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RESUMEN GENERAL
MUTAGENESIS INDUCIDA CON RADIACION GAMMA PARA
MEJORAMIENTO GENETICO DE PASTO ROSADO [Melinis repens (Willd.)
Ziska]
POR:
M. C. RAUL CORRALES LERMA
Doctor en Philosophia de Recursos Naturales
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autonoma de Chihuahua
Presidente: Dr. Carlos Raul Morales Nieto
La induccion de variabilidad intraespecifica representa una alternativa para
el mejoramiento genético en pastos. El objetivo del presente trabajo fue
caracterizar al pasto rosado en el estado de Chihuahua e inducir variabilidad a
través de mutagénesis con radiacion gamma para modificar su morfologia y valor
nutricional. La investigacion consistio en tres estudios en condiciones de campo,
invernadero y laboratorio. En el primer estudio, las poblaciones silvestres del
pasto rosado en el estado de Chihuahua fueron -caracterizadas
morfologicamente. En el segundo estudio consistid en determinar la dosis optima
de radiacion gamma en la semilla de pasto rosado. Por dltimo, las semillas
irradiadas fueron sembradas para evaluar la variabilidad en mutantes de primera
generacion (M1). Los datos se analizaron con el programa SAS a través de
analisis multivariados y univariados. El pasto rosado no presenté variabilidad

morfologica entre poblaciones del estado de Chihuahua. La dosis letal media

vi



(DLso) fue a los 250 Gy con radiacion gamma de ¢°CO. Las plantas desarrolladas
a partir de semillas irradiadas presentaron caracteristicas morfologicas y
nutricionales diferentes a las poblaciones silvestres del estado de Chihuahua. Los
resultados de estos estudios pueden contribuir para aumentar la probabilidad de
aprovechamiento del pasto rosado mediante el desarrollo de nuevo material

genético de interés agronémico.
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GENERAL ABSTRACT
MUTAGENESIS INDUCED BY GAMMA RADIATION FOR THE GENETIC
IMPROVEMENT OF NATAL GRASS [Melinis repens (Willd.) Zizka]
BY:
RAUL CORRALES LERMA

Induction of intraspecific variability represents an alternative for breeding
of grasses. The objective of this study was to characterize Natal grass and to
induce variability through mutagenesis with gamma radiation, to modify its
morphology and nutritional value. The investigation consisted of three studies
conducted under field, greenhouse and laboratory conditions. In the first study,
wild populations of natal grass in the state of Chihuahua were morphologically
characterized. The second study consisted of determining the optimal dose of
gamma radiation in the natal grass seed. Finally, the irradiated seeds were sown
to evaluate the variability in first generation mutants (M1). The data was analyzed
with the SAS program through multivariate and univariate analyzes. The natal
grass did not show morphological variability among populations of the state of
Chihuahua. The mean lethal dose (LD50) was at 250 Gy with 60CO gamma
radiation. The plants developed from irradiated seeds presented morphological
and nutritional characteristics different from the wild populations of the state of
Chihuahua. The results of these studies can contribute to increase the probability
of utilization of the natal grass through the breeding of new genetic material of

agronomic interest.

viii



CONTENIDO

CURRICULUM VITAE. .. e

RESUMEN GENERAL. ...

GENERAL ABSTRACT ... e

LISTADE CUADROS. ... e

LISTA DE GRAFICAS . ..ot e,

LISTADE FIGURAS . ...

INTRODUCCION GENERAL.......cciiiieiieeeee e,

REVISION DE LITERATURA . .....cootiiiiieeee e,

Pasto ROSAUO. ... e

Descripcién Taxon6mica del Pasto Rosado........................

Mejoramiento GENELICO. ... .c.vuieiiiiiieiiee e

Mutaciones y Modificacion Genética................ccoeeevininennn.

Mutagénesis en Gramineas. ...........oeiviiiieieiiiiieieiiiieaenanes

RAYOS GamMmMa......ovieiiiie e

Cobalto 60 (COBY)....cccviiiiii e,

Variables Ambientales. .......ooooveiiiii e

LITERATURA ClITADA . . e

ESTUDIO

1. CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y

NUTRICIONAL DE PASTO ROSADO [Melinis repens (Willd.) Ziska]

EN EL ESTADO DE CHIHUAHUA. ...

RESUMEN.

ABSTRACT

viii

Xii

Xiv

XV

10

11

12

13

20

22

23



INTRODUCCION...............

MATERIALES Y METODOS

RESULTADOS Y DISCUSION. .......uiiiiiieecieee e

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES........cooiiiiii

LITERATURA CITADA........

ESTUDIO 2. DOSIS OPTIMA DE RADIACION GAMMA PARA

INDUCCION DE MUTAGE

repens (Willd.) Ziska]..........

RESUMEN..............ooies

ABSTRACT ...,

INTRODUCCION...............

MATERIALES Y METODOS

RESULTADOS..................

DISCUSION. ...,

CONCLUSIONES..............

NESIS EN PASTO ROSADO [Melinis

LITERATURA CITADA . .. e

ESTUDIO 3. RADIACION

GAMMA EN SEMILLA DE PASTO

ROSADO [Melinis repens (Willd.) Ziska] PARA GENERAR

MU T AN T ES . e

RESUMEN.............coooentns

ABSTRACT ...

INTRODUCCION...............

MATERIALES Y METODOS

24

25

29

40

41

44

46

47

48

51

55

60

65

66

69

70

71

72

74



Variables MorfolOgicas............coooviiiiiiii

ANALISIS NULFICIONAL. . ..o,

ANALISIS EStadiStiCO. ..ottt

RESULTADOS Y DISCUSION........uiiiiiiieiiiie e,

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES........coooiiie

LITERURA CITADA

Xi

75

77

79

81

98

99



Cuadro

1

LISTA DE CUADROS

Distribucién y descripcion de poblaciones de pasto rosado
[Melinis repens (Willd.) Zizka] en el estado de Chihuahua,
evaluadas morfolégica y nutricionalmente..................c.......

Estadisticos simples para variables morfolégicas
cuantitativas de pasto rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka]
en poblaciones del estado de Chihuahua.........................

Contrastes ortogonales con 20 variables morfologicas
cuantitativas, entre poblaciones (P) de pasto rosado
[Melinis repens (Willd.) Zizka] del estado de Chihuahua.....

Composicion quimica del pasto rosado [Melinis repens
(Willd.) Zizka], dividido en cuatro poblaciones (POB) del
estado de Chihuahua ...

Valores propios de los componentes principales (CP)
generados a partir de 18 variables morfologicas
cuantitativas de 75 plantas de pasto rosado [Melinis repens
(Willd.) Zizka], desarrollado de semilla irradiada con Co®°
(M1) a diferentes dosis y plantas de semilla sin irradiar (MO)

Contribucion de 18 variables morfologicas cuantitativas
para la generacion de los tres primeros componentes
principales (CP), de 75 plantas de pasto rosado [Melinis
repens (Willd.) Zizka], desarrollado de semilla irradiada con
Co%° (M1) a diferentes dosis y plantas de semilla sin irradiar

Contrastes ortogonales para MANOVA entre grupos (G)
generados por analisis Cluster, de 75 individuos de pasto
rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka], desarrollado de
semilla irradiada con Co®° (M1) a diferentes dosis y plantas
de semilla sin irradiar (M0O)............uuvereeieiiiiiieeeeeeeee s

Contrastes ortogonales por variables originales entre
Cluster reagrupados de pasto rosado [Melinis repens
(Willd.) Zizka], desarrollado de semilla irradiada con Co60
(M1) a diferentes dosis y plantas de semilla sin irradiar (MO)

Xii

Pagina

26

30

34

36

82

83

88

90



10

Composicion quimica por etapa fenologica en ocho
mutantes (R150-R300; M1m) de pasto rosado [Melinis
repens (Willd.) Zizka], desarrollado de semilla irradiada con
Co%y pastos de semilla sin irradiar (RT; MO).............c.c.......

Medias + error estandar con la prueba Dunnett para
contenido de fibras y proteina por etapa fenolégica, en
ocho mutantes (R150-R300; M1m) de pasto rosado
[Melinis repens (Willd.) Zizka], desarrollado de semilla
irradiada con Co®° vs pastos de semilla sin irradiar (RT; MO0)

Xiii

92

93



Grafica

1

LISTA DE GRAFICAS

Medias = error estandar y agrupamiento Tukey, de
composicion quimica nutricional en poblaciones silvestres
de pasto rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka], distribuido
en el estado de Chihuahua. POBO = poblacion oeste,
POBN = poblacion norte, POBS = poblacién sur, POBC =
poblacion centro. HEM = hemicelulosa, CEL = celulosa,
LIG =lignina, PC = proteina cruda............cccccoeeuuiveeeeennnnnne.

Xiv

Pagina



Figura

LISTA DE FIGURAS

Andlisis Cluster por agrupamiento de Ward con base en 20
variables morfolégicas cuantitativas, de 65 individuos
procedentes de 13 poblaciones de pasto rosado [Melinis
repens (Willd.) Zizka], distribuidas en el estado de
Chihuahua....... ..o,

Medias + error estandar y curvas de radiosensibilidad (DLso
y GRso) para variables en etapa de germinacion y plantula
de pasto rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka], con semilla
expuesta a diferentes dosis de radiacion gamma con
cobalto 60. DLso = dosis letal media, GRso = reduccion
media de crecimiento, Gy = Gray, IVge = indice de
velocidad de germinacion, escala 0-100....................co....

Medias + error estandar y curvas de radiosensibilidad
(GRso) para variables morfologicas e indice de
concentracion de clorofila (ICC) de pasto rosado [Melinis
repens (Willd.) Zizka], en etapa de planta; producidas de
semilla expuesta a diferentes dosis de radiacion gamma
con cobalto 60. GRso = reduccion media de crecimiento,

Distribucion  multivariante en los dos primeros
componentes principales (CP) a partir de 18 variables
morfoldégicas cuantitativas, de 75 plantas de pasto rosado
(R) [Melinis repens (Willd.) Zizka], desarrollado de semilla
irradiada con Co® (M1) a diferentes dosis y plantas de
semilla sin irradiar (RT; M0). G =grup0.........cccvveveinenennnn.

Analisis Cluster por agrupamiento de Ward con base en 18
variables morfolégicas cuantitativas de 75 individuos de
pasto rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka], desarrollado
de semilla expuesta a diferentes dosis de radiacion con
Co0%(M1) y pastos de semilla sin irradiar (RT; MO).............

XV

Pagina

31

56

58

84

86



INTRODUCCION GENERAL

La familia de las gramineas es cosmopolita, ya que esta dispersa y
adaptada a diferentes ambientes, lo cual permite que juegue un rol fundamental
en el sustento de alimento a nivel mundial. En materia ecoldgica, ésta contribuye
en su mayoria con la cubierta vegetal de la peddsfera, retencion de suelo,
captacion de agua, captura de carbono, bioenergia, entre otros servicios
ambientales (Petrie et al., 2014; Brutnell et al., 2015). No obstante, existe un gran
vacio en el desarrollo de recursos genéticos y exploraciéon de la diversidad
morfologica, funcional, ecologica y econdmica en gramineas silvestres (Brutnell
et al,, 2015). Los cambios ambientales en el bioma de los pastizales han
repercutido en la adaptacion de algunas plantas ajenas a su entorno original.

La prevalencia de practicas inadecuadas en el manejo de los agostaderos
del norte de México ha comprometido la sustentabilidad de los sistemas de
produccion. La invasion de pastos exoticos con baja digestibilidad es otro factor
de impacto negativo para el ecosistema pastizal. Chihuahua muestra un
inventario vegetal con gran cobertura de especies invasoras de mal valor nutritivo
(Melgoza et al., 2014). En un estudio comparativo de indice de consumo, Teran-
Romo (2010) encontré que para ganado bovino, el pasto rosado presentd 3.5 %,
comparado con navajita azul, el cual mostro el 100 % de consumo.

Con respecto a la evolucidn de las especies, esta ocurre de manera natural
por mutaciones espontaneas que generan nuevas estructuras genéticas y
permiten la supervivencia de la especie. En este sentido, existen alternativas
antropogeénicas para la induccion de la variabilidad intraespecifica. Una de éstas

es la mutagénesis inducida, técnica que se comenzd a utilizar a principios de
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1900, pero fue a partir de 1927 cuando esta practica se intensific6. Sin embargo,
el blanco del mejoramiento genético bajo esta técnica, siempre han sido cultivos
focales como: arroz, cebada, maiz, trigo entre otros (Podevin et al., 2013). El uso
de radiacion gamma es una técnica utilizada en la mutagénesis para inducir
variabilidad en la estructura del genoma. Esta puede ser empleada para modificar
caracteristicas en especies vegetales a partir de la dosis letal media (DLso),
considerada como la mas adecuada para inducir mutaciones efectivas
(Lajonchere et al., 1995; Songsri et al., 2011; Angeles-Espino, 2013). El
mejoramiento genético en pastos a través de mutagénesis representa una
alternativa para de apoyo al mejoramiento y recuperacion de los pastizales. En
pastos silvestres es carente la investigacion en mutagénesis inducida. Por ello es
importante generar informaciéon que contribuya a modificar caracteristicas en
especies invasoras establecidas que perjudican el entorno econdémico y
ecologico. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar al pasto rosado en el
estado de Chihuahua e inducir variabilidad a través de mutagénesis con radiacion
gamma para modificar su morfologia y valor nutricional. Los objetivos especificos
fueron: caracterizar al pasto rosado desde el punto de vista morfologico y
nutricional, determinar la curva de radiosensibilidad gamma en semilla de pasto
rosado e identificar mutantes de pasto rosado con caracteristicas agrondmicas

de aprovechamiento.



REVISION DE LITERATURA

El deterioro de los agostaderos y gran parte de los recursos naturales se
debe en mucho a practicas antropogénicas como el sobrepastoreo, cambio de
uso de suelo, entre otras. El ecosistema pastizal en Chihuahua ocupa la mayor
superficie estatal, sin embargo, estudios recientes indican que mas del 90 % de
éstos se encuentran en condicion que va de regular a mala (CONAZA, 1994;
Aguirre et al., 2007, Pinedo et al., 2013). El problema se ha agudizado por la baja
disponibilidad de agua, pérdida de suelo, salinidad del suelo, temperaturas
extremas, entre otros factores implicados en el crecimiento, produccion y calidad
de forraje (Diaz et al., 2007; Gémez et al., 2007; Ortega-Ochoa et al., 2008). Los
cambios en los ecosistemas originales han generado que Chihuahua esté
considerado como uno de los estados mas afectados por estos fenomenos
(Ramirez et al., 2001; Flanders et al., 2006; Vila et al., 2006; Estrada y Villareal,
2010; Morales et al., 2014).

