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RESUMEN GENERAL
INDUCCION DE VARIABILIDAD MEDIANTE IRRADIACION GAMMA EN
PASTO AFRICANO (Eragrostis lehmanniana) Y GARRAPATA (Eragrostis
superba)
POR:
M. C. ALAN ALVAREZ HOLGUIN
Maestria en Ciencias en Produccion Animal
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autbnoma de Chihuahua
Presidente: Dr. Carlos Raul Morales Nieto
La falta de diversidad genética de especies vegetales exaticas dificulta su
mejoramiento y limita su aprovechamiento. Ante esto, la mutagénesis es una
alternativa viable para el mejoramiento de estas especies, ya que ha
demostrado ser una técnica efectiva para inducir variabilidad genética. El
objetivo fue inducir diversidad mediante radiacibn gamma en pasto garrapata y
africano, con fines de mejoramiento genético. Para ellos se realizaron cuatro
estudios bajo condiciones de laboratorio e invernadero. El primer y segundo
estudio consistieron en determinar la dosis Optima de irradiacion gamma para el
mejoramiento genético del pasto garrapata y africano, respectivamente. Esto se
determind mediante la dosis letal media (DLsp) y la reduccidon media del
crecimiento (RGsp). En el tercer estudio se caracterizé la diversidad morfolégica,
nutricional, estomética y molecular, inducida mediante radiacion gamma en

pasto garrapata. Por ultimo, en el cuarto estudio se caracterizo la diversidad
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morfolégica y nutricional, inducida mediante radiacion gamma en pasto africano.
La dosis optima de irradiacion se determiné alrededor de 2486 Gy para el pasto
garrapata y alrededor de 1533 Gy para el africano. Estas dosis pueden ser
utilizadas para el mejoramiento genético por irradiacion gamma en estas
especies. En el pasto garrapata, la radiacion gamma generd variabilidad
fenotipica y genética, lo cual permitio seleccionar la primera generacion de
mutantes con mayor (P<0.05) contenido de proteina y menor (P<0.05)
contenido de lignina. Estos mutantes presentaron diferencias (P<0.05) con los
testigos en densidad y area estomatica, lo cual tiene repercusiones en la
resistencia al estrés hidrico. Ademas, los mutantes presentaron distancias
genéticas considerables respecto al genotipo testigo (desde 0.25 hasta 0.42,
coeficiente DICE). Asi mismo, la radiacion gamma generd variabilidad
morfologica y nutricional en el pasto africano, lo cual permitid seleccionar la
primera generacion de mutantes. Tres de los mutantes seleccionados (200-6,
300-7 y 1400-10) presentaron menor contenido de lignina y mayor contenido de
proteina (P<0.05). Por lo anterior, se recomienda evaluar la progenie de los
mutantes seleccionados de ambas especies, hasta fijar los caracteres
seleccionados. En caso de lograr fijar estas caracteristicas se contara con
nuevo material genético de interés agrondémico y ecoldgico que pueda utilizarse

para rehabilitar pastizales degradados.
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GENERAL ABSTRACT
VARIABILITY INDUCTION ON LEHMANN (ERAGROSTIS LEHMANNIANA)
AND WILMAN (ERAGROSTIS SUPERBA) LOVE GRASSES THROUGH
GAMMA IRRADIATION
BY:
ALAN ALVAREZ HOLGUIN

The lack of genetic diversity on alien plant species hinders its
improvement and use. Thus, the mutagenesis is a viable breeding alternative on
these species, since it has proven to be an effective technique inducing genetic
variability. Therefore, the objective was to induce variability on Wilman
(Eragrostis superba) and Lehmann (Eragrostis lehmanniana) love grasses
through gamma radiation, for breeding purposes. For this, four studies under
laboratory and greenhouse conditions were performed. The first and second
studies were carry out to determine the optimal gamma irradiation dose for the
Wilman and Lehmann love grasses breeding, respectively. This was determined
by the median lethal (LDsg) and growth reduction (GRsg) doses. In the third
study, the morphological, nutritional, stomatal and molecular diversity induced
through gamma irradiation on Wilman lovegrass were characterized. Finally, the
fourth study was carry out to characterize the morphological and nutritional
variability induced by gamma irradiation on Lehmann lovegrass. The gamma
radiation generated phenotypic and genetic variability on Wilman lovegrass.
This, allowed to select the first generation of mutants with more (P<0.05) protein
and less (P<0.05) lignin, than the control genotype. These mutants presented

differences (P<0.05) respecting the control plants in the stomatal density and
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area, which has repercussions on the water stress tolerance. In addition, they
showed significant genetic distances to the control genotype (from 0.25 to 0.42,
DICE coefficient). As in Wilman lovegrass, the gamma irradiation generated
morphological and nutritional variability on Lehmann lovegrass, which enabled
to select the first generation of mutants. Three mutants (200-6, 300-7 y 1400-10)
with less lignin and more protein (P<0.05) were selected. Therefore, it is
recommended to evaluate the selected mutant's progeny, until the selected
characters will be fixed. In case of being able to fix these characteristics, new
genetic material of agronomic and ecological interest will be available, which

could be used rehabilitating degraded grasslands.
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INTRODUCCION GENERAL

Las especies africanas del género Eragrostis, como africano (Eragrostis
lehmanniana) y garrapata (Eragrostis superba) han sido utilizadas ampliamente
en programas de rehabilitacion de pastizales realizados en el norte de México y
sur de Estados Unidos (McGlone y Huenneke, 2004; Saenz-Flores et al., 2015).
Esto se debe a que presentan mayor rusticidad y capacidad de establecimiento
gue especies nativas (Hupy et al., 2004; Esqueda et al., 2005). Sin embargo, la
utilizacion del pasto africano implica un riesgo ecolégico, ya que puede
dispersarse a areas adyacentes y desplazar la vegetacion nativa (Guevara et
al., 2007). La dominancia de esta especie hace urgente el plantear esquemas
de control o aprovechamiento a través de técnicas para incrementar su valor
forrajero, como es el mejoramiento genético. Por otro lado, el pasto garrapata
es una especie de buen valor forrajero y capacidad de establecimiento (Mganga
et al., 2010; Mganga et al., 2013). No obstante, esta especie puede presentar
alto contenido de lignina y baja tolerancia al estrés hidrico, lo cual limita su
aprovechamiento (Sanderson et al., 1999; Koech et al., 2015). Por esta razén,
el pasto garrapata también puede ser considerado para un programa de
mejoramiento.

