicago es M. truncatula, ya que presenta
caracteristicas biolégicas favorables como contar con un genoma pequefio, corto
tiempo de desarrollo y alta produccion de semilla, ademas de ser muy parecida
genéticamente a M. sativa (Basigalup, 2007). Se han introducido numerosos genes
en alfalfa para obtener rasgos economicamente deseables en donde el método de
transferencia de genes més utilizado es el cocultivo de Agrobacterium tumefaciens
(Bao et al., 2018), una bacteria del suelo que se utiliza para transferir genes entre
bacterias y plantas y que tiene la capacidad de integrar su ADN dentro del genoma
hospedero (Citovsky y Lacroix, 2019). Arabidopsis thaliana es la planta modelo mas
utilizada para estudios genéticos y se ha usado para expresar genes de alfalfa y la
identificacion de genes de interés (Alves y De La Torre, 2008). La introduccion en
alfalfa del gen atDPK2 de Arabidopsis, que codifica para proteinas multifuncionales
gue participan en procesos de crecimiento y desarrollo de las plantas genero plantas
con mayor tolerancia a estrés abiotico y aumento la produccion de biomasa bajo
esas condiciones. Especificamente, aumento la tolerancia a estrés oxidativo, debido
a la induccién o activacion de mecanismos de remocion de especies reactivas del
oxigeno (ROS), aumentando los niveles de prolina y mejorando la proteccion de la
membrana celular (Cheol et al., 2014).

Por medio de alfalfa genéticamente modificada, Ostachuk (2013) desarroll6 una
vacuna comestible al exponer plantas que tienen la capacidad de producir agentes
neutralizantes (glicoproteinas) contra el virus de la diarrea viral bovina (fiebre
aftosa). Una baja dosis de ingesta de hojas tiene éxito en la inmunizacion de los
animales, incluso llegando a ser mas efectivo que vacunas orales por el
microambiente hostil del tracto gastrointestinal, en cambio, en una planta

transgénica el antigeno se encuentra inmerso en el tejido vegetal por lo que puede
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ser capaz de encapsular el antigeno generando mas inmunidad. Otro avance
obtenido por medio de ingenieria genética aplicada en alfalfa es que se puede
incrementar el bajo contenido de aminoacidos azufrados presentes, lo que es una
limitante para el crecimiento de ovinos. En este sentido Reyes y Rozowski (2003)
demostraron que se puede mejorar la calidad proteica de la alfalfa al introducir en
su genoma un gen de maravilla que codifica para una proteina rica en aminoécidos
azufrados, lo cual gener6é un aumento en las proteinas totales en 1 % de la planta,
es decir, ovejas alimentadas con esta alfalfa transgénica aumentaron la cantidad de
carne y produccion de lana comparadas con aquellas alimentadas con alfalfa
convencional.

La sequiay la salinidad son los principales problemas que limitan el crecimiento,
desarrollo y supervivencia de la alfalfa, conduciendo a pérdidas de rendimiento de
hasta 20 %, por lo que es importante el mejoramiento genético en esta especie para
un mejor desempefio de las plantas frente a estas condiciones de estrés. La
respuesta al estrés es multigénica y han utilizado genes de plantas haldéfitas y
xerdfitas para aumentar la tolerancia a sequia y salinidad, mejorando la eficiencia
del recurso hidrico, incrementando el rendimiento, productividad y calidad de forraje
(Bao et al., 2018). Plantas de alfalfa con el gen GsZFP1 de Glycine soja que codifica
para proteinas Zinc-finger Cys2His2, que desempefan funciones en los procesos
de desarrollo y estrés abidtico, aumentan la tolerancia a estrés salino acumulando
un mayor contenido de prolina libre junto con azlcar soluble en la planta. La prolina
es un aminoacido que juega un papel fundamental en la proteccién de las plantas
bajo estrés, por lo que, en las plantas transgénicas de alfalfa, la permeabilidad de
la membrana se ve menos dafiada bajo estrés salino, ya que al sobreexpresar el
gen absorbe menos cantidad de sodio y hay menor pérdida de agua por parte de la
planta, aumentando asi la tolerancia al estrés por deshidratacion (Bai et al., 2013).
Por otro lado, al sobreexpresar el gen AtEDT1 de A. thaliana en alfalfa se mejoroé la
tolerancia a la sequia, siendo las plantas capaces de sobrevivir y recuperarse bajo
condiciones de estrés hidrico hasta en un 50 % en comparacion con plantas
silvestres, generando brotes de mayor longitud y con contenido de agua hasta 35

% mayor con respecto a las plantas silvestres. Ademas, este gen aumenté el
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crecimiento del sistema radicular en las plantas transgénicas, siendo hasta un 64 %
mas largas que las raices de plantas silvestres, por lo que pueden obtener més agua
y nutrientes en ambientes limitantes debido a estrés hidrico (Di et al., 2017).

