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Capitulo XXXIV

Presente y futuro de la biotecnologia en gramineas
y leguminosas forrajeras

Sunshine C. Florio del Real

El mejoramiento genético convencional ha tenido un gran impacto en el incre-
mento del rendimiento, calidad y resistencia a plagas y enfermedades en cereales y
oleaginosas. En las especies forrajeras los progresos han sido significativamente me-
nores, especialmente en lo referido al rendimiento (Evans, 1998; Vargas-Sanchez &
Estrada-Alvarez, 201 1). Esto obedece a varios factores, como al proceso més recientc
de domesticacion, la complejidad de objetivos, problemas reproductivos, de mercado
y las menores inversiones realizadas en el drea. Las herramientas biotecnolégicas de-
sarrolladas en los Giltimos 20 afios ofrecen interesantes alternativas que pueden con-
tribuir a mejorar esta situaciéon {LLopez et al., 2013).

Es importante describir los aportes de las herramientas biotecnoldgicas utiliza-
das para ampliar la variabilidad genética como el cultivo de tejidos o micropropaga-
cion, la variacion somaclonal, la hibridacidn somatica, la transformacion genética, la
utilidad de los marcadores moleculares para la seleccién de caracteres agronémicos
complejos y el rol de la genémica para la identificacion de genes de interés para los
cultivos forrajeros (Snaydon, 1985; Diaz et al., 2004).

MEJORAMIENTO TRADICIONAL

De acuerdo a lo establecido por Valerio et al. (2013), la ganancia genética de los
cultivos forrajeros, en términos de materia seca cosechada, ha sido muy baja, con una
tasa promedio del 4% por década, debido a distintos factores, tales como:

1. La domesticacion reciente o ausente, que imposibilita la utilizacién de especies
con alto potencial forrajero debido a la escasa o no rentable produccién de semilla
de deficiente germinacidn;

2. El producto que se consume {(hojas) no es el mismo que se comercializa {semi-
llas);

3. Sistemas reproductivos complejos que garantizan la alogamia, como la autoin-
compatibilidad o la presencia de una fuerte depresién por endocria, dificultan la

334



Logros & Desafios de la Ganaderia Doble Propdésito. 2014
Presente y futuro de la biotecnologia en gramineas y leguminosas forrajeras 335

propagacién y la conservacién de la identidad de los genotipos e imposibilitan la
obtencién de lineas endocriadas;

4. En especies perennes, es necesario realizar evaluaciones por 3 6 4 afios, en espe-
cial porque el rendimiento del primer afio no puede predecir el rendimiento acu-
mulado;

5. La produccién de forraje no necesariamente predice la produccién secundaria
(carne, leche o lana) y

6. Se requieren menores inversiones en el mejoramiento de especies forrajeras con
respecto al resto de los cultivos agricolas.

TECNICAS BIOTECNOLOGICAS

En los ultimos afios, la biotecnologia ha aportado varias metodologias para com-
plementar los programas de mejoramiento, como el cultivo de tejidos, la hibridacién
somatica, la variacién somaclonal, genémica, marcadores moleculares, transgénesis 6
transformacién genética, entre otros (Figura 1). Esta dltima resulta muy promisoria,
especialmente para incrementar la calidad del forraje, persistencia, resistencia a pla-
gas y enfermedades, tolerancia a estreses abioticos y para manipular el crecimiento y
desarrollo (Spangenberg et al., 2011).

1. Gendmica y Marcadores Moleculares
2. Estrés Abidtico

3. Calidad de Forraje

BE4. Apomixis

W5. Cultivo de Tejidos y Transformacion

Figura 1. Aportes realizados por cada una de las metodologias biotecnolégicas a la produc-
cion de gramineas y leguminosas forrajeras (Fuente: Florio et al., 2013a).