Los pasto africano y garrapata son especies son introducidas, por lo que
en México se cuenta con poca variabilidad genética de ellas. Ante esto, la
mutagénesis es una alternativa para su mejoramiento, debido a que ha
demostrado ser una técnica efectiva para inducir variabilidad genética
(Ambavane et al., 2017). Esta técnica ha sido utilizada de manera exitosa para

inducir variabilidad en otros pastos forrajeros como el elefante (Pennisetum
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purpureum) y guinea (Panicum maxima) (Pongtongkam et al.,, 2005;
Pongtongkam et al., 2006). Asi mismo, esta técnica se ha utilizado con éxito en
especie utilizadas para rehabilitar pastizales degradados, como es el pasto
buffel (Lépez et al., 2011). Por lo anterior, la mutagénesis puede ser
considerada una alternativa viable para el mejoramiento genético de los pastos
africano y garrapata. Sin embargo, antes de comenzar un programa de
mejoramiento mediante mutagénesis es necesario establecer la dosis 6ptima de
irradiaciéon para inducir mutaciones efectivas. Diversos investigadores
concuerdan que en dosis donde muere el 50 % (DLsp) de los individuos
irradiados y donde se reduce el crecimiento en un 50 % (RCsp), es donde existe
mayor probabilidad de producir mutaciones Utiles para el mejoramiento genético
(Angeles-Espino et al., 2013; Khalil et al., 2014). No obstante, a la fecha se
desconoce la DL50 y la RC50 de los pasto africano y garrapata. Por lo anterior,
el objetivo fue generar diversidad mediante el uso de rayos gamma en pasto
garrapata y africano, con fines de mejoramiento genético. Los objetivos
especificos fueron: 1) determinar la dosis letal media y la reduccion media del
crecimiento en pasto garrapata y africano, 2) caracterizar la diversidad
morfologica, nutricional, estomética y molecular inducida mediante radiacion
gamma en pasto garrapata y 3) caracterizar la diversidad morfolégica y

nutricional inducida mediante radiacion gamma en pasto africano.



REVISION DE LITERATURA

Condicion Actual de los Pastizales del Norte de México

En México, el bioma pastizal ocupa alrededor del 23 % de la extension
territorial (INEGI, 2005). Sin embargo, aproximadamente el 95 % de estos
pastizales presentan algun grado de deterioro, lo que ha provocado la pérdida
de cerca de 1.2 millones de hectéreas de pastizales nativos (PMARP, 2012). En
Chihuahua los pastizales ocupan la mayor superficie estatal; no obstante,
estudios recientes indican que el 98 % de éstos se encuentran en condicion que
va de regular a mala (SEMARNAT, 2015). El deterioro de estos ecosistemas se
debe principalmente a practicas antropogénicas como la ganaderia y el cambio
de uso de suelo. Esto ha provocado baja cobertura vegetal, disminucién en la
diversidad de especies vegetales claves y grandes extensiones con suelo
desnudo en areas de pastoreo, lo cual se ha reflejado en bajas producciones de
forraje y un riesgo en la funcionalidad de estos ecosistemas. Debido a estos
problemas se estima que el estado de Chihuahua ha perdido alrededor del 70
% de su produccion forrajera y el 50 % de su produccién de ganado (PACP-Ch,
2011). Ante esta situacion, la resiembra de pastos es una de las alternativas
mas recomendadas para recuperar a corto plazo estos ecosistemas. Sin
embargo, esta practica debe ser considerada como la ultima opcion, debido a
su alto costo y alto nivel de incertidumbre, ya que su éxito esta sujeto a las
condiciones del climay precipitacion (Moreno et al., 2012).

Otro problema que presentan los pastizales del norte de México es el
desplazamiento de especies nativas por parte de especies introducidas que se

convirtieron en invasoras. Una de estas especies es el pasto africano
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(Eragrostis lehmanniana), cuya invasion afecta a los pastizales del norte de
México. Algunas de las causas por la que esta especie se ha convertido en
invasora son que posee alta tasa de reproduccién, alta capacidad de
establecimiento y baja aceptacion por el ganado (Flanders et al., 2006; Carrillo
et al., 2009). No obstante, estas caracteristicas que la hacen invasora, también
la convierten en una alternativa para evitar la erosion del suelo en pastizales
degradados con baja cobertura vegetal.
Pasto Africano