El estudio de Di et al. (2016) demostr6 que el gen CsLEA de Cleistogenes
songorica, involucrado en actividades enzimaticas-estructurales, induce rasgos
asociados a resistencia a estrés en alfalfa. Luego de ser transformada con A.
tumefaciens y sobre expresar el gen, las plantas aumentaron sus niveles de
osmoprotectores en la célula, los que contribuyen a reducir el potencial osmético en
la raiz y facilitando la absorcién de agua desde el suelo. De modo similar, al
sobreexpresar el gen GSWRKY20 de Glycine max en alfalfa también se aumentaron
los niveles de osmoprotectores en la planta transgénica, se generd una cuticula mas
gruesa, lo que contribuye a evitar pérdidas de agua en plantas con déficit hidrico, y
disminuyeron las concentraciones de malondialdehido el cual es un indicador de
dafio en la membrana celular, por tanto, mejorando la tolerancia al estrés. Ambos
estudios demostraron que alfalfa transgénica crece adecuadamente bajo
condiciones de alta salinidad y estrés hidrico mientras que las plantas silvestres
presentaron clorosis foliar, retraso en el crecimiento e incluso muerte (Bai et al.,
2014; Di et al., 2016).

La planta halofila Eutrema salsugineum ha sido utilizada también como fuente
de genes para transformar alfalfa mediante A. tumefaciens. De esta haléfita se aislé
el gen EsMcsul, el cual fue incorporado en alfalfa obteniéndose plantas resistentes
a sequia, con una capacidad de retencion de agua mayor, hasta un 25 %, que las
plantas silvestres y con mayor contenido de &cido abscisico (ABA) endégeno y una
disminucién de los niveles de ROS; niveles aumentados de ABA en plantas
aumentan la actividad de las enzimas antioxidantes y activan la expresion de genes
gue responden al estrés (Guo et al., 2015).

Otra manera de adquirir tolerancia a la sequia y a la deshidratacién es
manipulando la produccion de ceras en las hojas, dado que las ceras cuticulares
juegan un rol importante en limitar la pérdida de agua en las plantas durante la
transpiracion. Al sobre expresar el gen WXP1 de M. truncatula en M. sativa

utilizando el promotor CaMV345S se incremento significativamente en contenido de
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cera cuticular en las plantas transgénicas, disminuyendo con ello la pérdida de agua
y también se redujo la degradacion de la clorofila, ya que al ser sometidas a déficit
hidrico las plantas solo mostraron marchitez parcial (Blancaflor et al., 2005). Sintesis

de lo anterior se observa en la Tabla 2.

Tabla 2. Genes expresados, clonados y expresados en alfalfa y los efectos que
causa.

Gen Fuente Efecto Referencia
) ) Mayor contenido de prolina ,
GsZFpl Glycine soja libra y azdcar soluble. Bai et al., (2013).
' . Mayor capacidad de
AtEDTL Arabidopsis sobrevivencia, brotes y  pjetal, (2017).
thaliana raices de mayor longitud.
Cleist Aumento niveles
CsLEA I€ISI0gENES  hsmoprotectores. Di et al., (2016).
singorica
Aumento niveles
. osmoprotectores,  cuticula  Bai et al., (2014)
GsWRKY20  Glycine max MAas gruesa. Di et al., (2016).

Mayor retencion de agua,
Eutrema mayor contenido de ABA y Guo et al

EsMcsul salsugineum menor contenido de ROS. , (2015).
WXP1 Medicago Aumento cera cuticular. Blancaflor et al.,
truncatula (2005).

Se han desarrollado plantas de alfalfa con resistencia a lepidépteros mediante
transformacién genética con genes de Bacillus thuringiensis (Bt), lo que ha resultado
una estrategia eficaz de control. Bt es un bacilo gram positivo, aerobio facultativo,
nativo del suelo que durante su fase de esporulacién produce inclusiones proteicas
toxicas para los insectos. Estas proteinas de cristal insecticida (ICP) también
conocidas como proteinas Cry y Cyt, son los principales factores de virulencia para
una amplia variedad de plagas, que al estar en presencia de un ambiente reductor,
modifican su estructura desarrollando actividad bioldgica altamente tdxica contra