Entre algunas de las técnicas y/o metodologias biotecnolégicas se encuentran:

Cultivo de tejidos o micropropagacion

La denominacién de micropropagacion se debe al diminuto tamaiio del propa-
gulo empleado durante el proceso; sin embargo, la principal caracteristica que dife-
rencia a esta técnica, es que se realiza bajo condiciones asépticas. El cultivo consiste
en aislar cualquier parte de una planta (explante) y aportarle todas las condiciones fi-
sicas (luz, temperatura y humedad) y quimicas (sales inorgénicas, pH, reguladores del
crecimiento, vitaminas, aminodacidos, proteinas, carbohidratos y agua), adecuadas
para inducir las respuestas morfogenéticas de los propagulos (Bernadett, 2000; Mi-
chelangeli, 2000; Florio et al., 2013a).
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Este tipo de propagacion se caracteriza por tener la capacidad de generar gran
cantidad de plantas en corto plazo, libres de algunas enfermedades ocasionadas por
organismos patogenos (Florio, 2007; 2011). Se han desarrollado protocolos exitosos
de regeneracién para un amplio rango de especies gramineas y leguminosas forrajeras
a partir de 6rganos (ejemplo peciolos, hojas), tejidos y células.

La utilizacién de explantes como embriones, semillas e inflorescencias es fre-
cuente para la induccién de callo (Figura 2). Las semillas y embriones maduros po-
seen la ventaja de hallarse disponibles durante rodo el afio; sin embargo, si son sexua-
les segregan y no son clones de individuos destacados, por lo cual se han ideado proto-
colos partiendo de la semilla (Cholo & Bolivar, 2011). En estos casos, se utiliza una se-
milla o embridn para iniciar una linea celular a partir de la cual se realizardn todas las
manipulaciones de interés. Las vias de regeneracion son la embriogénesis somatica y
la organogénesis (Florio et al., 2013a).
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Figura 2. Técnica de cultivo de callos en gramineas forrajeras (Fuente: Medrano & Pol,
1985; p. 59).
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La embriogénesis somadtica consiste en la formacidn, diferenciacién y desarro-
llo de embriones, a partir de células que no son el producto de una fusién gamética;
estos embriones somaticos son estructuras bipolares, ya que presentan tanto apice
caulinar como radicular, que surgen, por lo general, a partir de una sola célula (G6-
mez, 1998; Grapin et al., 1998). La embriogénesis ha sido orientada al mejoramiento
genético y a la propagacién masiva de leguminosas y gramineas forrajeras, para eva-
luar la posibilidad de obtencién de semillas sintéticas. Para iniciar los cultivos em-
briogénicos se han empleado diferentes partes de la planta, como explantes: inflores-
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cencias (flores masculinas y femeninas inmaduras), bases de las hojas jévenes, frag-
mentos del cormo sin primordios meristematicos, secciones de frutos, dpices florales
y microcormos de plantas in vitro (Trujillo, 1994).

A través de la técnica de cultivo de apices caulinares 6 meristemas se producen
plantulas asépticas, las cuales se originan de brotes axilares aislados del apice vegetati-
vo. El dpice se cultiva en un recipiente que contiene un medio nutritivo artificial, se
mantiene bajo condiciones controladas y es inducido a producir brotes adventicios
por eliminacién de la dominancia apical y por el uso adecuado de reguladores de cre-
cimiento (Figura 3). La utilizacién de meristemas minimiza el riesgo de inestabilidad
genética que representan los callos, por lo cual se han empleado para la conservacién
de germoplasma y para la micropropagacion de géneros como Lolium, Festuca y Dac-
tylis (Trujillo, 2008).
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Figura 3. Técnica de propagacidn in vitro de meristemas en gramineas forrajeras (Fuente:
Medrano & Pol, 1985).