El pasto africano es una graminea C4, perenne, cespitosa y de vida corta
nativa de Sudafrica. Esta especie esta catalogada dentro de las invasoras de
alto impacto para la biodiversidad (March y Martinez, 2007), lo cual se debe a
diferentes factores como su alta produccién de semilla y capacidad de
establecimiento, resistencia a la defoliacion por pastoreo, fuego y sequia
(Guevara et al., 2007). Ademas de lo anterior, la expansion agresiva de esta
especie también se atribuye a la dispersion de semillas por el viento y los
movimientos de agua en la superficie del suelo. Los pastizales invadidos por
pasto africano presentan una gran cantidad de semillas en suelo, las cuales son
de tamafio tan pequefio que granivoros como animales, aves e insectos no las
consumen (Humphrey, 1994; Titulaer, 2015). Aunado a esto, Abbott y Roundy
(2003) mencionan que especies como el pasto africano tienen mayor habilidad
para controlar su germinacion durante mayor tiempo Yy asegurar el
establecimiento en zonas de precipitacion erratica. Contrario a lo anterior,
especies con alto indice de germinacion estan sujetas a la muerte de plantulas

después de un evento de lluvia. No obstante, la principal causa de que esta
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especie sea invasora es debido a que el ganado la consume poco (Chavez et
al., 2000). Lo antes mencionado, provee al pasto africano habilidad inusual de
invadir y dominar la composicion de gramineas en los pastizales donde se
encuentra. Sin embargo, estas caracteristicas han causado que esta graminea
se utilice ampliamente en programas de rehabilitacion de pastizales y en zonas
donde la vegetacion nativa ha desaparecido (Hupy et al., 2004; McGlone y
Huenneke, 2004). El pasto africano es una especie principalmente tetraploide
(2n = 4x = 40). Sin embargo, se han reportado algunas accesiones triploides (2n
= 3x = 30) y diploides (2n = 2x = 20), donde las accesiones tetraploides se
caracterizan por ser de reproduccién apomictica (Voigt et al., 1992).
Pasto Garrapata

El pasto garrapata [Eragrostis superba (Peyr.)] es una graminea perenne
originaria del sur de Africa. La época de floracion es entre los meses de abril y
agosto. Las plantas de esta especie pueden alcanzar una altura de hasta 100
cm y presentar hojas de hasta 8.0 mm de ancho. Esta especie es considerada
como un forraje de buena calidad, que alcanza hasta un 14 % de proteina cruda
en época de crecimiento (Beltrdn et al., 2009; Morales y Melgoza, 2010).
Ademas, presenta alta capacidad de establecimiento, produccion de forraje,
retiene suelo e infiltrar agua (Mganga et al., 2010; Mganga et al., 2013). Por
estas razones, el pasto garrapata es considerado como una de las gramineas
con mayor potencial para ser utilizadas en programas de restauracion (Manyeki
et al., 2015; Séaenz-Flores et al.,, 2015). No obstante, esta especie puede
presentar menor contenido de proteina y mayor contenido de lignina que otros

pastos utilizados a nivel mundial, como el pasto buffel (Pennisetum ciliare) y
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Klein (Panicum coloratum) (Sanderson et al., 1999). Asi mismo, otro problema
que presenta es su baja tolerancia al estrés hidrico y eficiencia en el uso del
agua (Kipchirchir et al., 2015; Koech et al., 2015). Debido a esto, puede ser
considerada para un programa de mejoramiento genético.
Induccion de Mutaciones

La evolucion se basa en cuatro procesos para manifestar diferenciacion
individual: seleccion natural, deriva genética, flujo genético y las mutaciones.
Este ultimo es el principal factor para la evolucibn ya que genera nuevas
estructuras genéticas de manera espontanea que son transmisibles a las
siguientes generaciones. Este fendmeno es también conocido como
mutagénesis y la respuesta de las nuevas generaciones son esperadas al azar
(Pio-Beltran, 2005; Ruiz et al., 2010; Rosenberg et al., 2012). Una mutacién se
puede dar mediante recombinacion, duplicaciébn o delecciéon en una o varias
secciones del ADN. Ademas, puede presentarse en secuencias largas,
secuencias pequefias e incluso en un par de nucleétidos (Bonner, 1988;
Gutiérrez et al., 2003; Livnat, 2013). Estos procesos mutagénicos que ocurren
en la naturaleza pueden ser inducidos artificialmente mediante diferentes
agentes, los cuales se pueden dividir en quimicos y fisicos. Entre los quimicos
se encuentran los analogos de bases, antibidticos, agentes alquilantes, entre
otros. Mientas que los agentes fisicos mas comunes son los rayos X y gama,
neutrones, protones y particulas alfa y beta (Podevin et al., 2013). Las
modificaciones genéticas producidas por los mutagenos fisicos son debidas a la
ionizacion y la excitacion de la molécula de ADN. Ademas, estos tipos de

irradiacion pueden estimular la actividad metabdlica de las plantas, como la
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respiracion, la glicélisis, la actividad de la enzima catalasa, y la fosforilacion
oxidativa (Rekha y Langer, 2007). Las radiaciones ionizantes han sido
ampliamente utilizadas para la obtencién de mutantes (MI€ochova et al., 2004;
Lu et al., 2007; Wang et al., 2007; Hung y Johnson, 2008). Segun la FAO/IAEA,
de las 434 variedades de arroz lanzadas al mercado, 225 fueron inducidas por
rayos gamma, 16 con rayos X y el resto con otras fuentes de radiacion
(Ahloowalia et al., 2004).

La radiacion gamma 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 tipo de radiacion la producen is6topos como Cesio, Cobalto, Radio, Uranio,
Torio, Raddn, entre otros. Estos isotopos tienen la capacidad de producir ondas
cortas (10 X 10-12 m) y energia efectiva para entrar en contacto con el ADN y
provocar cambios estructurales (Weiner y Matthews, 2003, Gonzélez y Rabin,
2011). El efecto ocasionado por el agente mutagénico es proporcional a la
energia absorbida por un tejido en particular, debido a esto el poder de
penetracion puede variar desde fracciones de milimetros hasta algunos
centimetros (Gutiérrez et al., 2003).