La globalizacién y el mal uso de los recursos naturales han ocasionado la
diseminacion de semillas de gramineas alrededor del mundo. Especies
procedentes de distintos continentes se encuentran establecidas en lugares que
no corresponden a su habitat original (Shine et al., 2000). Aun asi, algunas de
ellas se han adaptado y estan consideradas como invasoras, ya que desplazan
a especies nativas y endémicas que son clave del ecosistema pastizal. Estudios
recientes han reportado una importante reduccion y casi desaparicion de
poblaciones de pastos nativos de gran importancia forrajera como los zacates;
navajita azul, banderita (Bouteloua curtipendula), punta blanca (Digitaria

californica), gigante (Leptochloa dubia), lobero (Lycurus pheloides), entre otras
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(Morales y Melgoza, 2010). Dentro de los zacates introducidos invasores
podemos citar al rosado (Melinis repens) y africano (Flanders et al., 2006;
Melgoza et al., 2014). Sin embargo, algunos pastos exoéticos como: el garrapata
(Eragrostis superba) y lloron (Eragrostis curvula) han sido mejorados
genéticamente y recomendados para su uso en programas de rehabilitacion de
areas degradadas, ya que presentan buen potencial de establecimiento y
produccion de forraje en condiciones de sequia (Ibarra et al., 2005; Echenique et
al., 2008; Beltran et al., 2009).
Pasto Rosado

Esta especie también se conoce como pasto carretero, hierba de lana,
natal red top o natal grass. Esta graminea es anual o perenne nativa de zonas
tropicales de Africa y Asia; esta considerada como una de las mas agresivas en
América (CONABIO, 2009; Melgoza et al., 2014; EWABQ, 2016). En los Estados
Unidos de América se ha reportado que esta especie fue introducida a Florida
entre 1870 y 1900 como planta ornamental (David y Menges, 2011; Stokes et al.,
2011; Diaz et al., 2012). Posee alto contenido de lignina, lo cual la hace de baja
digestibilidad. Ademas, por su capacidad de establecimiento éste pasto es
considerado como uno de los més invasores en el norte de México (Diaz et al.,
2012; Pinedo et al., 2013; Melgoza et al., 2014). Al respecto Herrera-Arrieta y
Cortés-Ortiz (2009) infieren que por su condicion de agresividad esta especie
puede ser considerada para ser cultivada. Sin embargo, por el potencial de
diseminacion que presenta su semilla se debe tomar en cuenta que puede ser
escapada de cultivo. Actualmente en México esta graminea tiene presencia en

todas las entidades federativas (Herrera-Arrieta, 2001; Melgoza et al., 2014).
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Descripciéon Taxondmica del Pasto Rosado
Reino: Plantae
Subreino: Traqueobionta
Filo: Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Liliopsida
Subclase: Commelinidae
Orden: Cyperales
Familia: Poaceae
Género: Rhychelytrum: Melinis
Especie: repens
Mejoramiento Genético

Desde de que el hombre cambid a ser sedentario ha practicado de manera
empirica el mejoramiento genético. A la fecha se siguen desarrollando e
implementado técnicas, pero el proposito se ha concentrado en mejorar especies
de acuerdo a necesidades especificas de interés comercial (Jain y Brar, 2010).
Dentro de los métodos de mejoramiento destacan: seleccién fenotipica de
diversidad genética natural, ingenieria genética, hibridacion, variacién
somaclonal y mutagénesis inducida (Gutiérrez et al., 2003; Morales et al., 2009;
Morales et al., 2016). La generacion de variabilidad es necesaria para el
mejoramiento genético. La variabilidad morfoldgica en las especies se presenta
por cambios genéticos provocados por el medio ambiente donde la radiacion ha
jugado un papel importante (Segura et al., 2007). La biodiversidad vegetal parte

de la cantidad y variedad de especies que conforman un ecosistema. La variacion
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natural intraespecifica es definida como la variacién fenotipica, causada por
modificaciones en el ADN que surgen espontaneamente.

Para cumplir con el principio de mutagénesis, la metamorfosis debe ser
fijada y mantenerse en la naturaleza hasta un nuevo cambio genético, no
obstante la transformacion también puede darse de manera artificial (Pifiero et
al., 2008; Alonso-Blanco et al., 2009; Ruiz et al., 2010; Thole et al., 2011, Xia-
Yun et al., 2011). En la ingenieria genética se investiga la recombinacion artificial
de genes o grupos de genes y es posible ejercer la manipulacion dirigida sobre
caracteristicas especificas. Cualquier método antes mencionado puede ser
utilizado para mejorar o cambiar la expresion alélica en un vegetal.

En México existe el servicio nacional de inspeccion y certificacion de
semilla (SNICS), que funge como un organismo regulador para el registro de una
nueva variedad vegetal. Para poder llevar a cabo dicho registro, es necesario
demostrar la diferenciacion de la especie existente a través de una serie de
descriptores. La nueva variedad debera fijar consistentemente caracteres de
expresion genética y morfolégica en las préximas generaciones (DOF, 1998;
Guiot et al., 2014, Quero et al, 2014).

Mutaciones y Modificacion Genética

La evolucion ocurre principalmente por mutaciones espontaneas que
generan nuevas estructuras genéticas y permiten la supervivencia de la especie,
ya que al tener mayor oportunidad de reproducirse logran perpetuar sus genes.
La evolucion se basa en cuatro procesos para manifestar diferenciacion individual
(Jiménez y Collada, 2000; Pierce, 2010): 1). Seleccion natural: donde ciertas

caracteristicas permiten que un individuo tenga mayor éxito de supervivencia y
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persistencia, lo cual se interpreta de manera positiva (De Zulueta y Ayala, 2009;
Pierce, 2010). 2) Deriva genética: aqui se presenta un cambio estocastico en la
expresion alélica por recombinacion en la reproduccion, pero a diferencia de la
seleccién natural, los cambios pueden ser positivos, sin efecto o negativos para
la supervivencia (Keinan at al., 2007). 3) Flujo genético: también conocido como
migracion, consiste en transferir dominancia alélica de una poblacion a otra,
mediante movilidad de ciertos genes interespecificos, ocurriendo asi la
hibridacién (Lépez et al., 2007). 4) Mutacion: esta es la principal fuente de
variabilidad genética, puesto que es en este fendbmeno es donde ocurren
diferentes cambios en la estructura del genoma. Al igual que en deriva genética,
este fendmeno puede tener efecto provechoso imparcial o adverso. Una
mutacion se puede dar mediante recombinacion, duplicacién o deleccion en una
o varias secciones del ADN, presentarse en secuencias largas, secuencias
pequefias o incluso en un par de nucledtidos (Pierce, 2010).

Existen diferentes agentes mutagénicos, que pueden ser: quimicos;
analogos de bases, antibidticos, agentes alquilantes entre otros compuestos.
Otros mutagenos son los agentes radiactivos, como la radiacién ultravioleta, no
obstante, ésta ha sido muy restringida en plantas por no ser ionizante y tener
limitada habilidad de penetracion. Los rayos X descubiertos por Roetngen en
1895, se han utilizado casi desde entonces en diferentes estudios biologicos, sin
embargo, las respuestas bildgicas y fisiologicas en plantas han sido carentes. Las
particulas alfa y beta producen un efecto mayor de penetracion que los rayos X,
pero aun asi, la capacidad de penetracion es menor a la de los rayos gamma, los

cuales han tenido mayor importancia en la mutagénesis por radiacion (Delgado
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de la Flor, 1970; Weiner y Matthews, 2003; Podevin et al., 2013). Busey (1980)
intentd causar mutaciones con radiacion gamma utilizando esquejes de pasto de
cesped y encontré que en ciertas accesiones con dosis de 45 Gy causé el 50 %
de retraso en crecimiento y una supervivencia de 40 %. Otras accesiones con 40
Gy presentaron el 100 % de mortalidad. A medida que la radiactividad aumenta,
los individuos mutantes regularmente presentan cambios negativos o0
degenerativos. Sin embargo, con dosis moderadas de radiacion ionizante los
impactos sobre la estructura del ADN pueden ser benéficos (Songsri et al., 2011).
Mutagénesis en Gramineas

El fendmeno de mutagénesis es un proceso natural para los procesos
evolutivos. Los rayos césmicos que logran penetrar la atmdésfera causan ligeros
cambios en el ADN y la acumulacion de estos pequefios cambios, son causa de
mutaciones que dan origen a variaciones en las especies vegetales y animales
(Ochoa-Carrillo et al., 2016). La mutagénesis inducida es una técnica que acelera
los procesos de mutacion a partir del uso de agentes mutagénicos. Esta practica
se comenzo a utilizar a principios de 1900 y fue a partir de 1927 cuando ésta se
intensificd. Sin embargo, la prioridad del mejoramiento genético bajo esta técnica
siempre han sido los cultivos focales: arroz, cebada, maiz, trigo entre otros
(Harding et al., 2012; Podevin et al.,, 2013; Ramchander et al.,, 2015). La
Arabidopsis thaliana y el arroz (Oryza sativa) se han estudiado ampliamente bajo
esta técnica, ya que presentan los genomas mas pequefios en plantas
vasculares. Esto ha permitido que en estas especies las mutaciones puedan ser
dirigidas (Thole et al., 2011; Xia-Yun et al., 2011; Rajarajan et al., 2016). Esta

técnica se ha practicado también en especies utilizadas para césped. En 1997
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mediante radiacion gamma con Co®° se produjo la variedad TifEagle de pasto
bermuda (Cynodon dactylon). Esta variedad se caracterizd por poseer hojas con
lamina muy fina, densidad de tallos extremadamente alta y gran resistencia al
pisoteo; actualmente es muy utilizada en campos de golf (Hanna y Elsner, 1999).
En otras investigaciones se ha logrado producir variedades de césped con talla
ultra baja y de mayor resistencia a estrés hidrico (Lu et al., 2008; Chen et al.,
2009; Lu et al., 2009). Otra especie cespitosa en la que se ha empleado
mutagénesis es el pasto San Agustin (Stenotaphrum secundatum). En esta
especie se obtuvieron diferencias morfolégicas al irradiar estolones a dosis entre
10y 100 Gy (Li et al., 2010). Otras gramineas modificadas por mutagénesis son
el finger millet (Eleusine coracana) y el mijo perla (Pennisetum glaucum-
typhoides). En el Sur de Asia y Africa éstas especies se usan para doble
propésito; produccién de grano para humano y produccion de forraje para ganado
(Horn et al., 2010; Ousmane et al. 2013; Ambli y Mullainathan, 2014; Ambavane
et al., 2015). Asi mismo, con radiacion gamma se ha generado variabilidad en
pasto sudan (Sorghum sudanense; Horn et al., 2010; Golublnova y Gecheff,
2011), pasto elefante (Pennisetum purpureum; Pongtongkam et al., 2005) y
zacate guinea (Panicum maximum; Lajonchere et al., 1995; Pongtongkam et al.,
2006).

En las zonas aridas y semiaridas de México los pastizales poseen gran
variedad de gramineas que pueden ser mejoradas para utilizarse en la
revegetacion y rehabilitacion de agostaderos, donde la mutagénesis puede ser

una alternativa viable para el mejoramiento de éstas.



Rayos Gamma

Esta radiacion es de naturaleza similar a la luz visible o a las ondas de
radio y se clasifica como ionizante por tener cargas eléctricas positivas o
negativas que facilitan la penetracién profunda dentro de ciertos materiales. En
este fenbmeno participan isotopos de Cesio, Cobalto, Radio, Uranio, Torio,
Raddn, entre otros. Estos elementos tienen la capacidad de producir ondas cortas
(10 X 10'*2 m) y energia efectiva para entrar en contacto con el ADN, generando
cambios estructurales (Weiner y Matthews, 2003; Gonzalez y Rabin, 2011). En
Japon han sido registradas mas de 240 variedades de plantas producidas por
mutagénesis, de las cuales el 61% han sido con rayos gamma, por considerar
este método de los mas efectivos para mejorar cultivos comerciales (Nakagawa,
2009).

En poblaciones donde predomina una sola especie exotica es dificil
encontrar variabilidad genética, ya que su proliferacion se da en forma de
monocultivo. (Nobel, 2009). Por esta razon, el primer paso para inducir
mutagénesis con radiaciones ionizantes, es conocer la curva de radiosensibilidad
0 dosis letal media (DLso). Se ha reportado que para semillas la DLso esta
relacionada con la radiacion absorbida y se refiere la sobrevivencia del 50 % de
la poblacion expuesta. Morela et al. (2002) sefialaron que para programas de
mejoramiento genético, es en esta proporcion donde existe mayor frecuencia de
mutaciones utiles. En el mismo sentido, otros investigadores coinciden en que
través de radiacion gamma se puede determinar la curva de radiosensibilidad
como punto de partida para el mejoramiento genético en distintas especies

(Lajonchere et al., 1995; Songsri et al., 2011; Angeles-Espino, 2013).
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Cobalto 60 (CQO®0)

Algunos investigadores han sefialado la utilidad de las radiaciones
ionizantes para inducir mutaciones en las plantas de cultivo y pastos forrajeros.
El Co® es un elemento altamente radiactivo que por su capacidad de emisiones
gamma es utilizado para el mejoramiento genético en diferentes cultivos (Powell
y Toler, 1980; Krishna et al., 1984; Angeles-Espino et al., 2013). Este metal tiene
la capacidad de provocar mutaciones gendémicas y activar la nucleosintesis en
células eucariotas. La vida media del Co®° es de 5.27 afios y es un is6topo que
se produce sintéticamente por bombardeo y activacion de neutrones. En su
desintegracion decae a niquel por emision de dos particulas beta y un gamma.
Los principales usos del Co®° son; esterilizaciéon de equipo médico, radioterapia,
esterilizacion de alimentos, esterilizacion de insectos y mutaciones genémicas
entre otros (Cancino et al., 2012). La intensidad de la radiacién ionizante depende
de la vida util de la fuente radiactiva. La dosis de radiacion se mide en Gray (Gy)
y esta en funcién de la vida util, distancia y tiempo de exposicién del material
expuesto a la fuente de radiacién (ATSDR, 1999).

Variables Ambientales

Para el mejoramiento genético es de suma importancia conocer factores
ambientales que puedan influir en la expresion alélica. La temperatura, humedad,
radiacion, concentracion de COz, entre otros, influyen de manera importante en
el desarrollo y expresion fenotipica de cultivos y plantas silvestres (Hopkins,
1999; Nobel, 2009; Avendano et al., 2012). Existe gran diferencia en el control de
estas variables en condiciones de campo, comparadas con invernadero. No

obstante, es posible la utilizacion de hardware y software especializados que
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capturen datos en ambos ambientes para considerar variables de mayor impacto
e interés. La complejidad y tipo de dispositivos dependera del tamafo del
invernadero, vivero o area que se desea monitorear. Este procedimiento puede
ser por medio de sonido, vibracién, presion, movimiento, flujos de aire, entre otros

(Aakvaag, 2006; Keshtgari y Deljoo, 2012).
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RESUMEN

El pasto rosado tiene la capacidad de invadir y desplazar especies nativas
de importancia ecoldgica. En México se desconoce la variabilidad que presenta
esta especie, ya que tiene un tiempo relativamente corto de estar establecido. El
objetivo fue caracterizar poblaciones silvestres de pasto rosado a través de
descriptores fisicos y quimicos, para determinar su diversidad morfolégica y
composicién nutricional en el estado de Chihuahua. Se caracterizaron
morfolégicamente 13 poblaciones en etapa fenoldgica madura y se determiné el
contenido de fibras y proteina cruda (PC). Los datos morfologicos se analizaron
a través de Andlisis Claster y MANOVA. EIl valor nutricional se analizd con
ANOVA y comparacion de medias con la prueba Tukey. No se encontro
diversidad morfolégica suficiente para diferenciar las poblaciones de pasto
rosado en el estado de Chihuahua. Se determiné el contenido nutricional y se
encontré diferencia (p<0.05) de PC entre poblaciones. Con base en el aporte
nutricional presentado, se estimd un valor forrajero de regular a bueno para esta
especie.

Palabras clave: diversidad, especie invasora, poblaciones silvestres.
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ABSTRACT
MORPHOLOGICAL AND NUTRITIONAL CHARACTERIZATION OF NATAL
GRASS [Melinis repens (Willd.) Zizka] IN STATE OF CHIHUAHUA

Natal grass has capacity to invade and displaced native species of
ecological importance. The variability of this species is unknown in Mexico
because it has a relatively short time of being established. The objective was to
characterize wild populations of Natal grass through physical and chemical
descriptors, to determine their morphological diversity and nutritional composition
in Chihuahua, Meéxico. The morphological characterization included 13
populations in mature stage. In addition, fiber content and crude protein (CP) were
determined. Morphological data were analyzed through Cluster and MANOVA.
Structural fibers and PC were analyzed with ANOVA and comparison of means
with the Tukey test. Not enough diversity was found in ecotypes of Natal grass
populations from the State of Chihuahua. Nutritional content was determined and
differences (p <0.05) of CP were found among populations. Based on the
nutritional contribution of Natal grass, the forage value for this species was
estimated from regular to good.

Key words: diversity, alien species, wild populations.
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INTRODUCCION

El pasto rosado es una especie originaria de Sudafrica, en América es una
de las gramineas mas invasoras (Herrera y Cortez, 2009). Los descriptores
vegetales contribuyen a la identificacion de una especie con caracteristicas
expresadas de acuerdo a variables de topografia, clima, edafologia, entre otras.
Algunas gramineas se han diferenciado naturalmente o han sido modificadas y
seleccionadas por caracteres especificos que difieren fisica o quimicamente
(Brutnell et al., 2015). El valor nutricional de las gramineas es otro factor que
diferencia especies y variedades. El pasto rosado posee alto contenido de lignina
y bajo de proteina, lo cual reduce su digestibilidad (Flores et al., 2016; Melgoza
et al., 2014). No obstante, el valor nutricional puede cambiar de acuerdo a
factores medioambientales y genéticos en ecotipos o poblaciones.