)

Los meristemas resultan ademas un método efectivo para la eliminacién de vi-
rus, logrando sélo o combinado con quimioterapia la erradicacién del virus del mosai-
co del tabaco (TMV) en Trifolium pratense y Lolitum multiflorum (Ortiz, 2003). Este mé-
todo permite la preservacion a largo plazo en nitrégeno liquido (-196°C) o el almace-
namiento a corto plazo en condiciones de crecimiento limitado para gramineas
(Spangenberg ez al., 2011) y leguminosas (Ortiz, 2003; Diaz et al., 2004; Trujillo,
2008).
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Las suspensiones celulares corresponden al cultivo de células que no estan dife-
renciadas ni organizadas en forma de tejidos y se encuentran “suspendidas” en un
medio liquido, donde se mantienen y se dividen constantemente. De estas suspensio-
nes se originan embriones somdticos que son aislados y transferidos a medios de ger-
minacién sélidos, con una eficiencia de 20 a 36% en la recuperacién de plantas com-
pletas (Florio et al., 2013a). Representan un método adecuado de la transformacién
por biobalistica, para la propagacién clonal de un genotipo determinado y como fuen-
te de protoplastos. Se han utilizado en Dactylis glomerata, Festuca spp. Lolium multiflo-
rum, Lolium perenne, Elymus gigantea, Paspalum sp, Pennisetum purpureum, Phragmites
communis y Eragrostis curvula (Echenique et al., 2001; Diaz et al., 2004).

Los protoplastos son células cuya pared celular ha sido digerida por acciones
enzimdticas, los cuales desde los afios 70’s han sido usados en programas de cruza-
mientos y mejoramiento genético, basicamente es el cultivo de células sin pared celu-
lar (Matsumoto & Oka, 1998). Al igual que en otras especies de monocotiledoneas,
s6lo con la utilizacién de células embriogénicas en suspension se han podido aislar
protoplastos con un alto potencial embriogénico, es decir, capaces de producir em-
briones que dardn origen a una nueva planta completa (Garcia et al., 1998; Trujillo,
2008). Los protoplastos se utilizan para la obtencién de hibridos somaticos y para la
transformacién genética, logrando plantas en Festuca spp, Lolium spp, Bromus inermes,
Dactylis glomerata, Paspalum dilatatum, Pennisetum spp y Poa pratensis. En Medicago sa-
tiva se han obtenido protoplastos a partir de raices, de cotiledones y de hojas (Borges et
al., 2007).

El cultivo de anteras y micrésporas consiste en producir plantas haploides, me-
diante la induccién de la embriogénesis a partir de microesporas o de granos de polen
inmaduros. Estas plantas pueden emplearse en programas de mejoramiento para se-
leccionar caracteristicas, o bien, para desarrollar lineas homocigéticas para la produc-
cion de hibridos en especies incompatibles entre si (Florio er al., 2013a).

En el caso particular de las anteras, la fase recomendable para que se produzcan
plantas haploides es la fase de microesporofito uninucleado (Hardy & Garcia, 1994).
Esta metodologia se ha utilizado para acelerar el proceso de mejoramiento a través de
la produccién de haploides en Festuca arundinacea, Festuca pratensis, Bromus inermis,
Daceylis glomerata, Trifolium alexyrum, Medicago sativa, Avena sativa, Medicago denticu-
lata, Lolium spp y Poa pratense (Lascano, 2002). Un eficiente sistema de produccion de
haploides por cultivo de micrésporas permite obtener alrededor de 10.000 embriones
de cebada en tiempos relativamente cortos (Aguado-Santacruz et al., 2004).

Variacién somaclonal

Puede surgir de la variacién preexistente en las células del explante o indu-
cirse durante el proceso de cultivo. Se ha observado variacién cromosémica en
Festuca arundinacea y Eragrostis curvula, albinismo en Lolium perenne y Festuca pra-
tense, cambios en la morfologia de la planta, forma y tamaiio de hoja y espiga, desa-
rrollo floral, vigor y supervivencia en somaclones de Lolium y Festuca arundinacea
y disturbios reproductivos en esta misma especie (Aguado-Santacruz et al., 2004;
Diaz et al., 2004).
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El desarrollo de nuevos cultivares por esta técnica involucra un balance entre la
cantidad de variacién inducida y el mantenimiento de los caracteres agronémicos del
cultivar. Como ejemplo, puede citarse el caso de somaclones de pasto bermuda que
dieron origen al cultivar Brazos-R3, que es resistente a la oruga militar y la repelencia
en Melinis minutiflora, Andropogon gayanus,Brachiaria brizantha y Cenchrus ctliaris sobre
larvas de garrapata (Amblyomma cajennense) (Del Hoyo et al., 2013). Si bien desde el
punto de vista prictico la variacién somaclonal no resulta una técnica muy eficiente
en planes de mejoramiento constituye una excelente herramienta para estudios de es-
trés genémico (Borges et al., 2007).