La mutagénesis provocada en plantas se comenzé a utilizar a principios
de 1900 y a partir de 1927 se intensifico. No obstante, el blanco del
mejoramiento siempre han sido cultivos comerciales como arroz, cebada, maiz,
trigo entre otros (Delgado de la Flor, 1970; Podevin et al., 2013). Especies como
Arabidopsis thaliana y el arroz (Oryza sativa) han sido ampliamente estudiadas

por presentar los genomas mas pequefios de las plantas y esto ha permitido
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gue las mutaciones puedan ser dirigidas en estas especies (Thole et al., 2011,
Xia-Yun
et al., 2011).
Aplicaciéon de la Mutagénesis en Gramineas

Por décadas la induccion de mutagénesis se ha utilizado con éxito como
herramienta en el mejoramiento genético vegetal. Un elevado numero de
variedades comerciales son consecuencia directa de un proceso de
mutagénesis artificial mediante agentes fisicos o quimicos (Lopez et al., 2013;
Melgarejo et al., 2014). En gramineas esta técnica se ha practicado en especies
utilizadas para césped como pasto bermuda (Cynodon dactylon). En 1997
mediante la irradiacién con Co® se produjo la variedad TifEagle de pasto
bermuda. Esta variedad se caracteriza por poseer hojas con lamina muy fina,
densidad de tallos extremadamente alta y gran resistencia al pisoteo, por lo que
es sumamente utilizada en campos de golf (Hanna et al.,, 1999). De igual
manera, en investigaciones recientes se ha logrado producir variedades de 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 ha empleado la
mutagénesis es el pasto San Agustin (Stenotaphrum secundatum), donde se
obtuvieron diferencias morfolégicas al irradiar estolones a dosis entre 10 y 100
Gy (Li et al., 2010).

El mejoramiento genético a través de la mutagénesis también se ha
implementado en gramineas destinadas para el consumo humano y de suma
importancia para el Sur de Asia y Africa, como son el finger millet (Eleusine

coracana) y el mijo perla (Pennisetum typhoides) (Ambli y Mullainathan, 2014;
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Ambavane et al., 2015). Asi mismo, se ha implementado en especies forrajeras
como Pennisetum purpureum y Panicum maxima, donde se obtuvieron
diferencias morfologicas y en resistencia al estrés salino con dosis desde 10
hasta 50 Gy y 10 hasta 30 Gy, respectivamente (Pongtongkam et al., 2005;
Pongtongkam et al., 2006). En un estudio con variedades de sorgo sudan
(Sorghum sudanense), Golublnova y Gecheff (2011) encontraron que la
radiacion produce un gran nimero de aberraciones cromosémicas conforme se
aumenta la dosis de irradiacion, lo cual demuestra la posibilidad de producir
modificaciones gendmicas a través de la mutagénesis. Los pastizales del norte
de Meéxico poseen gran variedad de gramineas nativas e introducidas que
pueden ser utilizadas para rehabilitacion de pastizales degradados. Sin
embargo, existe pocas variedades nacionales que estén adaptadas a las
condiciones locales. Ademdas, ambos tipos de especies presentan
caracteristicas con potencial para ser mejoradas; las especies introducidas
presentan bajo valor forrajero y las nativas baja capacidad de establecimiento.
Ante esto, la mutagénesis puede ser una alternativa viable para el mejoramiento
de gramineas destinadas para revegetacion de areas degradadas. Esto debida
a que, como se menciona anteriormente, esta técnica ha demostrado ser
efectiva para inducir modificaciones genéticas y fenotipicas en gramineas
forrajeras.
Determinacion de la Dosis Optima de Irradiacion

Las dosis con mayor probabilidad de producir mutaciones benéficas son
las medias (Hernandez-Mufioz et al.,, 2017). Esto se debe a que se ha

observado que con dosis bajas de irradiacion los impactos en el genoma son
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minimos y dificilmente se reflejan en cambios fenotipicos, mientras que con
dosis altas el genoma sufre multiples impactos que regularmente producen
aberraciones o cambios negativos (Songsri et al.,, 2011; Thole et al., 2011).
Ademas, las dosis bajas de irradiacién pueden inducir una radioestimulacion
que se expresa en un incremento en la divisién celular, actividad enzimética o
cantidad de pigmentos fotosintéticos. En contraste, dosis altas de irradiacion
pueden producir dafios fisicos en los organelos o quimicos en las células como
la destruccion de enzimas y hormonas, entre otros (Minissi et al., 2013;
Chandrashekar, 2014). Por lo anterior, antes de iniciar un programa de
mejoramiento genético por mutagénesis se debe establecer cual es una dosis
media de irradiacién, lo cual también se conoce como la dosis 6ptima de
irradiacion. Diversos investigadores concuerdan que la dosis donde muere el 50
% (DLsp) de los individuos irradiados, es donde existe mayor probabilidad de
producir mutaciones Uutiles en un programa de mejoramiento genético
(Golubinova y Gecheff, 2011; Angeles-Espino, 2013). Mientras que otros
investigadores sefialan que otra dosis con alta probabilidad de producir
mutaciones efectivas es donde se reduce el crecimiento en 50 % (RGsp)
(Akgim y Tosun, 2004; Khalil et al., 2014). Por esta razon, la DLsy y RCso son
parametros utilizados para determinar la dosis 6ptima de irradiacién para inducir
mutaciones efectivas en programas de mejoramiento genético vegetal. No
obstante, estos parametros son Unicos para cada especie, genotipo e incluso el
tipo de tejido que se irradia (Herndndez-Mufioz et al., 2017). Debido a esto,

previo a un programa de mejoramiento genético se debe establecer la DLsy y
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RCso de acuerdo a la especie que se desea mejorar y el tipo de tejido que se va
a utilizar para este proposito.