A la fecha se conoce la distribucion global, descripcion taxonémica y
algunas caracteristicas de orden general del pasto rosado, basadas en
descriptores morfolégicos y moleculares (Vicentini et al., 2008; Melgoza et al.,
2014; Silva et al., 2015). Sin embargo, se desconoce la mayoria de sus
caracteristicas morfolégicas y aporte nutricional. EI objetivo fue caracterizar
poblaciones silvestres de pasto rosado a través de descriptores fisicos y
quimicos, para determinar su diversidad morfolégica y composicion nutricional en

el estado de Chihuahua.
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MATERIALES Y METODOS

Se caracterizaron 12 poblaciones silvestres de pasto rosado distribuidas
en diferentes ecoregiones del estado de Chihuahua, las cuales presentan
variacion en precipitacion, temperatura y altitud (INEGI, 2015; Cuadro 1). El
criterio para seleccionar poblaciones fue que presentaran una distancia minima
de 40 km entre poblacion. Ademas, se incluyé una poblacion de plantas
desarrolladas en invernadero con semilla de poblaciones silvestres. Las plantas
en campo se seleccionaron a una edad aproximada de 1.5 afios y diametro de
macollo entre 9 y 12 cm, similar a las desarrolladas en invernadero. El total de
plantas evaluadas fue de 65, con cinco individuos por poblacion en etapa de
madurez temprana, previo al desprendimiento de semilla. En cada planta se
midieron 20 variables morfolégicas con base en las guias de descriptores
varietales para pasto buffel (Cenchrus ciliaris; Guiot et al., 2014) y banderita
(Bouteloua curtipendula; Quero et al., 2014).

Las variables fueron: habito de crecimiento (HCR; °), se midid la inclinacién
perimetral de la planta con un transportador. Altura de follaje (AF; cm), se midi6
del suelo al término de la densidad foliar, sin considerar hojas bandera. Altura de
planta (AP; cm), se midié del suelo al 4pice mas alto de la planta. Proporcion
altura de follaje-altura planta (pFP), se dividio la altura de follaje entre altura de
planta. Peso de biomasa aérea sin semilla (BSS; gr), se cosecho la semilla de la
planta, se corto la BSS y se secO a temperatura constante de 65 °C durante 48
h. Peso de biomasa aérea con semilla (BCS; gr), se sumo el peso de la semilla

al peso de biomasa aérea sin semilla. Proporcion peso de semilla-peso de
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Cuadro 1. Distribucion y descripcion de poblaciones de pasto rosado [Melinis

repens (Willd.) Zizka],

en el

morfologica y nutricionalmente

estado de Chihuahua, evaluadas

Poblacion

Localidad

Ubicacion geogréfica

PO
P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9

P10

P11

P12

Invernadero Facultad de Zootecnia y Ecologia
Palomas-Rancho de Pefia

El Chamizal-Rancho los Ruiz

Presa Las Virgenes-Delicias

Rancho El Ojito-Ejido Ciénega de Los padres
Curvas del Perico-Ejido Ocampo

Rancho experimental La Campana-Ejido El Faro
Entronque carretera Namiquipa-Ejido Vella Vista
Tutuaca-San Fco. de Borja

Ejido Laborcita de San Javier-Rancho Barraganes
Satev6-Valle de Zaragoza

Valle de Zaragoza-Hidalgo del Parral

Hidalgo de Parral-Jiménez

28° 35 07” N, 106° 06’ 23” O
28°21°19” N, 106° 15’ 47" O
28° 00’ 45” N, 106° 09’ 26” O
28° 04’ 37" N, 105° 41’ 57" O
28° 27 42” N, 105° 45’ 03" O
28° 48’ 54” N, 106° 13° 12” O
29°18'49” N, 106° 24° 12 O
29° 05’ 08" N, 106° 22’ 32" O
28° 01" 10" N, 106° 34’ 50" O
28°22° 44" N, 106° 40’ 48" O
27° 39 34” N, 106° 01’ 03” O
27° 25 12” N, 105° 46’ 52” O
26° 56’ 25" N, 105° 36’ 12" O
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biomasa aérea (pSB), se dividi6 el peso de la semilla producida por la planta entre
BCS. Largo de limbo (LLH; cm), se seleccionaron tres hojas a una altura media
del follaje en tallos centrales y se midio desde ligula hasta apice. Ancho de limbo
(ALH; mm), se midi6 en la parte mas ancha de lamina en las mismas hojas que
se midio longitud. Concentracién de clorofila (ICC; indice), se utilizé un medidor
de clorofila Opti-Sciences CCM-200 y se midieron las mismas tres hojas que se
utilizaron para largo y ancho. Largo de limbo de hoja bandera (LHB; cm), se midi6
longitud de lamina entre ligula y apice de la hoja mas alta en tres tallos centrales.
Ancho de limbo de hoja bandera (AHB; mm), se midié en la parte central de la
lamina, de la misma hoja donde se midi6 longitud. Diametro de tallo (DIT; mm),
se selecciond un tallo central y se midié con vernier estandar la parte media del
primer entrenudo. Longitud del raquis de la panicula (LRQ; cm), se midi6 de la
base del pedicelo de la ramilla basal al &pice de la inflorescencia en tallo central.
Numero de ramillas en raquis de panicula (RRQ), se contaron las ramillas unidas
al raquis principal. Longitud de ramilla basal (LRB; cm), se midi6 de la base del
pedicelo al apice de la ramilla inferior. Numero de ramillas en ramilla basal (RRB),
se registré la cantidad de ramillas unidas al raquis. Longitud de pedicelo de
ramilla basal (PDI; mm), se midié el pedicelo de la ramilla basal. Longitud de
pedunculo (PDU; cm), se midi6 longitud del tallo desnudo entre ligula de hoja
bandera y base del pedicelo. Peso de semilla (PSE; gr), se cosecho, seco y pesé
el total de semilla de la planta.

En el analisis nutricional se excluyo la PO y las 12 poblaciones silvestres
se clasificaron en cuatro nuevas poblaciones (NPO). Cada NPO se constituyo de

15 plantas agrupadas por gradiente; norte (PNOR), centro (PCEN), sur (PSUR)
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y oeste (POES). La materia seca (MS) se moli6 entre 0.1 y 1.0 mm,
posteriormente se obtuvo una alicuota de MS de cada NPO. Para estimar materia
seca absoluta del pasto (MASP), nuevamente se colocaron las muestras en la
estufa a 105 °C durante 24 h. De acuerdo al protocolo Ankom basado en el
meétodo descrito por Goering y Van Soest (1970), se determind fibra detergente
neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA) y lignina detergente acido (LDA) con
tres repeticiones por NPO. Los porcentajes de hemicelulosa (HEM), celulosa
(CEL) vy lignina (LIG) se determinaron por diferencia. El contenido de PC se
determind de acuerdo al protocolo LECO, basado en el método de combustion
DUMAS, con tres repeticiones por NPO con la misma MS preparada para el
analisis de fibras.

Las variables morfolégicas se analizaron con analisis Cluster (ACL),
mediante la matriz de correlacion y el método de ligamiento de Ward. El nivel de
similitud entre grupos se tomé a criterio de los pseudo estadisticos F y T2, con
base en el coeficiente de Pearson (R?). Ademas, se incluy6 Andlisis Multivariante
de la Varianza (MANOVA) con Contrastes Ortogonales entre poblaciones y por
variable. Para contenido nutricional se incluyé Analisis de Varianza (ANOVA) y
comparacion de medias con la prueba de Tukey. El programa estadistico utilizado

fue SAS 9.1.3 (2006).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En general, los coeficientes de variacion (CV) fueron relativamente bajos
para la mayoria de las variables, con excepcion de PSE, ICC, pSB, BBS y BCS
que presentaron valores del 37 % en adelante (Cuadro 2). La variable que
presentd el CV y valor relativo mas alto en intervalo de valores minimos y
maximos, fue PSE. Por otro lado, RRQ fue la del menor CV y menor valor de
intervalo relativo. La maxima altura de planta encontrada en estas poblaciones
fue de 125 cm, lo cual supera los 100 cm que otros autores reportan como
maxima para el pasto rosado (Hafliger y Scholz, 1980; Herrera y Padmanes, 2006;
Melgoza et al., 2016). Otras variables que se diferenciaron de otros estudios
fueron LLH, ALH y LRQ. En el estado de Durango, Herrera y Pamanes (2006)
reportaron algunos descriptores de pasto rosado; lamina de hojade 6 a17 cm de
largo, ancho de hoja de 2 a 5 mm, panicula de 14 a 22 cm de largo, ramillas o
espiguillas de 3.5 a 5 cm de largo. Por otro lado, Melgoza et al. (2016) describen
a esta especie con hojas menores a 10 cm e inflorescencia de 8 a 15 cm. En
Estados Unidos se reporta, lamina de hoja hasta 20 cm de longitud, 3 a 10 mm
de ancho y panicula de 10 a 15 cm de largo (Hitchcock, 1950; Hafliger y Scholz,
1980). Las diferencias a lo reportado en este estudio, indican que las poblaciones
del pasto rosado del estado de Chihuahua pueden presentar diferencias
morfologicas, comparadas con poblaciones de otros estados o paises.

El ACL muestra la distribucién por individuo de acuerdo al valor de sus
variables (Figura 1). Para coincidir con el nimero de poblaciones evaluadas

originalmente, se formaron 13 grupos a partir de las variables cuantitativas
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Cuadro 2. Estadisticos simples para variables morfolégicas cuantitativas de pasto
rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka], en poblaciones del estado de

Chihuahua
Variable Media D?SV' C. V. \{a_lor \{al_or
estandar Minimo Maximo
HCR 66.08 8.59 0.13 50.00 85.00
AF 48.26 7.59 0.16 32.00 65.00
AP 99.15 9.31 0.09 81.00 125.00
pFP 0.49 0.05 0.11 0.34 0.59
DIT 1.79 0.35 0.20 1.20 2.70
LLH 13.43 3.09 0.23 6.00 23.00
ALH 6.97 0.91 0.13 5.50 9.00
LHB 5.87 1.61 0.27 3.80 12.30
AHB 3.97 0.81 0.21 2.50 6.00
ICC 5.35 2.49 0.47 2.10 13.80
LRQ 18.17 1.41 0.08 14.50 21.00
RRQ 13.62 0.96 0.07 11.00 16.00
PDU 10.75 1.30 0.12 7.00 13.50
LRB 8.41 1.32 0.16 4.50 10.50
RRB 6.55 0.81 0.12 5.00 8.00
PDI 1.45 0.26 0.18 0.50 1.80
PSE 3.26 1.85 0.57 0.57 9.34
BBS 24.74 9.27 0.37 7.16 45.93
BCS 28.01 10.48 0.37 7.93 51.58
pSB 0.12 0.05 0.40 0.03 0.23

C.V. = coeficiente de variacion, HCR= habito de crecimiento, AF= altura de follaje,
AP= Altura de planta, pFP= proporcion follaje—planta, DIT= diametro de tallo,
LLH= Longitud de limbo de hoja, ALH= Ancho de limbo de hoja, LHB= Longitud
de limbo de hoja bandera, AHB= Ancho de limbo de hoja bandera, ICC= indice
de concentracion de clorofila, LRQ= Longitud de raquis, RRQ= numero de
ramillas en el raquis, PDU= Longitud de pedunculo, LRB= Longitud de ramilla
basal, RRB= Numero de ramillas en la ramilla basal, PDI= Longitud del pedicelo
de la ramilla basal, PSE= peso de la semilla de toda la inflorescencia, BSS= Peso
de biomasa aérea sin semilla, BCS= peso de la biomasa aérea mas el peso de
la semilla (peso total de biomasa aérea), pSB= proporcion semilla—biomasa

aérea.
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Figura 1. Analisis Cluster por agrupamiento de Ward con base en 20 variables morfolégicas cuantitativas, de 65
individuos procedentes de 13 poblaciones de pasto rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka], distribuidas en
el estado de Chihuahua.
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originales. Los pseudo estadisticos F y T2 mostraron un coeficiente de similitud
R? = 0.82 entre los nuevos grupos. Por el nimero de poblaciones y variables
incluidas en el ACL, se considera que este coeficiente marca un alto grado de
similitud, lo cual disminuye la probabilidad de encontrar diferencias morfolégicas
significativas.Esto sucede porque a medida que aumenta la interaccion de los
datos, la distancia entre grupos disminuye (Archer y Maples, 1987; Vega-
Dienstmaier y Arévalo-Flores, 2014).

El dendograma distribuy6 los individuos de las poblaciones originales en
diferentes nuevos grupos. Solo los individuos de la poblacién (P1) se conservaron
reagrupados en un mismo cluster. Sin embargo, este nuevo grupo incluyé
individuos de las P3, P5 y P8, lo cual reduce la posibilidad de que los individuos
de la P1 sean un ecotipo diferente. El resto de los individuos se agruparon de
manera dispersa en nuevos grupos, sin importar su procedencia o poblacion. Lo
anterior indica que por el tiempo que tiene establecido el pasto rosado en
Chihuahua, no ha presentado diversidad morfolégica suficiente para ser
diferenciado fenotipicamente por poblaciones. En pastos nativos se han realizado
estudios de caracterizacion morfoldgica y se ha encontrado alta diversidad en el
estado de Chihuahua (Morales et al., 2013; Morales et al., 2015; Morales et al.,
2016). A diferencia de estas especies nativas del norte de México, el pasto rosado
parece no presentar gran variacion morfolégica en Chihuahua.

De manera global se encontr6 diferencia estadistica (p<0.001)
multivariada entre poblaciones originales, sin embargo, no todas las poblaciones
presentaron diferencias (p>0.05) entre si. Con respecto a la PO, se esperaria que

por las condiciones que se generan en invernadero, sus individuos fueran
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diferentes a las poblaciones silvestres. No obstante, al comparar entre
poblaciones originales la PO no fue diferente (p>0.05) a las P5, P6, P7 y P10. Asi
mismo, la P10 no se diferencié (p>0.05) de las P2, P4, P8 y P12. Las Unicas
poblaciones que presentaron diferencia (p<0.05) entre ellas y con el resto, fueron
P1, P3y P11 (Cuadro 3).

Algunas poblaciones presentaron variabilidad morfolégica, no obstante,
los rangos de variabilidad entre individuos permiten que esta graminea comparta
atributos similares entre poblaciones. Por ejemplo, en los contrastes por variable,
la P1 y PO no fueron diferentes (p>0.05) en las variables HCR, pFP, DIT, LLH,
ALH, ICC, y LRQ. Asi mismo, la P3 no fue diferente (p>0.05) de PO en HCR, AP,
DIT, AHB, ICC, RRQ, LRB, RRB, PDIly PSE. La P11 tampoco presento diferencia
(p>0.05) con PO en AF, AP, pFP, ICC, LRQ, RRQ, PDU, LRB, RRB y PDI. Por
otro lado, en el analisis Cluster ninguna poblacion se desliga del resto para
diferenciarse categoéricamente, lo cual limita aseverar que en el estado de
Chihuahua exista suficiente variabilidad morfoldgica entre poblaciones de pasto
rosado. Al respecto, Azcon-Bieto y Talén (2013) mencionan que si una misma
especie no presenta suficiente variacién genética y medioambiental inter e intra
poblacional, se estard hablando de un mismo ecotipo. En un estudio de
caracterizacion de pasto banderita (Bouteloua curtipendula) en el estado de
Chihuahua, Morales et al. (2016) encontraron diversidad morfologica al evaluar
51 poblaciones con nueve descriptores morfologicos. Resultados similares se

encontraron en los pastos gigante (Leptochloa dubia; Morales et al., 2013) y
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Cuadro 3. Contrastes ortogonales con 20 variables morfolégicas cuantitativas,
entre poblaciones (P) de pasto rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka],
del estado de Chihuahua

Estadistico Lamda (L) de Wilks

Contraste Valor L Valor F Valor P
PO vs P5 0.697 0.72 0.780
PO vs P6 0.705 0.69 0.805
PO vs P7 0.519 1.53 0.136
PO vs P10 0.496 1.67 0.092
P2 vs P4 0.571 1.24 0.284
P2 vs P10 0.479 1.79 0.066
P4 vs P10 0.490 1.72 0.081
P5 vs P6 0.543 1.39 0.196
P5vs P10 0.486 1.74 0.076
P6 vs P7 0.543 1.39 0.197
P8 vs P9 0.523 1.50 0.146
P8 vs P10 0.505 1.61 0.108
P10 vs P12 0.510 1.58 0.117

P < 0.05 indica diferencia estadistica multivariada entre poblaciones.
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tempranero (Setaria macrostachya; Morales et al., 2015). Asi mismo, en la regién
mas seca del oeste de Canad4, Schellenberg et al. (2012) reportaron variabilidad
fenotipica de pasto banderita en nueve poblaciones. Estos investigadores
concluyen que al evaluar la variabilidad morfolégica, se sientan las bases para
seleccionar material genético con aptitud forrajera, resistencia a sequia, retenciéon
de suelo, entre otros atributos que pueden contribuir para restauracion ecoldgica
y productiva de areas degradadas.