insectos-plaga como lepidopteros, coleopteros y dipteros, ademas, son amigables
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con el medio ambiente, razones por la cual se utiliza en productos comerciales y
plantas transgénicas (Chaparro et al., 2013). Al expresar el gen Cry1lC o Cry3a de
Bt en alfalfa se genera una alta resistencia a insectos, ya que en sus tejidos
producen estas proteinas altamente toxicas, las cuales se activan en el sistema
digestivo del insecto causandole paralisis en el intestino, deshidratacion, y paralisis
total por lo que el insecto deja de alimentarse y muere (Chaparro et al., 2013). Segun
Kole y Xi-Yu (2021) hay mas de 700 toxinas proteicas insecticidas identificadas en
B. thuringiensis, que una vez ingeridas por los insectos, le causan dafo celular
provocandoles la muerte. Familias de toxinas como Cry3A 'y Vip1/2 provocan dafios
en coledpteros y hemipteros plagas importantes en alfalfa. La expresion del gen
Cry3A produce una mortalidad entre 70 — 90 % en Curculionidae. El dafio causado
por afidos también se puede reducir disefiando plantas repelentes de afidos que
expresen el gen farneseno (EF), que es utilizado como feromona de alarma en esos
insectos causandoles repelencia (Kole y Xi-Yu, 2021).

Otro rasgo que se puede modificar genéticamente en alfalfa es la resistencia a
patdogenos mediante la produccién de ciertas moléculas que le confieren resistencia
como las fitoalexinas. Estudios han demostrado que sobre expresar genes R,
llamados asi por su potencial de proporcionar resistencia a enfermedades en los
cultivos al generar una molécula derivada de la fitoalexina resveratrol, reducen la
incidencia o gravedad de las enfermedades. La expresion en alfalfa del gen RS de
mani (Arachis hypogaea), heterélogo del gen R, genera resistencia al hongo que
causa la enfermedad de la mancha negra en tallos y hojas de alfalfa en épocas de
primavera y al expresar conjuntamente la enzima isoflavona-O-metiltransferasa
propia de alfalfa se acumula la fitoalexina, proteina que reduce la gravedad de las
infecciones mas comunes que podrian afectar el cultivo como pudricion de la raiz
por Phytophtora spp. (Acharya et al., 2018).

Adhikari y Missaoui (2019), investigaron las bases genéticas y gendémicas que
causan la resistencia a roya en alfalfa, a través de la deteccion de los alelos
causales que generan resistencia al patégeno, lo cual es utilizado en seleccién
asistida por marcadores moleculares en el mejoramiento de alfalfa. Para ello, se

analizaron muestras de ADN de M. sativa y M. truncatula infectadas con roya y se
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identificaron genes involucrados en la respuesta a la enfermedad, entre los que se
encuentran varios genes relacionados con la dormancia en otofio y la resistencia al
invierno, mientras mas latentes y resistentes al invierno son los genotipos mas
susceptibles a la enfermedad.

Dado que las malezas se cosechan junto con la alfalfa y reducen la calidad
nutricional del forraje y con el fin de disminuir pérdidas en la produccion de forraje
por uso de herbicidas como glifosato, Monsanto desarrollé una variedad de alfalfa
genéticamente modificada llamada Roundup Ready Alfalfa (RR) resistente al
glifosato, con el fin de controlar malezas en etapas mas susceptibles lo que permite
que el cultivo crezca sin competencia. Para ello, mediante el uso de Agrobacterium
tumefaciens, se insertd un gen que codifica para C4-5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato
sintasa (EPSPS) en el ADN de alfalfa. Esta enzima es similar a la EPSPS natural,
tanto en estructura como en funcién, pero que no se ve afectada por el glifosato. La
funcién que cumple esta enzima es producir los aminoacidos aromaticos necesarios
para que la planta crezca y sobreviva en presencia del glifosato (Bao et al., 2018).
Ademas, previene intoxicaciones en ganado por malas hierbas con contenidos alto
de nitrato o toxinas que dafian la boca de los animales. En general, la variedad RR
tiene mayor persistencia al no tener competencia con malezas que reducen el vigor
de las plantas y que aumentan la susceptibilidad ante otros factores de estrés en la
alfalfa incrementando su sobrevivencia (Orloff y Putnam, 2013).

La alfalfa posee algunas limitaciones y riesgos al ser usada en pastoreo debido
a la rapida degradacion de proteinas y alto contenido de lignina (Hannouf et al.,
2017). La lignificacion afecta la relacion hoja/tallo, al haber mas fibra en el tallo que
en la hoja, esto aumenta el rendimiento en materia seca, pero la digestibilidad
disminuye, por lo que la lignina es el factor mas importante que limita la digestion
de la pared celular. La lignina es un polimero complejo que forma parte de la
estructura de la pared celular que al ser muy rigida inhibe la fermentacion ruminal.
En el contenido de lignina también influye el estado de madurez de la planta, ya que
a medida que este avanza se van redistribuyendo los foto-asimilados y se producen
cambios morfoldgicos en la planta que repercuten negativamente en la calidad del