La DLso ha sido determinada en diferentes especies de gramineas. En
Pennisetum glaucum, Ousmane et al. (2013) encontraron la DLsy a los 669.3
Gy, mediante irradiacion gamma. En otro estudio realizado en Pennisetum
typhoides, Ambli y Mullainathan (2014) encontraron la DLsp a los 200 Gy. En
arroz, Harding et al. (2012) al exponer 13 variedades a radiacion gamma,
encontraron que la DLsy varié de 345 y 423 Gy de acuerdo a la variedad. De
manera similar, Ramchander et al. (2015) encontraron la DLsy en dos
variedades de arroz en 288 y 354 Gy; mientras que, en esta misma especie,
Rajarajan et al. (2016) encontraron la DLsp a 229 Gy. En un estudio realizado en
pasto sudan (Sorghum sudanense), Golubinova y Gecheff (2011) encontraron
que la DLsg varié entre 307 y 342 Gy de acuerdo a la variedad. Por otro lado, La
RCso también ha sido determinada en algunas especies de gramineas. Por
ejemplo, Ambavane et al. (2014) encontraron la RCsg en Eleusine coracana a
los 500 Gy, a través de la longitud de plumula y radicula. Asi mismo, Talebi y
Talebi (2012) encontraron la RCsy en arroz a los 450 Gy, por medio de las
mismas variables. Lo anterior demuestra como la DLsg ¥y RCsp pueden por
especie, por lo que es de suma importancia que se determine de acuerdo a la
especie que se quiere mejorar genéticamente.

Marcadores Moleculares AFLP’s

Desde sus comienzos, el mejoramiento vegetal se ha llevado a cabo

mediante la seleccion de genotipos superiores a través del reconocimiento de

fenotipos sobresalientes. No obstante, clasificar materiales como genotipos
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diferenciados por medio de caracteres fenotipicos puede ser riesgoso. Esto
debido a que se puede confundir efectos medioambientales con genéticos. Ante
esto se ha optado por utilizar las técnicas de andlisis de ADN para diferenciar
correctamente entre genotipos. En la actualidad, el andlisis y clasificacion de
nuevos genotipos puede llevarse a cabo mediante el uso de marcadores
moleculares basados en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR;
Polymerase Chain Reaction). El uso de estos marcadores permite estimar
diferencias genéticas sin la complicacion de las interacciones genotipo-
ambiente (Arnao et al., 2008). Uno de los marcadores moleculares mas
utilizados son los Polimorfismos de Longitud de los Fragmentos Amplificados
(AFLP; Amplification Fragment Lenght Polymorphism). Esta técnica fue
desarrollada por Vos et al. (1995) y se basa en la amplificacion selectiva de un
subconjunto de fragmentos de restriccion, que se obtienen mediante la
digestién del ADN gendmico con dos endonucleasas de restriccion (Arnao et al.,
2008). Los polimorfismos pueden ser detectados gracias al uso de bases
selectivas adyacentes al sitio de restriccion, que producen fragmentos de
diferente longitud que pueden separarse mediante electroforesis.

Los marcadores AFLP’s han sido catalogados como una poderosa
herramienta dentro de la genética vegetal. Esto debido a que son capaces de
detectar diversidad a nivel genotipo, lo cual permite utilizarlos tanto para
estudios de diversidad como para establecer huellas genomicas, para la
proteccion de derechos de obtentor (Ovesna et al., 2002). Algunas de las
ventajas de los AFLP’s son que permiten examinar un gran numero de

fragmentos de ADN en un solo ensayo, detectan un alto numero de
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polimorfismos, tienen alta reproducibilidad, no se requiere de conocer la
secuencia o la distribucion de los marcadores en el genoma (Powell et al., 1996;
Coart et al, 2002). Por estas razones, los marcadores AFLP han sido utilizados
en estudios realizados en diversas especies incluidas gramineas claves en los
agostaderos del norte de México, como son los pastos banderita (Bouteloua
curtipendula), punta blanca (Digitaria californica), tempranero (Setaria
macrostachya), entre otros (Morales et al., 2012; Morales et al., 2015; Morales

et al., 2016).
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RESUMEN
DOSIS OPTIMA DE IRRADIACION GAMMA PARA INDUCIR MUTAGENESIS
EN PASTO GARRAPATA (Eragrostis superba)
POR:
M. C. ALAN ALVAREZ HOLGUIN
Maestria en Ciencias en Produccion Animal
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Auténoma de Chihuahua
Presidente: Dr. Carlos Raul Morales Nieto

La radiacibn gamma puede ser utilizada como agente mutagénico para
inducir variabilidad genética en especies vegetales. No obstante, antes de
comenzar un programa de mejoramiento mediante mutagénesis, es necesario
establecer la dosis de irradiacion adecuada. El objetivo fue determinar la dosis
letal media (DLsp) y de reduccion media del crecimiento (RCsp) en pasto
garrapata (Eragrostis superba Peyr.). Esto para establecer la dosis 6ptima de
irradiacion gamma para inducir mutagénesis en esta especie. Para ello, se
irradio semilla con dosis de 0 (tratamiento testigo), 100, 200, 300, 450, 600,
900, 1400, 2000 y 4000 Gray. Las variables evaluadas fueron porcentaje de
germinacion, indice de velocidad de germinacion, longitud de pliamula, longitud
de radicula, rendimiento de forraje, produccion de semilla, proporcion hoja-tallo
e indice de concentracion de clorofila. Los datos se analizaron a través de
analisis de regresion y comparacion de medias con la prueba de Dunnett. Con

la ecuacion de regresion resultante se calculd la DLsg y RCs para cada
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variable. Con estos valores se obtuvo una media ponderada, donde la DLsy se
pondero con 30 % y las RCsy con 10 %. En general, todas las caracteristicas
evaluadas se vieron afectadas por la irradiacion (P<0.05) y su comportamiento
se ajusté a modelos lineales y cuadraticos (P<0.05), lo cual permitié determinar
la DLsp y las RCso. Para el mejoramiento genético del pasto garrapata, se
recomienda utilizar la ponderacién de ambos parametros, la cual se obtuvo a
los 2486 Gy. Los resultados de este estudio permitiran la implementacion de

programas de mejoramiento genético por mutagénesis en pasto garrapata.
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ABSTRACT
OPTIMAL DOSE OF GAMMA IRRADIATION FOR MUTAGENESIS
INDUCTION IN WILMAN LOVEGRASS (Eragrostis superba)
BY:
ALAN ALVAREZ HOLGUIN