En la composicion nutricional (Cuadro 4) se encontré que el total de fibras
estructurales presentado en este estudio fue relativamente alto, comparado con
los resultados de Bezabih et al. (2013). Esto investigadores reportan que en
praderas semi-aridas de la sabana del Valle del Rift en Etiopia, en el mes de
agosto esta especie presenté del 54.2 al 56.4 % de FDN. Posiblemente la
diferencia de condiciones ambientales, nutrientes en el suelo y otros factores,
fueron causa de la diferencia en el contenido de fibras, o bien, la expresion de un
genotipo diferente. Sin embargo, la diferencia en contenido de fibras estructurales
en la misma etapa fenoldgica entre Chihuahua y Sudafrica fue al rededor del 22
%, la cual puede ser considerada alta. Se sabe que de los componentes de FDN,
la HEM y CEL pueden ser digeridos por rumiantes y otros herbivoros, por el
contrario la LIG es altamente indigestible (Van Soest, 1994; Sawatdeenarunat et
al., 2015). Existe informacion del contenido de lignina para algunos pastos nativos
e introducidos en etapa madura (Ramirez et al., 2001; Ramirez et al., 2004). No
obstante, para pasto rosado solo se hace alusién a que es mas indigestible que

otras especies por presentar niveles altos de lignina, mas no se presentan datos
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Cuadro 4. Composicion quimica del pasto rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka],
dividido en cuatro poblaciones (POB) del estado de Chihuahua

POB % MS % FDN % FDA % LDA % CEN % PC

POBO 92.94 79.18 46.26 6.84 8.19 6.29
POBN 93.04 75.63 42.45 5.12 8.46 6.18
POBS 92.90 76.48 45.35 5.79 8.10 6.86
POBC 92.90 73.24 41.76 6.39 8.60 6.02

POBO = poblacion oeste, POBN = poblacion norte, POBS = poblacion sur, POBC
= poblacion centro. MS = materia seca, HUM = humedad, FDN = fibra detergente
neutro, FDA = fibra detergente acido, LDA = lignina detergente acido, CEN =
cenizas, PC = proteina cruda.
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cuantitativos de este polimero. Los valores de LIG que presentaron las
poblaciones de pasto rosado en este estudio, indican que el aporte es bajo
comparado con otras especies nativas e introducidas (Ramirez et al., 2001,
Ramirez et al., 2004; Gardufio et al., 2015). Las POBS y POBC no presentaron
diferencia (p>0.05) en HEM, asi como tampoco la POBC fue diferente (p>0.05) a
las POBN y POBO. Sin embargo, la POBS tuvo mayor (p<0.05) aporte de HEM
que las POBN y POBO. Los componentes CEL y LIG no presentaron diferencia
(p>0.05) entre NPO. En PC, la poblacion sur presentdé mayor (p<0.05)
concentracion que el resto de las NPO (Grafica 1).

En general, el contenido de PC en etapa de madurez fue del 6.02 al 6.86
% en las poblaciones de pasto rosado. Otros autores mencionan que esta
especie presenta valores de PC menores a lo reportado en este estudio. Melgoza
et al. (2014) muestran valores de 4.0 a 6.0 % de PC durante la etapa de
crecimiento. Flores et al. (2016) indican que en etapa de madurez aporta del 4.6
al 5.2 % de PC. Por otro lado, Bezabih et al. (2013) reportan que en pastizales
de Etiopia, la PC en pasto rosado oscila entre 7.7 y 8.3 %, valores superiores a
los encontrados en este estudio. El entorno medioambiental es un factor que
influye en la composicion nutricional de los pastos. Tomando en cuenta lo
reportado por otros investigadores, se considera que el contenido de PC del pasto
rosado en Chihuahua, va de regular a bueno.

Existen otras alternativas para el aprovechamiento de especies invasoras.
En un estudio de caracterizacidon del pasto invasor switchgrass (Panicum

virgatum), Casler (2005) evalud la variabilidad en holocelulosa, lignina y cenizas
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Grafica 1. Medias * error estandar y agrupamiento Tukey, de composicién quimica
nutricional en poblaciones silvestres de pasto rosado [Melinis repens
(Willd.) Zizka], distribuido en el estado de Chihuahua. POBO = poblacién
oeste, POBN = poblaciéon norte, POBS = poblacion sur, POBC =
poblacién centro. HEM = hemicelulosa, CEL = celulosa, LIG = lignina, PC
= proteina cruda.
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en ecotipos de 33 sitios de Arlington, TX y Marshfield, Wi, USA, para determinar
potencial de produccion para biocombustibles. Ademas, otros investigadores
realizaron un estudio con ratas y encontraron que en Sudamérica, el pasto rosado
posee propiedades para combatir la diabetes (De Paula, 2005). Por lo anterior,
puede explorase la posibilidad de utilizar al pasto rosado con otros fines para
controlarlo y disminuir su dispersion en los ecosistemas pastoriles del estado de

Chihuahua, México.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La diversidad morfologica que presenté el pasto rosado no fue suficiente
para inferir que existe variabilidad genética entre poblaciones del Estado de
Chihuahua. Se determiné su composicion nutricional y se encontr6 que su
contenido de proteina cruda puede diferir de acuerdo a su localizacion. Por el
aporte de proteina cruda y lignina que presento el pasto rosado, se infiere que su
valor forrajero puede ser clasificado de regular a bueno, sin embargo, se sugiere
determinar su digestibilidad.

Se recomienda dar seguimiento a la caracterizacion de esta especie a nivel
nacional, con el fin de facilitar su manejo para reducir o evitar su expansion. Al
no presentar variabilidad, una alternativa es el mejoramiento genético a través de

mutagénesis para desarrollar materiales de interés agrondmico y ecoldgico.
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RESUMEN

La radiacion gamma puede ser utilizada para conocer el rango de
radiosensibilidad (RRS) en pastos con fines de mejoramiento genético por
mutagénesis. El pasto rosado es una especie invasora que puede ser mejorada
en valor nutricional u otras caracteristicas. El objetivo fue determinar la dosis
Optima de radiacion gamma en semilla de pasto rosado, con base en la dosis letal
media (DLso) y reduccion media de crecimiento (GRso) para inducir mutaciones
efectivas. El estudio se realiz6 en campo, laboratorio e invernadero. Los datos
fueron analizados con Analisis de Tendencia y ANDEVA con la prueba Dunnett.
De acuerdo a la media ponderada de las variables incluidas en LDso y GRso, la
dosis 6ptima se estimo6 a los 304 Gy. Los resultados de este estudio permiten
conocer el RRS para la aplicacion de dosis éptima de radiacién gamma con Co®°,
gue pueda inducir caracteristicas futuras de interés econémico y ecoldgico en
pasto rosado.

Palabras clave: radiosensibilidad, variabilidad, mejoramiento de pastos.
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ABSTRACT
OPTIMAL DOSE OF GAMMA RADIATION TO MUTAGENESIS INDUCTION
IN NATAL GRASS [Melinis repens (Willd.) Ziska]

Gamma radiation can be used to know radiosensitivity range (RSR) in
grasses for the purpose of genetic improvement by mutagenesis. Natal grass is
an invasive species that can be enhanced in forage value and other
characteristics. The objective was to determine the optimal gamma radiation dose
over the natal grass seed, based on the mean lethal dose (LDso) and mean growth
reduction (GRso) to induce effective mutations. The study was divided into field,
laboratory and greenhouse stages. Data were analyzed with Trend Analysis and
ANOVA with the Dunnett test. According to weighted means in LDso and GRso of
each of the variables, the optimal dose was estimated at 304 Gy. The results allow
knowing the RSR for application of gamma radiation of 6°Co that can induce
characteristics of economic and ecological interest in natal grass.

Keywords: radiosensitivity, variability, grasses breeding.
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INTRODUCCION

El uso de radiacion gamma permite generar variabilidad intraespecifica y
determinar el rango de radiosensibilidad (RRS) para el mejoramiento de plantas
a través de mutagénesis. Las variaciones genéticas definen el potencial para
evolucionar ante cambios ambientales y perpetuar la especie; en consecuencia,
la generacion de variabilidad es fundamental para el mejoramiento genético
(Avendario et al., 2012; Rosenberg et al., 2012). El Co®° es un is6topo radiactivo
con alta capacidad ionizante que ha sido utilizado en mejoramiento genético de
diferentes cultivos para inducir mutaciones (Krishna et al., 1984a; Angeles-Espino
et al., 2013).

El pasto rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka] es una graminea nativa de
Sudafrica, considerada como una de las especies invasoras mas agresivas en
México. Se ha reportado que esta especie fue introducida como planta
ornamental a los Estados Unidos de Norte América por Florida entre 1870 y 1900
(David y Menges, 2011, Stokes et al., 2011). Debido a su capacidad de dispersion
y establecimiento, esta graminea ha logrado desplazar especies nativas en
diferentes ecosistemas del Desierto Chihuahuense (Diaz et al., 2012; Melgoza et
al., 2014). Ademas, por su alto contenido en fibras, esta especie de baja
digestibilidad y poco consumida por el ganado, lo cual contribuye a su capacidad
invasora (Valladares et al., 2007). El pasto rosado puede ser candidato para
mejora su valor nutritivo y a la vez, aprovechar su capacidad de establecimiento
para control de erosion y rehabilitacion de areas degradadas. No obstante, en
especies exoticas es dificil encontrar variabilidad genética. Para el caso del pasto

rosado, el tiempo de su establecimiento en América es corto para efectos
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evolutivos (Nobel, 2009). En este sentido, la mutagénesis puede ser una
alternativa viable para hacer mejoramiento genético en esta especie, debido a
gue ésta técnica es capaz de inducir variabilidad mediante radiacion gamma.

Al exponer un organismo a radiacion ionizante y con dosis bajas, los
impactos sobre la estructura celular o del ADN son minimos, mientras que con
altas dosis, el genoma sufre multiples impactos y puede ser causal de muerte
(Songsri et al., 2011; Thole et al., 2012; Olasupo et al., 2016). Por esta razon, el
primer paso para inducir mutagénesis efectiva con radiaciones ionizantes, es
determinar la dosis Optima de radiacion a través de curvas de radiosensibilidad
en diferentes variables. En semillas, la dosis letal media (DLso) se presenta con
la concentracion de radiacion absorbida, con lo cual se obtiene una sobrevivencia
alrededor del 50 % de germinacion de la poblacion expuesta. Morela et al. (2002)
sefalaron que en esta proporcion existe mayor frecuencia de mutaciones utiles
para programas de mejoramiento genético. En el mismo sentido, otros
investigadores coinciden que a través de radiacibn gamma en distintas especies
vegetales, se puede determinar el RRS como punto de partida para realizar
mejoramiento genético por mutagénesis (Lajonchere et al., 1995; Songsri et al.,
2011; Angeles-Espino, 2013). Por otro lado, diversos estudios mencionan que
otro parametro con alta probabilidad para encontrar mutaciones efectivas, es el
punto bajo la curva donde el crecimiento o desarrollo celular se reduce al 50 %
(GRso; Akglim y Tosun, 2004; Khalil et al., 2014). En este sentido, tanto la DLso
como la GRso son parametros conocidos como RRS efectivos para realizar
mutagénesis inducida. En ambos casos se menciona que con dosis de radiacion

gamma inferiores al 50 % de la curva, la modificacion en la estructura del genoma
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es minima o de bajo impacto. Por el contrario, si la radiacién supera la media en
la curva, la estructura celular o ADN sufren mayor impacto de acuerdo al
incremento (Songsri et al., 2011; Thole et al., 2012). Para el caso especifico del
pasto rosado se desconocen trabajos para inducir mutagénesis con radiacion
gamma, lo cual puede ser una alternativa para mejorar su valor nutricional, control
de erosion de suelo, control de dispersion, entre otros beneficios. Por lo anterior,
el objetivo fue determinar la dosis 6ptima de radiacién gamma en semilla de pasto
rosado, con base en la dosis letal media (DLso) y reduccion media de crecimiento

(GRso) para inducir mutaciones efectivas.
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MATERIALES Y METODOS

La duracion del estudio fue de un afo y se dividié en las siguientes etapas:
recoleccion y andlisis de semilla, radiacion de semilla, prueba de germinacion y
desarrollo de plantas. En octubre de 2014 se recolectd semilla silvestre de pasto
rosado en los municipios Belisario Dominguez, Chihuahua y General Angel Trias
del Estado de Chihuahua. La semilla fue colocada en bolsas de papel y
almacenada; seis meses después se realizé un analisis de calidad de la semilla
mediante geminacion y pureza (Morales et al. 2012), el cual presento un 35 % de
semilla pura viable con el 4 % de humedad.

Para el proceso de irradiacion la semilla se trasladdé al Complejo
MOSCAMED de SENASICA-SAGARPA en Metapa de Dominguez, Chiapas,
México, en colaboracion con el Campo Experimental Rosario I1zapa, Chiapas del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP).
Las dosis se determinaron mediante el sistema de dosimetria Gafchromic y una
camara de ionizacion RADCAL modelo Accudose. El irradiador fue un equipo
panordmico Gamma Beam 127 MDS Nordion con fuente de almacenamiento de
50 g de Co®° en seco. Se evaluaron ocho dosis de radiacién sobre la semilla: 10,
50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 Gray (Gy) y 0 (T-0; tratamiento control). Después
de irradiada la semilla se realiz6 una prueba de germinacion estandar y
crecimiento de plantula, la cual se llevé a cabo en el laboratorio de la Facultad de
Zootecnia y Ecologia (FZyE) de la Universidad Autonoma de Chihuahua (UACH).
El desarrollo de plantas se realiz6 bajo condiciones de invernadero en las

instalaciones de ésta institucion.
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Para la prueba de germinacion se utilizaron cajas Petri provistas de
algodon y papel filtro, donde fueron colocadas 50 semillas por caja con cuatro
repeticiones por dosis. Las cajas Petri se colocaron en una incubadora Precision
Scientific modelo 6M a temperatura de 28 + 2 °C y humedad permanente. La
prueba se realizé bajo un disefio completamente al azar con una duracion de 15
dias (d). Las variables evaluadas en esta etapa fueron: porcentaje de
germinacion (% GE), la cual se evalué mediante conteos diarios. Se considero
semilla germinada cuando la plamula o radicula fue igual o mayor a 5.0 mm de
longitud. El indice de velocidad de germinacién (IVge) se estimé con base en la
ecuacion utilizada por Gonzalez-Zertuche y Orozco-Segovia (1996), con

modificaciones hechas a la formula en este estudio:

SG

S
[Vge = oG

donde: IVge = indice de velocidad de germinacion; SG = numero de semillas
germinadas; tj = dia de registro de semillas germinadas. DG = total de dias que
duré la germinacion, desde el momento de la siembra hasta el dltimo dia que se
registro la ultima semilla germinada. Para la medicion de LR y LP se dejaron
crecer 12 plantulas por dosis de radiacién durante 14 dias con tres individuos por
caja Petri.