forraje por el aumento en el contenido de lignina. Al avanzar la madurez se forma
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una pared celular secundaria con altos contenidos de compuestos aromaticos que
afectan negativamente el proceso de digestion, ademas, la proteina total disminuye,
asi como los niveles de fosforo, potasio y otros nutrientes digestibles beneficiosos
para los animales (Lorenzo, 2017). Debido a lo anterior, la mejora en la calidad del
forraje se centra, principalmente, en aumentar la digestibilidad. Se han desarrollado
plantas de alfalfa transformadas genéticamente para reducir el contenido de lignina
en el cultivo mejorando asi la digestibilidad del forraje, pequefias disminuciones en
el contenido de lignina pueden mejorar la digestibilidad y pueden generar aumentos
significativos en el rendimiento animal (Aung et al., 2018).

Se ha obtenido plantas de alfalfa con reduccion de 8 a 10 % en lignina mediante
la técnica de regulacion de genes con la utilizacion de microARN. Especificamente,
se logré mediante el uso de microARN una expresion reducida de la enzima CoA 3-
O-metiltransferasa (CCoSOMT), la que esta involucrada en la biosintesis de lignina,
mejorando con ello la digestibilidad del forraje, lo que contribuye a aumentar el
rendimiento animal al mejorar el consumo de materia seca, mayor digestibilidad de
fibra detergente neutra y mayor produccion de leche (Guo et al., 2001). EI nombre
de esta alfalfa genéticamente modificada es HarvXtra (HX-4114), es una alfalfa
comercial, tiene un rendimiento entre 15y 20 % mayor que una alfalfa convencional
y permite conservar un nivel de digestibilidad caracteristico de estados de madurez
tempranos en estados mas avanzados (Bowman et al., 2018). Albrecht et al. (2016),
Barros et al. (2019) y Fisher (2017) afirman que cosechar HarvXtra con un retraso
de 5 -10 dias en comparacion con alfalfa convencional, mantiene la calidad nutritiva,
muestra una ganancia en la cantidad de forraje producido y mantiene la persistencia
del cultivo al reducir el nimero y frecuencia de cosechas, ademas de disminuir
costos de mano de obra al tener un corte menos en la planificacion.

Otra técnica que mejora la digestibilidad de alfalfa es retrasar la floracion. Amyot
et al. (2015a) modificaron genéticamente la planta clonando el precursor miR156
(MsmiR156) y al sobre expresarlo en alfalfa disminuyé el contenido de lignina en
aproximadamente un 10 %. Adicionalmente, MsmiR156 actia regulando genes
similares a la proteina de union al promotor SPL (SQUAMOSA Promoter-Binding

Protein-Like), que actian como factores de transcripcion regulando el crecimiento y
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desarrollo en plantas y, a su vez, desempefan un papel importante en el mejorando
el desempefio de la planta frente a estrés abi6tico. Con esta técnica se mejora el
rendimiento del forraje, ya que permite un calendario mas flexible de cosecha
maximizando el rendimiento, puesto que en la fase de floracion de esta alfalfa
transgénica el nivel de lignina indeseable se mantiene bajo. Ademas, con esta
modificacion se incrementa la longitud de la raiz, ayudando a absorber y retener
MAas agua, y se aumenta la densidad de los tricomas, proporcionando una barrera
contra plagas.

De modo similar, con la sobreexpresion del precursor miR156 de Lotus
japonicus (LjmiR156a) en alfalfa se logré un retraso en la floracion. Ademas, se
generaron otros rasgos positivos como una mejor ramificacion de brotes,
aumentando el nUmero de ramas principales y laterales hasta cuatro veces respecto
a una planta convencional, mayor produccion de biomasa y aumento de almidén y
carbohidratos solubles como la pectina que es mas digerible por los rumiantes y
altamente degradable en comparacion con otros carbohidratos como celulosa y

hemicelulosa (Amyot et al., 2015b).

CONCLUSIONES

La alfalfa presenta desafios importantes para su mejoramiento genético debido,
principalmente a autotetraploidia e incompatibilidad sexual entre plantas. Sin
embargo, por medio de técnicas de mejoramiento tradicional y uso de ingenieria
genética se han mejorado rasgos de interés en alfalfa.

Se han desarrollado cultivares comerciales y lineas genéticas mas resistentes a
estrés hidrico, salinidad, competencia interespecifica, plagas y enfermedades, asi
como con mejoras en palatabilidad, calidad, persistencia y rendimiento. No
obstante, aun existe la necesidad de producir nuevos cultivares de alfalfa, con
mayor productividad frente a un clima muy inestable e impredecible y una creciente

poblacién que requiere una dieta enriguecida en productos animales.
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