Gamma radiation can be used as a mutagenic agent to induce variability
on plant breeding programs. However, before starting an improvement program
by mutagenesis, establishing the appropriate irradiation doses is required. The
objective was to determine the median lethal doses (LDsp) and the median
growth reduction (GRsp) on wilman lovegrass (Eragrostis superba Peyr.). This to
establish the optimal dose of gamma irradiation for mutagenesis induction on
this species. The doses evaluated were 0, 100, 200, 300, 450, 600, 900, 1400,
2000 y 4000 Gray (Gy). The dosis of 0 Gy was used as a control treatment. The
variables evaluated were germination percentage, speed germination index,
plumule length, radicle length, forage yield, seed production, stem-leaf ratio and
chlorophyll concentration index. Data were analyzed through a regression
analysis and the means were compared through the Dunnett’s test. With the
resulting regression equation, the LDsyg and GRso were estimated. From the
resulting values of LDsy and GRs5p a weighted average was calculated, where the
LDso were weighted at 30 % and the GRso at 10 %. In general, all the
characteristics evaluated were affected by the irradiation (P<0.05) and their
behavior were adjusted to linear and quadratic models (P<0.05). These results
allowed to determine the LDsy and the GRso. For the Wilman lovegrass breeding

we recommend to use the weighted average from both parameters, which was
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calculated at 2486 Gy. The findings of this study will allow to perform plant

breeding by mutagenesis in Wilman lovegrass.
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INTRODUCCION

La dosis letal media (DLsp) y la de reduccién del crecimiento (RCso) son
parametros utilizados para seleccionar la dosis de irradiacion adecuada para
inducir mutaciones en programas de mejoramiento genético vegetal. Lo anterior
con la finalidad de inducir cambios genéticos y fenotipicos que permitan
seleccionar plantas con caracteristicas que no se encuentran en la naturaleza.
Diversos investigadores concuerdan que en dosis donde muere el 50 % de los
individuos irradiados es donde existe mayor probabilidad de producir
mutaciones utiles para programas de mejoramiento genético (Lajonchere et al.,
1995; Morela et al., 2002; Golublnova et al., 2011; Angeles-Espino et al., 2013).
Asi mismo, otros investigadores han sefialado que ademas de la DLs, otra dosis
con alta probabilidad de producir mutaciones efectivas es donde se reduce el
crecimiento en un 50 % (RCso) (Akgim y Tosun, 2004; Khalil et al., 2014). Cabe
sefialar que ambos parametros (DLso y RCso) Se basan en el supuesto de que
en dosis bajas de radiacion los impactos en el genoma son minimos y
dificilmente se reflejan en cambios fenotipicos, mientras que, con dosis altas el
genoma sufre multiples impactos que regularmente producen aberraciones o
cambios negativos (Songsri et al., 2011; Thole et al., 2011). Por lo anterior, el
primer paso para el mejoramiento genético a través de mutagénesis con
radiacion gamma, es conocer la DLsg y la RCsy.

En México la mayor parte de los pastizales de zonas aridas y semi aridas
se encuentran degradados debido al sobrepastoreo y otras practicas
antropogénicas (Melgoza-Castillo et al., 2007). Lo anterior, ha provocado una

disminucién en la cobertura vegetal, grandes extensiones de suelo desnudo y

28



pérdida de biodiversidad, lo cual ha menguado la funcionalidad y productividad
de estos ecosistemas. Una alternativa para rehabilitar estos ecosistemas
degradados es la resiembra de pastos, dentro de la cual se recomienda utilizar
vegetacion nativa. No obstante, en &reas con alto grado de degradacion este
tipo de vegetacion tiene problemas para establecerse. Ante esto, una alternativa
es utlizar especies introducidas de mayor rusticidad y capacidad de
establecimiento, como es el pasto garrapata (Eragrostis superba). Esta especie
es considerada como una de las de mayor potencial para ser utilizadas en
programas de rehabilitaciéon de pastizales (Saenz-Flores et al., 2015), ya que
posee mayor capacidad de establecimiento que especies nativas utilizadas en
este tipo de programas como el pasto banderita (Bouteloua curtipendula),
navajita (Bouteloua gracilis) e incluso de introducidas como el lloron (Eragrostis
curvula) (Esqueda et al., 2005). Sin embargo, presenta menor valor nutricional y
rendimiento de forraje que otros pastos introducidos como buffel (Pennisetum
ciliare), klein (Panicum coloratum) y el mismo llorén (Sanderson et al., 1999).
Debido a esto, el pasto garrapata puede ser considerado para someterse a un
programa de mejoramiento genético. No obstante, por ser una especie
introducida, se puede asumir que en México existe poca variabilidad genética
de esta especie. En este sentido, la mutagénesis puede ser una alternativa para
el mejoramiento genético del pasto garrapata, ya que ha demostrado ser una
técnica viable para inducir variabilidad en gramineas (Pongtongkam et al., 2005;
Pongtongkam et al., 2006; Lopez et al., 2011). Sin embargo, a la fecha se
desconoce la dosis con mayor probabilidad de producir mutaciones efectivas en

esta especie. Por lo anterior, el objetivo fue determinar la DLsp y la RCsp €n
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pasto garrapata, para con esto establecer la dosis éptima de irradiacion gamma

para inducir mutagénesis en esta especie.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevd a cabo en condiciones de laboratorio e
invernadero. Se irradi6é semilla de pasto garrapata variedad Palar; importada de
la empresa Curtis & Curtis, ubicada en Clovis, Nuevo Mexico, EUA. Se
evaluaron 9 dosis de irradiacién y un testigo: O (testigo), 100, 200, 300, 450,
600, 900, 1400, 2000 y 4000 Gray (Gy). Los tiempos de exposicion para las
dosis evaluadas fueron determinadas utilizando el sistema Gafchromic
dosimetry y una cadmara de ionizaciéon marca RADCAL modelo Acudose No. De
serie 4094118, USA. La irradiacion de la semilla se realiz6 en el Complejo
MOSCAFRUT SAGARPA//IICA en Metapa de Dominguez, Chiapas, México en
colaboracion con el Campo Experimental Rosario Izapa, Chiapas del INIFAP.
Las dosis se aplicaron dentro de un irradiador panordmico tipo Gamma Beam
Modelo GB-127 MDS Nordion, con fuente de almacenamiento en seco, con una
actividad de 15,000 Curies de Co®,
Prueba de Germinacién