En la evaluacion de invernadero se utilizaron las mismas dosis de semilla
irradiada que en la prueba de germinacién. Esta etapa se condujo bajo un disefio
experimental en bloques completos al azar con 10 repeticiones por tratamiento.
El criterio de blogueo se tomé por la orientacion y exposicion a radiacién solar de
las plantas en el invernadero. Se sembraron 20 semillas de cada dosis por
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maceta para asegurar emergencia y establecimiento; cada repeticion consistid
en una planta por maceta establecida 21 d después de la siembra. Las macetas
fueron bolsas de polietileno negro de 25 cm de altura por 10 cm de diametro,
cada una con ocho perforaciones de 0.5 cm? en la parte inferior. Las bolsas se
llenaron a 21-22 cm con suelo franco-arenoso de origen aluvial. Se suministraron
riegos periddicos a capacidad de campo en la maceta durante nueve semanas
que duro la prueba (verano de 2015).

Las variables evaluadas en esta prueba fueron: Altura de forraje (AF), en
la cual se midio el follaje de la base de la corona hasta la ligula de la hoja bandera,
hasta el final de la novena semana después de la emergencia. Altura de planta
(AP), se midi6 la planta de la base de la corona hasta el apice mas alto de la
inflorescencia en etapa de antesis temprana, al término de la semana nueve
después de la emergencia. Largo de hoja (LH), al finalizar la semana cuatro
después de la emergencia, se inicié la medicién de una hoja al azar de la parte
central de la planta, lo cual se realizé durante seis semanas consecutivas. El
indice de concentracion de clorofila (ICC) se determind con un medidor CCM-
200® en las mismas hojas seleccionadas para LH y AH.

En invernadero se monitorearon las variables ambientales: temperatura
(T°), humedad relativa del aire (HR) y radiacion solar (RdS) registradas de junio
a septiembre de 2015. Para T° y HR se utilizaron sondas HMP60 y Vaisala Inc.,
Woburn, MA, USA, respectivamente. Cada sensor fue sombreado y aspirado
para lograr registros mas precisos. Adicionalmente, se instalo un sensor de
radiacion de onda corta LI-200X, Li-Cor, Lincoln, NE, USA. Estas variables fueron

registradas cada hora en un sistema de adquisicion y almacenamiento de datos
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DataLogger CR1000, Logan, UT, USA. El afio 2015 la T° media fue de 28 °C con
una maxima de 48 °C (junio) y una minima de 14 °C (septiembre). La media
general para la HR fue de 26 % con un valor minimo de 15 % en junio y un
maximo del 47 % en septiembre. La maxima RdS se presento en julio con 760 W
m2y el mes de agosto registré la menor radiacion con 640 W m2,

Los datos se analizaron mediante el procedimiento GLM del paquete
estadistico SAS 9.1.3 (2006). Se realiz6 analisis de tendencia para cada variable
y con base en la ecuacion de regresion se determiné la DLso para % GE. Con las
ecuaciones resultantes de IVge, LP, LR, AF, AP, LH e ICC, se determin6é GRso
para cada una de estas variables. La dosis 6ptima de radiacion gamma para
mutaciones efectivas se calculé con medias ponderadas. Los valores obtenidos
se ponderaron de acuerdo al peso de cada variable; 60 % para DLso en % GE y
40 % para GRso, donde el 10 % se asigno a IVge, 5% aLP,5% alLR, 5 % a LH,
5% alCC,5 % a AF y 5 % para AP. Se incluyé Andlisis de Varianza con
comparacion de medias. Se utilizé la prueba Dunnett para diferenciar el efecto de
la dosis de radiacion en cada variable del T-0. El factor de influencia fue la dosis

de radiacioén y el nivel de significancia fue de a = 0.05.
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RESULTADOS

La Figura 2 presenta el comportamiento de las variables evaluadas en
etapa de germinacion. Para % GE se encontrd efecto por dosis de radiacion
(p<0.001). Los tratamientos 10, 50 y 100 Gy no presentaron diferencia (p>0.05)
con T-0 en esta variable. Las dosis de radiacién 150, 200, 250, 300 y 350 Gy,
presentaron menor (p<0.001) % GE que T-0. Los resultados muestran una
tendencia lineal descendente (p<0.001). De acuerdo a la ecuacion de regresion
la DLso en % GE se present6 a los 277 Gy (Figura 2 a).

El IVge present6 efecto por radiacion (p<0.001). Las dosis 10, 50, 100, 150
y 200 Gy no presentaron diferencia (p>0.05) con T-0. En las dosis 250, 300 y 350
Gy, la semilla fue mas lenta (p<0.001) para germinar que T-0. Esta variable
mostré una tendencia cuadrética y la ecuacion de regresion presenté la GRso a
los 311 Gy (Figura 2b). En LP se encontro efecto (p<0.001) por nivel de radiacion.
La LP de semilla germinada de los tratamientos 100 y 150 Gy fue mayor (p<0.05)
al T-0. Es importante sefialar que con estas dosis de radiacion gamma, se obtuvo
una estimulacion en el desarrollo de plumula, ya que presenté mayor (p<0.001)
tamafio que el resto de los tratamientos. No obstante, de 200 a 350 Gy la LP
disminuyo categéricamente y presenté menor (p<0.001) tamafio que en T-0. Esta
variable mostré6 un comportamiento cuadratico (p<0.001) y de acuerdo a la
ecuacion de regresion la GRso se ubico a los 275 Gy. Aunque en el presente
estudio LP aumento con dosis bajas de radiacion, el comportamiento final de esta

variable tendio a disminuir su tamafio con dosis altas de radiacion (Figura 2c).
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Para LR se presento efecto (p<0.001) por nivel de radiacion gamma. De
los 150 a los 350 Gy esta variable fue menor (p<0.05) que en T-0. La LR mostré
una tendencia lineal descendente (p<0.001) y la ecuacion indico la GRso a los
255 Gy (Figura 2d).

La Figura 3 muestra el comportamiento de las variables morfologicas de
las plantas de semilla irradiada con Co®° evaluadas en invernadero. En AF se
encontré efecto por dosis de radiacion (p<0.001) con tendencia cuadratica
(p<0.001). Con las dosis de 100 y 150 Gy el forraje fue mas alto que el T-0. A los
200 Gy esta variable comenzé a disminuir, pero fue hasta 350 Gy que presentd
menor (p<0.001) tamafio que T-0. En el experimento no se encontrd la GRso, sin
embargo, la ecuacion indica la GRso para AF a los 373 Gy (Figura 3a). Para AP
se encontré efecto (p<0.001) por radiaciéon en la semilla. Las plantas de 350 Gy
presentaron menor (p<0.001) altura que el T-0. El resto de las dosis no presenté
diferencia estadistica con T-0 (p>0.05). Aungue en el experimento no se encontré
la GRso, la AP mostro una tendencia cuadratica (p<0.001) y la ecuacion sefiala la
GRso a los 414 Gy (Figura 3b). Para LH se encontré efecto (p<0.001) por semilla
irradiada. Las hojas de las plantas de las dosis 250, 300 y 350 Gy fueron mas
cortas (p<0.001) que las de T-0. Los tratamientos de 10, 50, 100 y 150 Gy no
presentaron diferencias (p>0.05) con T-0. La tendencia en esta variable fue
cuadratica (p<0.001). No obstante, en el experimento no se presentd la GRso,
pero la ecuacion estimo la GRso a los 467 Gy (Figura 3c).

La irradiacion de semilla presento efecto (p<0.001) en el ICC de las plantas

con una tendencia cuadratica (p<0.001). En las dosis de 100 y 150 Gy se registré
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mayor (p<0.001) ICC que en T-0. Las plantas de 350 Gy registraron menor
(p<0.001) ICC que las de T-0. En esta variable no se obtuvo la GRso con las dosis
utilizadas en el experimento, sin embargo, la ecuacion predice que la GRso puede

ser alcanzada a los 343 Gy (Figura 3d).
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DISCUSION

Al incrementar la dosis de radiacibn gamma, los efectos se manifestaron
con un decremento en el % GE. La DLso en esta variable coincide con resultados
de Ariramana et al. (2014), quienes en una prueba de germinacion en semilla de
frijol de palo (Cajanus cajan), leguminosa utilizada en el consumo humano que
fue irradiada con Co®°, encontraron la DLso a 250 Gy en una prueba que dur6 15
d. Bharathi et al. (2013) al tratar una solanidcea medicinal conocida como oroval
o ashwagandha (Withania somnifera), encontraron la DLso a los 250 Gy para %
GE a los 15 d. Lo anterior puede ser un indicador para que semillas con
caracteristicas semejantes a estas especies, sean sometidas a estas dosis de
radiacion gamma. No obstante, Harding et al. (2012) al exponer 13 variedades
de arroz (Oryza sativa) entre 0 y 800 Gy de radiacion gamma con Co®, no
encontraron diferencia en % GE. Asi mismo, Melki y Marouani (2010) evaluaron
semilla de trigo (Triticum aestivum) irradiada con Co® y no encontraron
diferencias en % GE con dosis de 0, 10, 20 y 30 Gy. Con aplicacion de otras
fuentes de radiacién como ultravioleta de onda corta (UV-C) y rayos X (RX), se
intentd encontrar la DLso en % GE para trigo, girasol (Helianthus annuus), soya
(Glycine max) y pasto buffel (Pennisetum ciliare), con dosis entre 0 y 800 Gy
(Foroughbakhch-Pournavab, 2015), sin embargo, la germinacion de semilla en
estas especies no fue afectada. En semilla de tomate (Lycopersicon esculentum)
Ramirez et al. (2006) encontraron con RX la DLso a 700 Gy para % GE. Algunos
estudios sugieren que la DLso es el primer paso para el mejoramiento vegetal por
mutagénesis, ya que determina el rango mas efectivo de mutaciones (Lajonchere

et al., 1995; Morela et al., 2002; Songsti et al., 2011; Angeles-Espino, 2013). Lo
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anterior, puede ser un indicador para que semillas ortodoxas con caracteristicas
similares a estas especies, sean consideradas para someterse a este rango de
radiacion gamma de Co®°.

Con respecto al IVge, estudios relacionados con esta variable reportan que
en semilla de soya, de la Fé (2000) aplico dosis entre 0 y 480 Gy con radiacion
gamma de Co®° y reporté una tendencia cuadratica, ya que a los 280 Gy se
obtuvo la mayor velocidad de germinacion entre el tercer y noveno dia. En otro
estudio, Melki y Marouani (2010) midieron velocidad de germinacion en trigo con
semilla irradiada con Co®° en dosis de 0, 10, 20 y 30 Gy, sin obtener diferencias
entre tratamientos.

El comportamiento decreciente en LR de este estudio fue similar a lo
reportado por Ambavane et al. (2015), quienes irradiaron semilla de finger millet
(Eleusine coracana) con Co®° y encontraron que LP y LR disminuyeron a medida
gue la dosis de radiacion aumentd. Para ambas variables estos investigadores
reportaron la GRso a los 500 Gy. Rafiuddin et al. (2013) encontraron un efecto
similar al irradiar semilla de tres variedades de maiz con Co®. En LP encontraron
la DLso a los 400 Gy para las variedades Bisma y Sukmaruga, mientras que en la
variedad Lamuru la DLso fue a los 500 Gy. En LR, estos mismos investigadores
encontraron la GRso a los 300 Gy en las tres variedades. El efecto de radiacion
en la expresion de LP y LR pudo deberse a que usualmente las radiaciones
provocan desestabilidad en el desarrollo y division celular- (Thole et al., 2012;
Olasupo et al., 2016). De acuerdo a la intensidad radioactiva, en el presente

estudio la expresion entre LP y LR fue diferente.
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En las variables morfologicas evaluadas en invernadero no se encontro la
GRso0. No obstante, la radiacion provoco diferencias notables. Se esperaria que a
medida que la dosis de irradiacion aumentara, estas variables disminuyeran su
valor, sin embargo, las dosis de 100 y 150 Gy parecen presentar una radio
estimulacién en incremento, con respecto a las plantas de semilla sin irradiar. Por
otro lado, se presentd un decremento por arriba de los 200 Gy. En estudios
relacionados Scheer et al. (2011) irradiaron semilla en dos variedades de arroz
entre 0y 200 Gy con Co®’y no encontraron la GRso. Sin embargo, reportaron que
la variedad BRS Fronteira presenté un comportamiento cuadratico y que la mayor
altura de planta fue con dosis de 100 Gy. Mientras que la altura de planta en la
variedad BRS Querencia presentd un comportamiento lineal descendente.
Lemus et al. (2002) irradiaron semilla en dos variedades de frijol caupi (TC 9-6 y
A-4) con dosis de 0 a 750 Gy con Co® y reportaron que de 0 a 300 Gy el follaje
no se vio afectado, sin embargo, a partir de 400 Gy el nimero de hojas por planta
disminuy6 significativamente. Ademas, en altura de planta encontraron que a
partir 300 Gy fue donde ambas variedades disminuyeron significativamente.

El ICC se incrementd con las dosis de 100 y 150 Gy, no obstante, al
aumentar la intensidad de radiacion gamma en semilla de pasto rosado el ICC
disminuyo a partir de los 200 Gy. Aun asi, 350 Gy no fueron suficientes para
encontrar la DLso. Al respecto, Krishna et al. (1984a) irradiaron semilla de pasto
rhodes (Chloris gayana) con Co®° en dosis de 0 a 900 Gy y reportaron que, al
aumentar la intensidad de rayos gamma, se incrementd la cantidad de
mutaciones en el espectro de la clorofila (albina, xantha, chlorina, viridis, tigrina,

striata, albo-xantha y albo-viridis).
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La radiosensibilidad es un factor que provoca cambios metabdlicos
capaces de promover o inhibir reguladores de crecimiento a nivel celular,
dependiendo de la cantidad de radiacion nuclear (Krishna et al., 1984b; Olasupo
et al., 2016). En el presente estudio las variables % GE y LR, tuvieron un
comportamiento decreciente en sus valores a medida que se aumento la dosis
de radiacion en la semilla. EI comportamiento de las variables IVge, LP, AF, AP,
LH e ICC coincidié en la tendencia y mostraron una conducta semejante. Cabe
resaltar que, en LP, AF e ICC la semilla irradiada con 100 y 150 Gy aumenté
significativamente su magnitud y se diferencié del resto de los tratamientos. Este
y otros estudios relacionados muestran que el efecto de la radiacibn gamma en
la expresion de ciertas caracteristicas, depende de la intensidad de radiacion
gamma, especie y variedad.

Al considerar las curvas de tendencia de cada una de las variables que
determinaron DLso y GRso, el resultado en la féormula de medias ponderadas
sugiere 304 Gy de radiacibn gamma como dosis Optima para inducir mutaciones
efectivas en pasto rosado. Cabe mencionar que, aunque en las dosis de 100 y
150 Gy se presentd aumento en ciertas caracteristicas, no significa que la
expresion en la primera generacion de mutantes (M1) de pasto rosado sean las
gue el investigador busca. Por ejemplo, para el aprovechamiento del forraje por
el ganado o fauna silvestre, el aumento en biomasa aérea para pasto rosado
pudiera ser una caracteristica no deseable, si la materia seca (MS) presenta un

alto contenido de lignina.
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Con los resultados de este estudio se propone el RRS con radiacion gamma de
Co% alrededor de los 300 Gy, como dosis 6ptima para inducir mutaciones

efectivas a futuro.
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CONCLUSIONES

Se determiné la radiosensibilidad del pasto rosado en ocho variables a
través de radiacion gamma con Co® en semilla. Los resultados de este estudio
sugieren un rango de radiacion en semilla de esta especie para buscar
mutaciones efectivas. Lo anterior, se refuerza con la variabilidad que mostraron
las variables evaluadas en el rango de radiacion, considerado en este estudio.