Hibridaciéon somatica

Se utiliza para sortear barreras precigéticas para la hibridacién, transferir resis-
tencia a enfermedades o tolerancia a estreses y obtener citoplasmas hibridos (cibri-
dos). La hibridacién asimétrica y cibridizacién sirve como puente para la transferen-
cia de genes individuales. Se han obtenido hibridos intergenéricos entre Panicum ma-
ximum (+) Pennisetum americanum, Triticum monococcum (+) Pennisetum americanum,
Festuca arundinacea (+), Lolium multiflorum, entre otras. El primer caso de regenera-
cién de plantas completas de hibridos intergenéricos en gramineas fue el Festulolium
(Spangenberg et al., 2011).

Transformacion genética

Las primeras gramineas forrajeras transgénicas se obtuvieron por transforma-
cién de protoplastos. En la actualidad, el bombardeo de cultivos embriogénicos con
microproyectiles y con Agrobacterium tumefaciens representan los métodos mas utiliza-
dos parala obtencidn de gramineas y leguminosas transgénicas, respectivamente. En-
tre los caracteres «blanco» para la transformacién, se incluyen la calidad del forraje,
resistencia a plagas, enfermedades y estreses abidticos y la manipulacién del creci-
miento y desarrollo (Florio et al., 2012),

La calidad del forraje es muy importante. Un incremento del 1% en la digestibi-
lidad in vitro del forraje conducen a un aumento promedio del 3,2% de peso vivo. En-
tre los sub-caracteres de calidad se encuentran la lignina, los fructanos y proteinas de
alto valor nutritivo. En cuanto a la lignina, existe una correlacién negativa entre su
contenido y la digestibilidad de la materia seca en gramineas y leguminosas. Por ello
se han desarrollado técnicas moleculares basadas en la regulacién negativa de su bio-
sintesis, introduciendo genes en sentido o antisentido que codifican para enzimas cla-
ve en este proceso, como la o-metil transferasa del acido cafeico (COMT), cinamil al-
cohol deshidrogenasa (CAD), entre otras. Este enfoque se ha aplicado en Lolium pe-
renne, Festuca arundinacea y Medicago sativa (Spangenberg et al., 2011).

Los fructanos estan involucrados en las respuestas de las plantas al estrés am-
biental, como la sequia y el frio. Su acumulacién en gramineas evita las reducciones
en la digestibilidad durante el verano. Los levanos, fructanos sintetizados por ciertos
microorganismos, se han expresado en Lolium multiflorum, Trifolium repens y Medicago
sativa, mediante la introduccién de genes como el de la fructosiltransferasa (sacB) de
Bacillus subtilis y de otros microorganismos (Djaz et al., 2004). Por otro lado, la obten-
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ci6n de plantas transgénicas capaces de producir proteinas no degradables por la flora
ruminal representa una alternativa a los suplementos de metionina y cisteina postru-
minales. Estos aminoacidos son esenciales para el crecimiento de la lana en ovinos.
Han sido aislados genes que codifican para proteinas de este tipo, caracterizados e in-
troducidos en plantas de festuca alta, alfalfa, trébol blanco y subterrdneo. Estas protei-
nas serian, ovoalbimina de pollo, albiimina de arveja y de semilla de girasol.

Resistencia a estreses biéticos

Se han introducido genes que codifican para proteinas antifiingicas (AFPs)
como guitinasas en pasto miel, glucanasas y quitinasas en alfalfa y otras AFPs (identi-
ficadas en ensayos iz vitro) en trébol subterrdneo. La expresion de genes virales com-
pletos o parte de ellos confiere una proteccién efectiva contra distintos virus que afec-
tan a los forrajes, como ha sido el caso de genes de la cdpside viral en trébol blanco, tré-
bol rojo y raigras perenne (Trappe et al., 2011).