El disefio experimental utilizado para esta prueba fue un completamente
al azar con 10 tratamientos de irradiacion y cuatro repeticiones por cada dosis,
considerdndose como unidad experimental cada caja Petri de 90 mm de
diametro provistas de algodén y papel filtro con 50 semillas por repeticion. Las
cajas Petri fueron humectadas con 25 ml de agua al inicio de la prueba y
posteriormente se suministraron riegos por aspersion de 2.0 ml cada dos dias,
durante los 15 dias que duré la prueba. Las cajas Petri se colocaron en una
incubadora Precision Scientific, modelo 6M a temperatura de 28 + 2 °C. Se

consideré semilla germinada aquella que alcanz6 0.5 cm de plumula o de
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radicula (Maguire, 1962). Las Vvariables evaluadas fueron porcentaje
germinacion (PG), indice de velocidad de germinacion (Vge), longitud de
plumula (LP) y de radicula (LR). Para obtener LR y LP se dejaron crecer tres
plantulas por caja Petri durante siete dias después de germinadas. La Vge se
calculé mediante la ecuacién (Maguire, 1962):
Vge=) ni/t
Donde: Vge= velocidad de germinacién, nj= numero de semillas
germinadas por dia, t = dia de la germinacion.
Evaluacion en Invernadero
Para la evaluacion de la emergencia y desarrollo de la planta se utilizé un
disefio experimental de bloques al azar con 10 repeticiones por tratamiento,
estableciendo los bloques perpendicularmente a la intensidad de luz solar
durante el dia. Se sembraron 20 semillas por maseta para asegurar emergencia
y establecimiento; sin embargo, solamente se dejé una planta por maceta. La
siembra se realiz6 en bolsas de polietileno negro de 26 cm de altura por 18 cm
de diametro, perforadas en la parte inferior. Las bolsas se llenaron con 23 cm
de suelo franco-arenoso de origen aluvial. Los riegos se suministraron hasta
punto de saturacién cada dos o tres dias, segun el desecamiento del suelo. La
prueba se realizé por 16 semanas durante los meses de abril a agosto. Las
variables evaluadas fueron rendimiento de forraje (RF), produccion de semilla
(PS), proporcion tallo hoja (PTH) e indice de concentracion de clorofila (ICC).
Para el PS se recolecto la totalidad de la semilla de cada planta y se coloco en
bolsas de papel. Para el RF la biomasa se corto a cinco cm del suelo.

Posteriormente, se separaron los tallos y las hojas y se colocaron en bolsas de
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papel. Las muestras extraidas tanto de forraje como de semilla se secaron en
una estufa a 65 °C durante 72 h. Una vez secas las muestras fueron pesadas
en una balanza analitica de la marca Viper BC, Mettler. El ICC se midi6 en la
parte media de cinco hojas seleccionadas al azar con un medidor de la marca
Opti-Sciences, modelo CCM-200.

Para asegurar los rangos de temperatura (T) y humedad relativa (HR)
que requiere el pasto garrapata, se realizaron mediciones dentro del
invernadero con una sonda modelo HMPG60 (Vaisala, Woburn, MA, USA). Estos
datos se registraron cada segundo y fueron promediados cada minuto en un
datalogger CR1000 (Campbell Scientific Inc., Logan, UT, USA). La T media
durante el experimento fue de 26.7 + 5.6 °C, con una minima de 17.1 y maxima
de 44.7 °C. La HR media fue de 52.0 £ 16.8 %.

Analisis Estadistico

Los datos se analizaron mediante andlisis de regresién para cada
variable. Con la ecuacién de regresion resultante del porcentaje de germinacion
se estimo la dosis letal media (DLsp). Por este mismo procedimiento, se estimd
la reduccion media del crecimiento (RCsp) de las variables indice de velocidad
de germinacion, longitud de plimula, longitud de radicula, rendimiento de
forraje, peso de semilla, proporcion tallo hoja e indice de concentracion de
clorofila. Adicionalmente, todos los datos se sometieron a un analisis de
varianza y comparacion de medias con la prueba de Dunnett, donde el factor de
influencia fue la dosis de radiacion con un nivel de significancia de 0.05
(a=0.05). Los analisis se realizaron con los procedimientos REG y GLM del

paquete estadistico SAS 9.1.3 (2006).
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Con los resultados de la DLsg y las RCso obtenidas de las ocho variables,
se obtuvo una media ponderada. Ponderandose, la DLsp con un 30 % vy las
RCso con un 10 % para las demas variables (PG, Vge, LP, LR, RF, PS, PTH e
ICC). Esto para obtener un solo valor y con ello establecer la dosis optima de

irradiacion gamma para inducir mutagénesis en pasto garrapata.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El comportamiento del PG mostr6 una tendencia cuadratica (P=0.008).
Ademas, todas las dosis de radiacién presentaron diferencias (P<0.05) con
respecto al tratamiento testigo (T-0). En términos generales el PG tendi6 a
disminuir conforme aumento la dosis de irradiacion (Grafica 1a). La ecuacion de
regresion indica que la DLsp en pasto garrapata se presenta a 1529.1 Gy. De
manera similar, la Vge mostré una tendencia cuadréatica (P=0.001) y todos los
tratamientos de irradiacion presentaron diferencias (P<0.05) con el T-O.
También, la Vge disminuyé conforme se incrementd la dosis de radiacion
(Grafica 1b). De acuerdo con la ecuacion de regresion, en esta variable la RCsg

se encontro a los 805.3 Gy.