Estos resultados permiten conocer la radiosensibilidad del pasto rosado
presente en poblaciones silvestres del estado de Chihuahua, para facilitar la

induccion de nuevo material genético de interés agronémico y ecolégico.
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ESTUDIO 3. RADIACION GAMMA EN SEMILLA DE PASTO ROSADO

[Melinis repens (Willd.) Ziska] PARA GENERAR MUTANTES
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RESUMEN

La expresion fenotipica de un pasto esta influenciada por factores
climaticos, biolégicos, quimicos, fisicos y genéticos. El objetivo de este estudio
fue inducir variabilidad en pasto rosado a través de mutagénesis con radiacion
gamma, para identificar mutantes morfologica y nutricionalmente modificados.
Los experimentos tuvieron una duracion de dos afios. La semilla que se irradié
fue previamente recolectada en poblaciones silvestres de pasto rosado en el
estado de Chihuahua. Para el proceso de irradiacion la semilla fue expuesta a
una fuente de Co®° en nueve lotes con diferentes dosis: 0, 10, 50, 100, 150, 200,
250, 300 y 350 Gray (Gy). Un total de 75 plantas de pasto rosado fueron
caracterizadas con mutantes de primera generacion (M1), ademas, se incluyeron
plantas testigo de semilla sin radiar (no mutantes; M0). En la caracterizacion
morfolégica se incluyeron 18 variables en etapa fenologica de madurez
avanzada. El contenido nutricional sélo se evalu6 en el grupo de M1, cuyos
individuos fueron diferenciados morfolégicamente, los cuales se consideraron
como M1 mutados (M1m). La evaluacién nutricional de hemicelulosa, celulosa y
lignina se realiz6 en tres etapas fenoldgicas. El analisis de los datos se realizé a
través de técnicas multivariadas y univariadas con el programa SAS. Se encontro
variabilidad morfolégica y nutricional en todos los M1m. EI M1m R250-10
presento diferencias morfolégicas (p<0.001) y mayor valor nutricional (p<0.001)
que los MO. En caso de que las caracteristicas modificadas se fijen en las
siguientes generaciones, este mutante puede ser de mayor interés agronomico y

ecologico que el pasto rosado silvestre.
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ABSTRACT
GAMMA RADIATION IN SEED OF NATAL GRASS [Melinis repens (Willd.)
Ziska] TO GENERATE MUTANTS

Phenotypic expression of grasses is influenced by climatic, biological,
chemical, physical and genetic factors. The objective of this study was to induce
variability in natal grass through mutagenesis induced by gamma radiation, to
identify morphologically and nutritionally modified mutants. Experiments were
performed during two years. The irradiated seeds were previously extracted from
wild natal grass populations of Chihuahua State. For the irradiation stage, the
seeds were exposed to a °Co source in nine lots at different doses: 0, 10, 50,
100, 150, 200, 250, 300 and 350 Gris (Gy). A total of 75 natal grass plants from
the first generation of mutants (M1) and non-mutant plants (MO) were
characterized. For the morphological characterization, 18 variables in the
advanced maturity stage were included. The nutritional content was only
evaluated for the M1 group, whose individuals were morphologically differentiated
from the rest of the individuals, which were considered as M1 mutated (M1m).
The nutritional evaluation was carried out in three phenological stages and the
contribution of hemicellulose, cellulose and lignin was determined. The data
analysis was performed through multivariate and univariate techniques using the
SAS software. Morphological and nutritional variability was found in all the M1m
individuals. The M1m R250-10 showed morphological differences (p <0.001) and
a higher nutritional value (p <0.001) than the MO. If the modified characteristics
get fixed in the following generations, this mutant may be of a greater agronomic

and ecological interest than the wild natal grass.
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INTRODUCCION

El pasto rosado (Melinis repens) se introdujo hace alrededor de 130 afios
al Conteniente Americano, actualmente se encuentra naturalizado en la mayor
parte de la Republica Mexicana (Stokes et al., 2011, Herrera-Arrieta, 2001). Esta
graminea posee bajo contenido de proteina y abundancia en tallos lignificados,
lo cual hace que sea de baja digestibilidad, comparado con otros pastos nativos
(Teran 2010; Melgoza et al., 2014). Por la capacidad de establecerse y desplazar
a especies nativas que son clave del Desierto Chihuahuense, esta graminea es
considerada como una de las mas invasoras en América (Diaz et al., 2012;
Pinedo et al., 2013). Empero, sus caracteristicas de rusticidad colocan a este
pasto como una alternativa en la restauracion de suelos altamente degradados.

La mutagénesis es una técnica til para inducir variabilidad en gramineas
y provocar mutaciones con fines de mejoramiento genético. La induccion de
variabilidad en plantas a través de radiacibon gamma se comenz0 a utilizar a
principios de 1900. No obstante, este proceso no se ha utilizado en gramineas
silvestres. Probablemente se deba a la complejidad del genoma que presenta los
pastos para su manipulacion (Jauhar, 2012; SAG, 2012). Por otro lado, en
gramineas de cultivo para forraje se ha utilizado radiacion gamma para generar
variabilidad en pasto sudan (Sorghum sudanense; Horn et al., 2010; Golublnova
y Gecheff, 2011), pasto elefante (Pennisetum purpureum; Pongtongkam et al.,
2005) y zacate guinea (Panicum maximum; Lajonchere et al., 1995;
Pongtongkam et al., 2006). Asi mismo, en gramineas utilizadas para césped
existen algunos estudios que muestran la induccion de variabilidad por

mutagénesis. En 1997 se produjo la variedad TifEagle de pasto bermuda
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(Cynodon dactylon), la cual modificd su morfologia foliar y de tallos. A la fecha,
esta variedad es muy utilizada en campos de golf por su resistencia al pisoteo
(Hanna y Elsner, 1999). Otras variedades de césped han sido modificadas por
mutagénesis en talla y caracteristicas de resistencia a estrés hidrico (Lu et al.,
2008; Chen et al.,, 2009; Lu et al.,, 2009). El pasto de jardin San Agustin
(Stenotaphrum secundatum) es otra especie cespitosa en la que se ha empleado
mutagénesis para obtener diferencias morfolégicas (Li et al., 2010). Otras
gramineas modificadas por mutagénesis son el finger millet (Eleusine coracana)
y el mijo perla (Pennisetum glaucum / typhoides; Horn et al., 2010; Ousmane et
al. 2013; Ambli y Mullainathan, 2014; Ambavane et al., 2015). Estas dos Ultimas
especies son cultivadas en el Sur de Asia y Africa para produccion de grano para
consumo humano y produccién de forraje para el ganado.

Las caracteristicas de rusticidad y valor nutricional que se reportan para el
pasto rosado, lo colocan como candidato para generar variacidbn genética con
fines de manejo y aprovechamiento. El objetivo fue inducir variabilidad en pasto
rosado a través de mutagénesis con radiacion gamma, para identificar mutantes

morfologica y nutricionalmente modificados.
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MATERIALES Y METODOS

Durante octubre de 2014, la semilla fue recolectada de poblaciones
silvestres del estado de Chihuahua; especificamente en los municipios: Belisario
Dominguez, Chihuahua y General Angel Trias. Seis meses después de la
recoleccion se realizé un analisis a la semilla, para el proceso de la irradiacion.
En marzo de 2015 la semilla se trasladé al Complejo MOSCAMED de
SENASICA-SAGARPA en Metapa de Dominguez, Chiapas, México, para su
irradiacion. Para ello, se conté con la colaboracion del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP), Campo Experimental
Rosario Izapa. Las dosis de irradiacion se determinaron mediante el sistema de
dosimetria Gafchromic y una camara de ionizacion RADCAL modelo Accudose.
El irradiador utilizado fue un equipo panordmico Gamma Beam 127 MDS Nordion
con fuente de almacenamiento de 50 g de Co®° en seco. La semilla se dividié en
nueve lotes para ser irradiada a: 0, 10, 50, 100, 150, 200, 250, 300 y 350 Gray
(Gy). Posteriormente, se identificaran como mutantes de primera generacion
(M1) las plantas originadas de semilla irradiada. Las plantas procedentes de
semilla sin irradiar (0 Gy) seran mencionadas como testigo (RT) que representan
el control 0 no mutantes (MO).

El desarrollo de plantas se realiz6 en condiciones de invernadero en la
Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad Autonoma de Chihuahua. En
mayo de 2015 se sembro la semilla para producir plantas que fueron evaluadas
en otro estudio ese mismo afio (Capitulo 2 de esta Disertacion). En marzo de
2016 las plantas que sobrevivieron del estudio anterior fueron trasplantadas para

ser evaluadas nuevamente en el presente estudio. El trasplante se realizé en
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macetas de polietileno negro de 30 cm de altura por 18 cm de diametro, con 8
perforaciones de 0.5 cm? en la parte inferior. Las macetas se llenaron a una altura
de 25-26 cm con suelo franco-arenoso de origen aluvial. Después del trasplante
las plantas se homogenizaron con un corte de la parte aérea entre 4 y 5 cm por
encima de la corona. Durante el estudio las plantas fueron regadas
periodicamente para evitar marchitez.

Para la caracterizacion morfolégica se evalué un total de 75 plantas
sobrevivientes de pasto rosado (R), las cuales constituyeron los grupos: RT, R10,
R50, R100, R150, R200, R250, R300y R350;con 9, 8,9, 9, 8,9, 9, 9y 5 plantas,
procedentes de las dosis 0, 10, 50, 100, 150, 200, 250, 300 y 350 Gy,
respectivamente. Las plantas se distribuyeron bajo un disefio experimental en
bloques completos al azar. El criterio de bloqueo fue la orientacion (para controlar
posible variacién de clima dentro del invernadero). Para seleccionar mutantes de
primera generacion diferenciados morfolégicamente (M1m) de MO se tomaron
como referencia las guias de descriptores varietales para pasto Buffel
(Pennisetum ciliare; Guiot et al., 2014) y Banderita (Bouteloua curtipendula;
Quero et al., 2014). Un total de 18 variables morfolégicas cuantitativas fueron
medidas en cada individuo durante la etapa fenol6gica de madurez avanzada,
antes del desprendimiento de semilla.

Variables Morfoldgicas

Habito de crecimiento (HCR; °) se midieron los grados de inclinacion de
los tallos perimetrales con un transportador de grados sexagesimales en el
perimetro de la corona de planta. EI HCR se determiné de acuerdo al rango de

inclinacion: erecto de 76°-90°, semi erecto de 60°-75°, medio 31°-59°, semi
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postrado 15°-30° y postrado 0°-14°. Altura de follaje (AF; cm) se midi6 del suelo
al término de la densidad foliar, sin considerar hojas bandera. Altura de planta
(AP; cm) se midi6 del suelo al apice mas alto de la planta. Proporcion altura de
follaje-altura planta (pFP) se dividié la altura de follaje entre altura de planta en
escala 1 a 1. Peso de biomasa aérea sin semilla (PBA; gr) se cosecho la semilla
de la planta, se corté la PBA y se sec0 en una estufa Precision Scientific model
6M a temperatura constante de 65 °C durante 48 h. Largo de limbo (LLH; cm) se
seleccionaron tres hojas a una altura media del follaje en tallos centrales de la
corona y se midi6 longitud de lamina entre ligula y apice. Ancho de limbo (ALH,;
mm) se midié en la parte mas ancha de lamina en las mismas hojas que se midi6
longitud. Concentracion de clorofila (ICC; indice) se utilizd un medidor de clorofila
Opti-Sciences CCM-200 y se midieron las mismas tres hojas que se utilizaron
para largo y ancho, en la parte adaxial de limbo. Largo de limbo de hoja bandera
(LHB; cm) se midi6 longitud de lamina entre ligula y apice de la hoja mas alta en
tres tallos centrales de la corona del macollo. Ancho de limbo de hoja bandera
(AHB; mm) se midid en la parte mas ancha de ldmina de limbo de las mismas
hojas bandera donde se midi6 longitud. Peso de hojas (PHO; gr) se peso el total
de hojas de la planta, libre de tallos. Diametro de tallo (DIT; mm) se seleccioné
un tallo central de la corona del macollo y se midi6 el grosor en la parte media del
primer entrenudo con vernier estandar. Densidad de tallos (DET) se conto el
namero de tallos desarrollados a una altura media de la planta. Peso de tallos
(PTA; gr) se pesaron los tallos libres de hoja. Proporcion hoja-tallo (pHT) se
dividio el peso de hoja entre el peso de tallo en escala 1 a 1. Longitud de panicula

(LPA; cm) se midié de la base del pedicelo de la ramilla basal al apice de la
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panicula en tallo central. Peso de semilla (PSE; gr) se coseché toda la semilla de
la planta, se almacend y después de tres meses se pesoé sin humedad de pisca.
Proporcion semilla biomasa aérea (pSB) se dividio el peso de semilla entre el
peso de biomasa aérea sin semilla.

Analisis Nutricional

Para determinar el contenido nutricional sélo se evaluaron las plantas M1m
y MO en tres etapas fenoldgicas (crecimiento, reproductiva y latencia) durante el
afio 2016. En etapa de crecimiento se dejé crecer el rebrote durante 21 d y se
corto la biomasa aérea (BA) entre 15y 23 cm de altura. Para etapa de madurez,
de nuevo se dejo crecer la planta hasta alcanzar su maxima altura y la BA se
cortd en plena floracion a los 42 d de edad. Para evaluar etapa de latencia se
dejaron crecer nuevamente las plantas y se continué con riegos periodicos
durante 6 semanas hasta concluir su floracion. A partir de esa fecha, se
disminuyeron los riegos paulatinamente para inducir latencia sin provocar la
muerte de plantas. La BA en esta etapa se corté a las 14 semanas de edad.

En todas las etapas fenoldgicas los cortes de BA se hicieron entre 3y 4
cm por encima de la corona. La BA fue secada en una estufa Precision Scientific
modelo 6M a temperatura constante de 65 °C durante 48 h. La materia seca (MS)
se molio a tamafio de particula entre 0.1 y 1.0 mm. Para determinar materia seca
absoluta de planta (MASP) y aumentar la precision en contenido de fibras y PC,
nuevamente se colocaron las muestras en la estufa a temperatura constante de
105 °C durante 24 h. Posteriormente se realizé fraccionamiento de fibras con el
protocolo Ankom, basado en el método de Van Soest (1963); se incluyeron tres

repeticiones de MS por cada M1m y RT. Para RT se realiz6 una alicuota de MS
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que incluyo todas las plantas RT. Las siguientes formulas fueron utilizadas para
fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA) y lignina detergente
acido (LDA):

__ DN-[PB (% DNB)]
~ MSAP-CEP

FDN

* 100,

donde: FDN = fibra detergente neutro, DN = digestién neutra, PB = peso de la
bolsa Ankom, % DNB = porcentaje de digestion neutra de la bolsa Ankom, MSAP

= peso de materia seca absoluta de pasto, CEP = peso de ceniza de pasto.

FDA — DA=[PB (% DAB)]
MSAP—CEP

* 100,

donde: FDA = fibra detergente acido, DA = digestidén acida, PB = peso de la bolsa
Ankom, % DAB = porcentaje de digestidon acida de la bolsa Ankom, MSAP = peso
de materia seca absoluta de pasto, CEP = peso de ceniza de pasto, % MSA =

porcentaje de materia seca absoluta de pasto.

LDA — _DAS=[PB (% DASB)]
MSAP—CEP (% MSAP)

* 100,
donde: LDA = lignina detergente acido, DAS = digestién de acido sulfarico al 72
%, PB = peso de la bolsa Ankom, % DASB = porcentaje de digestion de la bolsa
Ankom en &cido sulfarico al 72 %, MSAP = peso de materia seca absoluta de
pasto, CEP = peso de ceniza de pasto, % MSAP = porcentaje de materia seca
absoluta de pasto.

Una vez obtenidos FDN, FDA y LDA, los porcentajes de hemicelulosa
(HEM), celulosa (CEL) y lignina (LIG) se determinaron por diferencia: HEM = FDN

- FDA, CEL = FDA - LDA y LIG = LDA. Se puede juntar este parrafo con el

siguiente y hacer uno solo para que no esté tan atomizado el texto
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El contenido de proteina cruda (PC) se determin6 por separado con el
protocolo LECO basado en el método de combustion DUMAS (Watson y Galliher,
2001). Para esta prueba se incluyeron tres repeticiones para los M1m y RT con
la misma MS preparada para analisis de fibras.