Tolerancia a estreses abidticos

La toxicidad por aluminio, que representa un obsticulo severo en suelos dcidos,
puede ser contarrestada por la sobreexpresion de la enzima malato deshidrogenasa,
que incrementa la sintesis de acidos orgdnicos y confiere tolerancia al aluminio en al-
falfa transgénica. La introduccidn en alfalfa de genes de enzimas que neutralizan los
radicales libres que se forman en situaciones de salinidad, frio o sequia, como la supe-
réxido dismutasa (SOD), permiten una mayor supervivencia a campo en situaciones
de estrés (Colomba, 2011).

MARCADORES MOLECULARES

Los polimorfismos amplificados al azar (RAPDs) fueron los primeros marcado-
res moleculares utilizados en forrajeras (Diaz et al., 2004). En la actualidad, los mds
usados son los polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLPs) y
los polimorfismos en las secuencias simples repetidas (SSRPs). En un futuro cercano
prevaleceran los marcadores basados en el polimorfismo de un solo nucleétido
(SNPs) (Florio et al., 2012).

Entre los objetivos para su utilizacién se encuentra la diferenciacién de cultiva-
res, la certificacion de pureza varietal, la seleccién de parentales divergentes en carac-
teres especificos para obtener poblaciones de mapeo, el monitoreo de la estabilidad
genética de especies que se propagan vegetativamente y por apomixis, la evaluaciéon
de la estructura poblacional de pasturas naturales y artificiales y la discriminacién en-
tre especies similares (Forster et al., 2001).

Se estdn desarrollando mapas genéticos de raigrds perenne, festuca alta y alfalfa
(Forster et al., 2001), siendo este Ultimo el mis avanzado. Se mapearon varios genes y
QTLs (loci de caracteres cuantitativos), incluyendo hojas unifoliadas, tolerancia a alu-
minio, embriogénesis somdtica, color de la flor, enanismo, rendimiento y resistencia a
frio. En algunas gramineas, el mapeo se ha orientado a la localizacion de genes de apo-
mixis, que es un tipo de reproduccion agamica caracteristico de muchas forrajeras como
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Bothriochloa, Cenchrus, Chloris, Digitaria, Eriochloa, Heteropogon, Panicum, Paspalum,
Pennisetum, Sorghum, Themeda, Urochloa, Setaria y Eragrostis (Bauchan et al., 2002).

GENOMICA

Las leguminosas modelo para los emprendimientos genémicos han sido Medi-
cago truncatula y Lotus japonicus, donde se han generado 100,000 ESTs (etiquetas de se-
cuencias expresadas) a través de consorcios internacionales (Spangenberget al., 2011).
Para las gramineas se utilizaron como modelos el arroz y Brachypodium distachyon, que
en la evolucion de las Poideae se encuentra antes de la divergencia de los géneros mas
importantes que incluyen a la mayoria de las especies de cereales y forrajes de clima
templado.

CONCLUSIONES

En funcién del panorama descrito, es de esperar que en los préximos afios el ni-
mero de genotipos de especies gramineas y leguminosas forrajeras incremente de ma-
nera sustancial, como producto de complementar la biotecnologia con los métodos
convencionales de mejoramiento. El desafio actual es estudiar la base de caracteres
complejos, realizar seleccién asistida por marcadores moleculares, evaluar el poten-
cial de la transferencia de genes, generar variabilidad genética y un nuevo germoplas-
ma élite para ser incorporados en programas de mejoramiento.

Lautilizacién de marcadores moleculares permitird entender y capturar la hete-
rosis, identificar QTLs, desarrollar detallados mapas genéticos, intro-regresar varia-
cién genética, realizar seleccion y determinar los factores involucrados en las interac-
ciones genotipo-ambiente. La aplicacion de transgénesis y del mejoramiento molecu-
lar implicard avances significativos en la mejora de la calidad del forraje, la resistencia
a plagas y enfermedades y brindard la posibilidad de agregar valor a los cultivos forra-
jeros mediante la incorporacién de genes que permitan la obtencién de proteinas re-
combinantes heterélogas.
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