Las variables ambientales se monitorearon dentro del invernadero y se
registraron durante 2 afos (2015-2016). Estas fueron: temperatura (T°), humedad
relativa del aire (HR) y radiacion solar (RdS). Para T° y HR se utilizaron sondas
modelo HMP60 y marca Vaisala Inc., Woburn, MA, USA, respectivamente.
Adicionalmente, se instald un sensor de radiacion de onda corta LI-200X, Li-Cor,
Lincoln, NE, USA. Estas variables fueron registradas cada hora en un sistema de
adquisicion y almacenamiento de datos modelo DataLogger CR1000, marca
Campbell Scientific Inc., Logan, UT, USA. Los afos 2015 y 2016 la T° media fue
de 28 °C con una maxima de 48 °C (junio) y una minima de 14 °C (septiembre).
La media general para la HR fue de 26 % con un valor minimo de 15 % en junio
y un maximo del 47 % en septiembre. La maxima RdS se presentd en julio con
760 W m?y el mes de agosto registrd la menor radiacion con 650 W m=. En el
afo 2016 la T° media fue de 27 °C con una maxima de 47 °C (junio) y una minima
de 13 °C (septiembre). La media general para la HR fue de 28 % con un valor
minimo de 17 % en junio y un maximo del 48 % en septiembre. La maxima RdS
se presento en julio con 750 W m~ y el mes de agosto registré la menor radiacién
con 620 W m2,

Analisis Estadistico
Para la caracterizacion morfolégica se utilizd un Analisis de Componentes

Principales (ACP) a partir de la matriz de correlaciones. Ademas, se realiz6
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analisis Cluster (ACL) con el método de ligamiento de Ward (Nufiez-Colin y
Escobedo-Lopez, 2011). El criterio de agrupacién se dio con base en los pseudo
estadisticos F, T2, CCC, basados en el coeficiente cuadrado de Pearson (R?) para
determinar nivel de similitud entre grupos. Se incluyé Analisis Multivariante de la
Varianza (MANOVA) con Contrastes Ortogonales para determinar diferencias
multivariadas entre grupos.

Las variables quimicas nutricionales se analizaron por separado en tres
etapas fenoldgicas. Se realiz6 Analisis de Varianza (ANOVA) y prueba de
comparacion multiple de medias con la prueba de Dunnett. Todos los analisis

fueron realizados con el programa SAS 9.1.3 (SAS, 2006).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En las variables morfoldgicas el ACP indica que los primeros tres CP
explican el 63.6 % de varianza total (Cuadro 5). En este caso el CP1 explicé la
mayor proporcion de la variabilidad total, mientras que los CP2 y CP3 fueron muy
similares en la proporcién de la varianza que controlan. En el Cuadro 6 se
muestra la ponderacién de la aportacion por variable original en cada CP. El peso
de semilla fue el que mas contribuyd al CP1, le siguieron PBA, PTA, pSB y DTA,
respectivamente. En el CP2 las variables de mayor contribuciéon fueron pFP, LPA,
LHB y AHB, respectivamente. Las variables que mas contribuyeron en los dos
primeros CP representan atributos relacionados con la dispersién de plantas y
produccion de materia seca. Mientras tanto, las variables con mayor aportacion
en el CP3 fueron PHO, pHT y AP, respectivamente, las cuales estan relacionadas
con la calidad del forraje. Estos tres CP constituyen nuevas variables que en el
futuro pudieran facilitar la diferenciacion generada por la variabilidad morfol6gica
entre individuos de pasto rosado a través de mutagénesis.

La Figura 4 presenta la dispersion de los individuos en los dos primeros
CP, de acuerdo a su morfologia. El grupo (G) 1 incluyé plantas con tallos gruesos
y de talla alta, pero pobres en produccion relativa de follaje. En el G2 se
distribuyeron plantas con alta densidad de tallos, hojas anchas, inflorescencias
largas y produccion alta de biomasa aérea. En el G3 se integraron las plantas de
talla mediana que mostraron un habito de crecimiento erecto en comparacion con
el resto. Mientras que en el G4 se distribuyeron plantas de talla baja, con

inflorescencias cortas, tallos delgados, baja densidad de tallos y con
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Cuadro 5. Valores propios de los componentes principales (CP) generados a
partir de 18 variables morfolégicas cuantitativas de 75 plantas de pasto
rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka], desarrollado de semilla irradiada
con Co® (M1) a diferentes dosis y plantas de semilla sin irradiar (M0)

CP  Valor propio Diferencia Proporcion Acumulada
1 6.849 4.447 0.381 0.381
2 2.402 0.204 0.133 0.514
3 2.197 0.692 0.122 0.636
4 1.505 0.315 0.084 0.720
5 1.190 0.185 0.066 0.786
6 1.005 0.284 0.056 0.842
7 0.721 0.161 0.040 0.882
8 0.560 0.142 0.031 0.913
9 0.417 0.023 0.023 0.936
10 0.394 0.141 0.022 0.958
11 0.253 0.069 0.014 0.972
12 0.184 0.029 0.010 0.982
13 0.155 0.046 0.009 0.991
14 0.109 0.061 0.006 0.997
15 0.049 0.042 0.003 1.000
16 0.007 0.005 0.000 1.000
17 0.003 0.003 0.000 0.000
18 0 0 1 1
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Cuadro 6. Contribucion de 18 variables morfolégicas cuantitativas para la
generacion de los tres primeros componentes principales (CP), de 75
plantas de pasto rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka], desarrollado
de semilla irradiada con Co® (M1) a diferentes dosis y plantas de

semilla sin irradiar (MO)

Vectores caracteristicos y valor descriptivo de las variables originales

Variable CP1 CP2 CP3
HCR -0.170 -0.232 -0.136
AF 0.191 -0.240 -0.018
AP 0.194 0.144 -0.321
pFP 0.018 -0.390 0.297
PBA 0.345 0.067 0.140
LLH 0.174 -0.281 0.134
ALH 0.251 -0.239 0.207
LHB -0.008 0.346 0.272
AHB 0.045 0.330 0.338
ICC 0.230 -0.227 0.279
PHO 0.105 0.228 0.462
DIT 0.250 0.256 -0.108
DET 0.313 0.135 0.020
PTA 0.343 0.001 -0.039
pHT -0.255 0.091 0.402
LRI 0.207 0.357 -0.200
PSE 0.357 -0.071 0.014
pSB 0.324 -0.138 -0.121

HCR= héabito de crecimiento, AF= altura de follaje, AP= Altura de planta, pFP= proporcion follaje—
planta, PBA= Peso de biomasa aérea sin semilla, LLH= Longitud de limbo de hoja, ALH= Ancho
de limbo de hoja, ICC= indice de concentracién de clorofila, LHB= Longitud de limbo de hoja
bandera, AHB= Ancho de limbo de hoja bandera, PHO = peso de hojas, DIT= diametro de tallo,
DET = densidad de tallos, PTA = peso de tallos, pHT = proporcion peso de hojas-peso de tallos,
LRI= Longitud de raquis de la inflorescencia, PSE= peso de la semilla de toda la planta, pSB=
proporcién semilla—biomasa aérea.
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Figura 4. Distribucién multivariante en los dos primeros componentes principales
(CP) a partir de 18 variables morfologicas cuantitativas, de 75 plantas
de pasto rosado (R) [Melinis repens (Willd.) Zizka], desarrollado de
semilla irradiada con Co®° (M1) a diferentes dosis y plantas de semilla
sin irradiar (RT; M0). G = grupo.
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caracteristicas para producir menor cantidad de semilla que el resto de los
grupos. A pesar de que todos los individuos se desarrollaron en las mismas
condiciones, se observé una expresion fenotipica diferente. No obstante, ésta no
dependio del nivel de radiacion a la cual fue expuesta la semilla, ya que en
diferentes agrupaciones se pueden encontrar M1 que proceden de diferentes
dosis. Los rayos gamma pueden provocar cambios en la estructura del genoma,;
sin embargo, estos son aleatorios y dependera en gran medida de la intensidad
de la radiacion. Es por eso que al emplear la técnica de mutagénesis por agentes
fisicos como el Co®, es necesario determinar dosis éptimas para mutaciones
mas efectivas (Songsri et al., 2011; Thole et al., 2012; Olasupo et al., 2016).
Para el analisis Cluster las diferencias morfolégicas entre individuos
permitieron la formacion de grupos por afinidad fenotipica (Figura 5). El criterio
para determinar el nUmero de grupos se tomo por ausencia de MO en los Cluster
generados. Es decir, cuando uno de los grupos no incluyera plantas no mutadas.
De esta manera se formaron cuatro grupos y de acuerdo a los psuedo
estadisticos CCC, F y T?, presentaron un coeficiente de similitud R? = 0.48 entre
Cluster. El G1 se constituyé de 30 individuos que incluyé plantas MO y M1. Este
grupo presentd los individuos con mayor altura de follaje, mayor altura de planta,
los tallos mas gruesos, y las hojas mas largas. El G2 se integré de 19 individuos
y al igual que el G1, éste incluyd plantas MO y M1. Las plantas de este grupo
presentaron la mayor densidad de tallos, hojas mas anchas, inflorescencias mas
largas, el mayor peso de hojas, mayor peso en tallos y los pesos de biomasa

aérea mas altos. En el G3 se integraron 18 individuos, incluida una planta MO.
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Figura 5. Andlisis Cluster por agrupamiento de Ward con base en 18 variables morfologicas cuantitativas de 75

individuos de pasto rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka], desarrollado de semilla expuesta a diferentes

dosis de radiacién con Co® (M1) y pastos de semilla sin irradiar (RT; MO).
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Este grupo excluyé plantas de R10 y R150. Las plantas de este grupo
presentaron un habito de crecimiento mas erecto al resto de los grupos, menor
peso de hojas y hojas bandera mas cortas que el resto de los grupos. Finalmente,
el G4 se constituyo de ocho individuos M1 originados de semilla irradiada con
dosis de 150, 200, 250 y 300 Gy. Este grupo se caracterizd por presentar
individuos con la menor altura de planta, las inflorescencias mas cortas, los tallos
mas delgados, menor densidad de tallos, mayor proporcién en peso de hojas con
respecto al peso de tallos y menor peso de semilla. Las plantas del G4 fueron
designadas como M1m por ser morfolégicamente diferentes a MO y el resto de
M1. Por lo anterior se infiere que en las plantas del G4 ocurri6 mutacion
morfologica.

Aungue la radiaciobn gamma es aleatoria en la induccién de mutagénesis,
de acuerdo a la agrupacion observada en este estudio, los M1m proceden de
semilla expuesta desde 150 hasta 300 Gy. En este sentido, se puede inferir que
la aleatoriedad para mutaciones se reduce al encontrar dosis Optimas de
radiacion. Al respecto, algunos investigadores afirman que las mutaciones
efectivas ocurren alrededor de la dosis Optima estimada a priori (Morela et al.
2002; Khalil et al., 2014).

Los analisis descriptivos de ACP y ACL fueron coincidentes en la
distribucion de los individuos de pasto rosado. Esto permite inferir que existid
efecto de radicacion gamma en la variacion morfologica de algunas plantas. No
obstante, es necesario corroborar la variabilidad presentada con un analisis

estadistico mas robusto como el MANOVA. El cuadro 7 muestra el resultado de
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Cuadro 7. Contrastes ortogonales para MANOVA entre grupos (G) generados por
analisis Cluster, de 75 individuos de pasto rosado [Melinis repens
(Willd.) Zizka], desarrollado de semilla irradiada con Co®® (M1) a
diferentes dosis y plantas de semilla sin irradiar (MO)

Estadistico Lamda (L) de Wilks

Contraste Valor L Valor F Valor P
G1vsG?2 0.31 7.18 <0.0001
G1vsG3 0.23 113 <0.0001
G1vsG4 0.14 20.28 <0.0001
G2vsG3 0.42 4.55 <0.0001
G2vs G4 0.17 16.20 <0.0001
G3vsG4 0.34 6.28 <0.0001

P<0.05 indica diferencia multivariada estadistica entre grupo, F = Estadistico
basado en la Distribucion F de Fisher-Snedecor.
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los contrastes ortogonales entre los cuatro grupos formados en el dendograma
de ACL. Se presento diferencia estadistica multivariante (p<0.001) entre grupos.
Sin embargo, aunque los G1, G2 y G3 fueron diferentes entre si, cada uno de
éstos adopt6 plantas RT. Indistintamente de las dosis de radiacion en la semilla,
el desarrollo de plantas tuvo un comportamiento diferenciado, lo cual refirma el
efecto de la radiacidon en la expresion fenotipica.

Lo anterior hizo necesario incluir contrastes ortogonales por grupo, en
cada variable morfologica original (Cuadro 8). Esto permitié determinar cuales
variables tuvieron el efecto suficiente para diferenciar al G4 de los demas grupos
gue integraron plantas MO. Por ejemplo, en las variables longitud de limbo de
hoja, asi como ancho y largo de hoja bandera, todos los grupos fueron iguales
(p>0.05). En habito de crecimiento el G1, G2 y G3 fueron diferentes entre ellos
(p<0.05); sin embargo, dentro de éstos se encontraron plantas MO. Por otro lado,
el G1, G2y G3 fueron diferentes (p<0.05) al G4 en habito de crecimiento. Este
comportamiento indica que el nivel de radiacibn en la semilla no genero
variabilidad en estas variables, ya que individuos MO se agruparon con plantas
M1. Tampoco las variables altura de follaje y proporcién del peso de hojas con
respecto al peso de tallos el G 1, G 2 y G 3 presentaron diferencia (p>0.05). A su
vez, éstos grupos presentaron mayor altura de follaje (p<0.05) y menor pHT
(p<0.05) que el G4. Este comportamiento indica que existio efecto por radiacion
gamma en la semilla, lo cual provocdé que el G 4 presentara variabilidad
morfologica en estas dos variables. En peso de tallos y peso de semillas, todos

los grupos fueron diferentes (p<0.05). También es posible que en estas variables
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Cuadro 8. Contrastes ortogonales por variables originales entre Clister reagrupados de pasto
rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka], desarrollado de semilla irradiada con Co®° (M1)
a diferentes dosis y plantas de semilla sin irradiar (MO)

Variable Contraste Valor F Valor P Variable Contraste Valor F Valor P
Glvs G2 7.47 0.008 Glvs G2 0.38 0.537
G1lvs G3 21.54 <0.001 G1lvs G3 1.39 0.243
Habito de Glvs G4 9.71 0.003 Ancho de Glvs G4 1.27 0.264
crecimiento  G2vs G3 5.92 0.018 hoja bandera G2vs G3 0.48 0.493
G2vs G4 1.65 0.203 G2vs G4 0.54 0.464
G3vs G4 0.25 0.617 G3vs G4 0.04 0.838
G1lvs G2 3.45 0.068 Glvs G2 1.08 0.302
G1vs G3 0.07 0.791 indice de G1vs G3 7.21 0.009
Altura de Glvs G4 11.05 0.001 concentracion Glvs G4 4.49 0.038
follaje G2vs G3 2.35 0.130 de clorofila G2 vs G3 3.77 0.056
G2 vs G4 23.91 <0.001 G2vs G4 2.19 0.144
G3vs G4 12.27 0.001 G3vs G4 0.00 0.982
G1lvs G2 28.56 0.000 G1lvs G2 0.20 0.653
G1lvs G3 0.29 0.592 Glvs G3 14.81 <0.001
Altura de Glvs G4 23.51 <0.001 Longitud de Glvs G4 54.33 <0.001
planta G2 vs G3 34.22 <0.001 inflorescencia G2 vs G3 14.45 <0.001
G2 vs G4 82.33 <0.001 G2 vs G4 55.86 <0.001
G3vs G4 19.29 <0.001 G3vs G4 18.76 <0.001
P L, Glvs G2 2.23 0.140 Glvs G2 7.70 0.007
;ﬁﬁfg%ﬁ” G1vs G3 0.43 0.514 G1vs G3 35.46 <0.001
follaje- G1lvs G4 0.00 0.969 Peso de tallos Glvs G4 55.04 <0.001
altura de G2 vs G3 4.81 0.032 G2vs G3 14.75 <0.001
planta G2 vs G4 1.12 0.293 G2vs G4 33.80 <0.001
G3vs G4 0.30 0.587 G3vs G4 7.56 0.008
G1lvs G2 2.23 0.140 Glvs G2 10.06 0.002
G1lvs G3 0.43 0.514 G1lvs G3 18.04 <0.001
Diametro Glvs G4 0.00 0.969 Peso de hojas Glvs G4 412 0.046
de tallo G2vs G3 4.81 0.032 G2 vs G3 2.45 0.122
G2vs G4 1.12 0.293 G2vs G4 0.03 0.852
G3vs G4 0.30 0.587 G3vs G4 1.62 0.207
Glvs G2 59.58 <0.001 G1lvs G2 0.05 0.819
G1lvs G3 118.55 <0.001  Proporcién G1lvs G3 3.26 0.075
Densidad Glvs G4 174.63 <0.001 peso de Glvs G4 42.13 <0.001
de tallos G2vs G3 19.55 <0.001 hojas-pesode G2vs G3 3.91 0.080
G2vs G4 69.05 <0.001 tallos G2vs G4 49.62 <0.001
G3vs G4 21.89 <0.001 G3vs G4 25.42 <0.001
Glvs G2 0.01 0.924 Glvs G2 14.52 <0.001
Largo de G1lvs G3 0.72 0.400 G1lvs G3 56.92 <0.001
limbo de Glvs G4 1.48 0.228 Pesc_) de Glvs G4 67.76 <0.001
hoja G2vs G3 1.06 0.307 semillas G2 vs G3 20.94 <0.001
G2vs G4 1.84 0.179 G2vs G4 34.94 <0.001
G3vs G4 0.30 0.584 G3vs G4 5.40 0.023
Glvs G2 0.31 0.580 Glvs G2 19.55 <0.001
Ancho de G1lvs G3 6.33 0.014 Peso de G1lvs G3 65.69 <0.001
limbo de Glvs G4 9.10 0.004 biomasa Glvs G4 68.22 <0.001
hoja G2vs G3 497 0.029 aérea G2vs G3 21.10 <0.001
G2vs G4 7.76 0.007 G2 vs G4 30.15 <0.001
G3vs G4 1.09 0.299 G3vs G4 3.68 0.059
Glvs G2 0.63 0.429 L, Glvs G2 4.07 0.047
Laro d G1lvs G3 1.09 0.299 Pr°p°“é'°” Glvs G3 28.04 <0.001
a{]%j?a € Glvscs 0.11 0.743 gii?ﬁasz G1vs G4 59.58 <0.001
bandera G2vs G3 0.14 0.712 aérea-peso G2vs G3 14.88 <0.001
G2vs G4 0.06 0.812 de semillas G2vs G4 44.74 <0.001
G3vs G4 0.23 0.630 G3vs G4 12.65 <0.001

P<0.05 indica diferencia multivariada estadistica entre grupo, con base en Lamda de Wilks.
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haya existido efecto por radiacion gamma en la semilla, ya que se ha comprobado
que la induccién de mutaciones provoca variacion intraespecifica y alberga la
posibilidad de generar atributos que la especie no presenta o que ésta ha perdido
evolutivamente (Brock, 1977; Forster y Shu, 2011). Por lo anterior, es probable
que la variabilidad encontrada en algunas variables haya sido provocada por
mutagénesis. Sin embargo, algunos grupos que incluyeron plantas de MO,
también fueron diferentes entre si. Para asegurar un mutante no basta con la
expresion en los M1, ya que las caracteristicas deberan ser fijadas en las
siguientes generaciones y asegurar que no se trate de quimeras (Prina et al.,
2011; Mba, 2013).

En el Cuadro 9 se presenta el andlisis nutricional en tres etapas
fenologicas de los M1m y MO de pasto rosado. Todas las plantas mostraron un
aumento en contenido de fibras estructurales a medida que ésta avanzo6 en edad;
por el contrario, el contenido de PC tendid a disminuir. Este comportamiento es
comun en los pastos, al aumentar la madurez también aumentan HEM, CEL y
LIG, mientras que la CP disminuye (Wilkie, 1979; Van Soest et al., 1992; Van
Soest, 1994; Romero et al., 2013). Los resultados de FDN en M1m y MO en etapa
de rebrote, oscilaron entre el 51 y 61 %. Estos son semejantes a los reportados
para la misma especie en floracion, 54.2 y 56.4 % (Bezabih et al., 2013). Los
resultados de M1my MO para etapa reproductiva y latencia en este estudio fueron
del 64 al 74 % y del 72 al 75 %, respectivamente.

El Cuadro 10 muestra los resultados del ANOVA en contenido nutricional

de tres etapas fenoldgicas para los M1m y MO de pasto rosado. El error estandar
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Cuadro 9. Composicion quimica por etapa fenolégica en ocho mutantes (R150-
R300; M1m) de pasto rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka],
desarrollado de semilla irradiada con Co® y pastos de semilla sin
irradiar (RT; MO)

Etapa MImyMO % MS %FDN %FDA %LDA % CEN

RT 91.40 57.58 26.88 2.84 4.00

R150-8 91.40 58.92 28.86 2.23 3.94

R150-10 91.40 58.61 26.44 2.25 3.68

R200-9 91.40 58.76  27.90 2.29 3.67

Crecimiento R200-10 91.40 58.02 25.40 2.46 3.71
R250-8 91.40 61.21 29.36 2.52 3.98

R250-10 91.40 50.95 27.02 1.57 3.87

R300-9 91.40 58.98 28.46 2.30 4.05

R300-10 91.40 58.14  26.17 2.39 3.72

RT 92.86 71.72  36.31 3.76 5.63

R150-8 92.86 7295 36.58 3.34 5.53

R150-10 92.86 69.75 36.11 3.71 5.50

R200-9 92.86 74.87 40.25 4.34 5.56

Reproductiva R200-10 92.86 69.58 35.63 4.11 5.71
R250-8 92.86 70.08 36.76 4.30 5.44

R250-10 92.86 63.93 32.04 2.32 5.81

R300-9 92.86 69.89 36.57 4.07 5.53

R300-10 92.86 7040 36.70 3.87 5.73

RT 93.22 75.20 40.82 5.16 7.80

R150-8 93.22 71.69 38.95 5.11 8.07

R150-10 93.22 74.22  40.95 5.88 7.54

R200-9 93.22 75.25  40.92 6.02 7.53

Latencia R200-10 93.22 7458  40.20 4.98 8.11
R250-8 93.22 7250 38.86 5.02 7.74

R250-10 93.22 76.26 34.89 4.53 7.51

R300-9 93.22 75.04 39.64 5.61 7.67

R300-10 93.22 73.16  41.25 5.77 7.57

R150-R300 = Mutantes de pasto rosado (M1m). RT = plantas testigo de pasto
rosado (M0). MS = materia seca, FDN = fibra detergente neutro, FDA = fibra
detergente acido, LDA = lignina detergente acido, CEN = cenizas.
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Cuadro 10. Medias * error estdndar con la prueba Dunnett para contenido de
fibras y proteina por etapa fenologica en ocho mutantes (R150-R300;
M1m) de pasto rosado [Melinis repens (Willd.) Zizka], desarrollado de
semilla irradiada con Co®° vs pastos de semilla sin irradiar (RT; MO0)

Etapa M1m y MO % HEM % CEL % LIG % PC
RT 30.7+0.63 24.0+0.47 2.8+0.18 17.7+0.23
R150-8 30.1+0.63 26.6x£0.47**  2.2+0.18 16.8+0.23
R150-10 32.2+0.63 24.2+0.47 2.2+0.18 17.5+0.23
R200-9 30.9+0.63 25.6+0.47 2.3+0.18 15.9+0.23***
Crecimiento R200-10 32.6+0.63 22.9+0.47 2.5+0.18 18.7+0.23
R250-8 31.9+0.63 26.8+0.47**  2.5+0.18 15.3+£0.23***
R250-10 23.9+0.63*** 25.4+0.47 1.6+0.18***  19.5+0.23***
R300-9 30.5+0.63 26.2+0.47 2.3+0.18 15.5+0.23***
R300-10 32.0+£0.63 23.8+0.47 2.4+0.18 17.3+0.23
RT 35.44+0.5 32.5+0.34 3.8+0.23 11.0+0.11
R150-8 36.4+0.5 33.2+0.34 3.3+0.23 8.7+0.11%+*
R150-10 33.6+0.5 32.4+0.34 3.7+0.23 9.7+0.11%+*
R200-9 34.6+0.5 35.9+0.34**  4.3+0.23 8.5+0.11%**
Reproductiva R200-10 34.0+£0.5 31.5+0.34 4.1+0.23 9.6+0.11%**
R250-8 33.3+0.5 32.5+0.34 4.3+0.23 10.9+0.11
R250-10 31.9+0.5%** 29.7+0.34 2.3+0.23**  13.6+0.11***
R300-9 33.3+0.5 32.5+0.34 4.1+0.23 10.7+0.11
R300-10 33.7+0.5 32.8+0.34 3.9+0.23 8.4+0.11***
RT 34.4+0.46 35.7+0.49 5.2+0.27 6.0+0.14
R150-8 32.7+0.46 33.8+0.49 5.1+0.27 5.9+0.14
R150-10 33.3+0.46 35.1+0.49 5.9+0.27 5.7+0.14
R200-9 34.3+0.46 34.9+0.49 6.0+0.27 5.8+0.14
Latencia R200-10 34.4+0.46 35.2+0.49 5.0+0.27 6.0+0.14
R250-8 33.6+0.46 33.8+0.49 5.0+0.27 5.8+0.14
R250-10 41.4+0.46%** 30.4+£0.49**  4.5+0.27 6.9+0.14***
R300-9 35.4+0.46 34.0+0.49 5.6+0.27 5.9+0.14
R300-10 31.9+0.46*** 35.5+0.49 5.8+0.27 6.0+£0.14

*** diferencia p<0.05 de M1m vs MO. HEM = hemicelulosa, CEL = celulosa, LIG
= lignina, PC = proteina cruda.
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de las medias para PC fue entre el 1.0 y 2.5 %, para HEM fue del 1.1 al 2.6 %,
en CEL del 1.0 al 2.0 % y el valor mas alto se presento en las medias de LIG del
4.5 al 11.0 %. Tomando en cuenta los tres estados fenoldgicos, todos los M1m
presentaron diferencia (p<0.05) con los MO en algin compuesto nutricional. En
etapa de crecimiento se encontré diferencia (p<0.05) en contenido de fibras
estructurales y PC entre M1m y MO. En contenido de HEM el M1m R250-10
presentd menor (p<0.05) contenido de HEM que los pastos MO, el resto de los
M1m, no presentaron diferencia (p>0.05) con MO en este compuesto. Los M1m
R150-8 y R250-8 mostraron mayor (p<0.05) aporte de celulosa que los M0O. Con
respecto a LIG, solamente el M1m R250-10 fue menor (p<0.05) a los RT en el
contenido de este polimero estructural. Los M1m R200-9, R250-8 y R-300-9
presentaron menor (p<0.05) cantidad de PC que MO, por el contario, el M1m
R250-10 tuvo mayor (p<0.05) aporte de PC que los pastos MO.

En etapa reproductiva solo el mutante M1m R250-10 fue menor (p<0.05)
gue los MO en contenido HEM y LIG, el resto de los mutantes no presentaron
diferencia a los MO en estos compuestos. En aporte de CEL, solamente el M1m
R200-9 presentd mayor porcentaje (p<0.05) que los MO. Con respecto a PC, los
M1m R158-8, R150-10, R200-10 y R300-10 mostraron menor (p<0.05) aporte
que los pastos MO. Por el contrario, el M1m R250-10 presenté mayor (p<0.05)
contenido de PC que los MO. El total de fibras estructurales (73.2 a 79.2 %)
presentado en este estudio fue relativamente alto, comparado con los resultados
de Bezabih et al. (2013), quienes reportan que en praderas semi-aridas de la
sabana del Valle del Rift en Etiopia, en el mes de agosto esta especie presentd

del 54.2 al 56.4 % de FDN. Posiblemente la diferencia de condiciones
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ambientales, nutrientes en el suelo y otros factores, fueron causa de la diferencia
en el contenido de fibras. Sin embargo, la diferencia en fibras estructurales de la
misma especie entre Chihuahua y Sudafrica fue al rededor del 22 % en etapa
fenologica similar, la cual puede ser considerada alta. Con respecto a la PC, se
pudo observar que en etapa de rebrote, este componente fue muy superior a lo
reportado por otros investigadores. Sousa et al. (1999) encontraron el 1.4 % de
nitrdgeno total en pasto rosado, lo cual corresponde a 8.75 % de PC, aplicando
el factor de correccion de 6.25. No obstante, no se detalla la etapa fenoldgica en
que se realizo el estudio. En otra publicacion, Melgoza et al. (2014) mencionan
valores del 4.0 al 6.0 % de PC en pasto rosado durante la etapa de crecimiento.
Gonzalez et al. (2012) reportaron valores de 5.52 % de PC en etapa de latencia
para un pastizal amacollado invadido por pasto rosado en el estado de Durango.
En un estudio del valor nutricional de la dieta para bovinos en un pastizal con
presencia del 87 % de pasto rosado, Gutiérrez (2015) encontro el 13.2, 10.7y 6.5
% de PC en las etapas de crecimiento, floracion y latencia, respectivamente. Este
mismo determind para FDN valores de 70, 71y 72 % en crecimiento, floracion y
latencia, respectivamente; la FDA que reporto fue del 42 % en las tres etapas
fenologicas. Cabe sefalar que los resultados de este dltimo autor son los que
mas semejan a los resultados del presente estudio. Lo anterior podria atribuirse
a que las poblaciones de pasto rosado en el Estado de Chihuahua, son similares
en contenido nutricional.

Por el aporte nutricional del pasto rosado encontrado en este estudio, se
podria considerar como un forraje de calidad regular a buena; ya que, al revisar

resultados de especies nativas calificadas de buen valor nutricional, esta especie
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invasora supero valores de PC en etapa de crecimiento y floracion. Sin embargo,
la PC no es la Unica variable que se considera para calificar a un forraje como
bueno, falta digestibilidad y aceptacion por el ganado entre otros atributos.
Morales et al. (2009) mencionan que el navajita (Bouteloua gracilis) en etapa de
crecimiento contiene del 12 al 15 % de PC. Para el banderilla (Bouteloua
curtipendula) variedad Diana se reporta el 8.6 % y 3.6 % de PC en floracion y
madurez, respectivamente (Beltran et al., 2013). En navajita variedad Cecilia se
reporto el 9.7 % de PC en floracion y 3.4 % en madurez (Beltran et al., 2010).

En etapa de latencia, el M1m R250-10 aporté mayor (p<0.05) contenido
de HEM que los MO, mientras que el M1m R300-10 tuvo menor (p<0.05) aporte
en este compuesto que los MO. Con respecto a la CEL, el M1m R50-10 presento
menor (p<0.05) porcentaje que los MO. Para el compuesto lignina, ningin M1m
presentd diferencia (p>0.05) con los MO en esta etapa fenolégica. En PC,
solamente el M1m fue diferente (p<0.05) a los MO, al presentar el 1.9 % mas de
este compuesto en etapa de latencia. Algunos autores mencionan que el Pasto
rosado posee contenidos altos de lignina (Melgoza et al., 2014); sin embargo, no
reportan valores para este polimero.

Aungue todos los M1m de pasto rosado se diferenciaron nutricionalmente
de los MO, la mayoria fueron inferiores en valor nutricional, con excepcion del
M1m R250-10 que increment6 los valores de PC en todas las etapas fenologicas.
Por otro lado, éste disminuy0 el contenido de fibras estructurales de CEL, HEM y
LIG en las etapas de crecimiento y floracion. Con respecto a la etapa de latencia,
este mutante redujo su contenido de CEL y aumento la HEM. No obstante, en

lignina no fue estadisticamente diferente a los pastos MO. Aunque en esta ultima
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etapa fenoldgica la LIG del M1m R250-10 no haya sido diferente a los MO, éste
sigue siendo superior en valor nutricional a los pastos no mutantes en todas las
etapas fenoldgicas, ya que la hemicelulosa es mas digestible que la celulosa en

50-90 y 20-80 %, respectivamente (Ramirez et al., 2015).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La radiacion gamma en la semilla modific6 algunas plantas de pasto
rosado, ya que existio efecto por mutagénesis. Todos los M1lm presentaron
variabilidad morfolégica y nutricional con respecto a los MO en alguna de las
etapas fenoldgicas. En especifico, el pasto mutante R250-10 fue el que presentd
modificaciones deseables en atributos morfolégicos y nutricionales de interés
agronoémico con respecto al MO.

Se recomienda realizar andlisis de variabilidad molecular para diferenciar
genéticamente los M1m de los MO y continuar con la reproduccién y evaluacion
del pasto mutado R250-10 en condiciones de invernadero. Esto con el fin de
monitorear que las caracteristicas deseables encontradas se fijen en las
generaciones siguientes. Con el resto de los M1m, se recomienda realizar
mutagénesis recurrente a su semilla y continuar su evaluacion bajo condiciones
controladas, ya que en algunos casos la mutagénesis se ve refleja en mutantes

de segunda generacion o mas (M2, M3...Mn).
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