La LP presento una tendencia lineal negativa (P<0.0001). No obstante,
solamente las dosis de 2000 y 4000 Gy presentaron menor LP (P<0.05) que T-0
(Gréfica 1c). Segun la ecuacién de regresion, en esta variable la RCsy se ubicé
en los 3905.3 Gy. Asi mismo LR mostré una tendencia cuadratica (P<0.0001).
Para esta variable solamente los tratamientos 900, 1400, 2000 y 4000 Gy
tuvieron menor LR (P<0.05) que el T-0 (Gréafica 1d). La ecuacion indicé que en
esta variable la RCsg se present6 a los 1037.8 Gy.

El comportamiento del RF mostré una tendencia cuadrética (P=0.0009).
En esta variable se presenté un aumento (P<0.05) en las dosis de 450 y 600
Gy. Posteriormente, tendié a disminuir hasta los 4000 Gy, donde todas las
plantas de esta dosis murieron antes de los 21 d de edad (Gréafica 2a). En esta

variable, la ecuacion de regresién indica que la RCsy se presentd a 2262.8 Gy.
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Gréfica 1. Efecto de diferentes dosis de irradiacion con CO®° sobre el porcentaje
de germinacion (a), indice de velocidad de germinacion (b), longitud
de plimula (c) y longitud de radicula (d) de pasto garrapata

(Eragrostis superba).
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rendimiento de forraje (a), produccion de semilla (b), proporcién hoja-
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El PS presentd una tendencia cuadratica (P<0.05). Sin embargo, los
Gnicos tratamientos que mostraron diferencias (P<0.05) conforme al testigo
fueron 1400 y 4000 Gy. En la dosis de 1400 Gy el PS aumenté (P<0.05; Grafica
2b). De acuerdo con la ecuacion de regresion y el PS la RCs se presentd a los
3968.7 Gy. La PHT mostré una tendencia lineal (P<0.0001). El Unico
tratamiento diferente (P<0.05) al testigo fue el de 4000 Gy. Lo anterior debido a
que en este tratamiento todas las plantas murieron y por lo tanto present6é una
PHT de 0. En esta variable la RCso se obtuvo en 2509.9 Gy. EI ICC present6 un
comportamiento lineal (P<0.0001). No obstante, al igual que en la variable
anterior, el Unico tratamiento diferente (P<0.05) al testigo fue el de 4000 Gy. De
acuerdo con la ecuacion de regresion, la RCsg se presentd a los 2486.6 Gy. La
media ponderada de la DLsg y las RCsp resultantes de las ocho variables fue de
2159.2 Gy.

La germinacién del pasto garrapata disminuyé conforme aumenté la
dosis de irradiacion. Este resultado concuerda con diversos autores, quienes
encontraron que la germinacion de diferentes especies de plantas tiende a
disminuir a medida que aumenta la dosis de radiacion (Anbarasan et al., 2013,
Bharathi et al., 2013; Olasupo et al., 2016; Rajarajan et al., 2016). Esto se debe
a que dosis altas de radiacion pueden inhibir funciones vitales para las células,
lo cual puede provocar la muerte de algunas células e incluso la del embriéon en
la semilla. Este fendmeno tiende a aumentar en frecuencia conforme se
incrementa la dosis de irradiacion y es la causa por la que la germinacion
disminuye (Olasupo et al., 2016). La radiacion puede provocar dafios en

compuestos relacionados con el metabolismo de planta como auxinas, acido
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ascorbico, clorofila y proteinas, lo cual puede inhibir el crecimiento de las
plantulas (Kiong et al., 2008; Shah et al., 2008). Debido a estos desordenes se
ha observado que la semilla irradiada con dosis altas no es capaz de germinar o
que sus plantulas no son capaces de sobrevivir mas de unos cuantos dias
(Marcu et al., 2013), lo cual ocurrid en este estudio en la dosis de 4000 Gy. Asi
mismo, la reduccion de la germinacion se ha atribuido a que la frecuencia en los
dafios cromosémicos aumenta con el incremento de la dosis (Kiong et al.,
2008). Lo anterior puede cambiar la expresion de proteinas e influir en el
funcionamiento celular, lo que puede afectar al desarrollo de la plantula e
impedir la germinaciéon (Cheng et al., 2010).

Una de las gramineas mas estudias en cuestion de radiosensibilidad es
el arroz (Oryza sativa). En un estudio realizado en esta especie expusieron 13
variedades a radiacion gamma y encontraron que la DLsy varid segun la
variedad entre 345 y 423 Gy (Harding et al., 2012). En otro estudio realizado en
dos variedades de arroz se establecio la DLsp en 288 y 354 Gy (Ramchander et
al., 2015), mientras que otros investigadores establecieron la dosis letal media
en esta especie a los 229 Gy (Ousmane et al., 2013). En otras gramineas como
Pennisetum glaucum y Pennisetum typhoides la DLsy se ha determinado en
669.3 y 200 Gy, respectivamente (Ousmane et al., 2013; Ambli et al., 2014). En
gramineas forrajeras la DLsg se ha determinado en pasto sudan (Sorghum
sudanense), donde la DLsg varioé entre 307 y 342 Gy para diferentes variedades
(Golublnova et al., 2011). Cabe mencionar que en los estudios anteriores se
utilizo el mismo agente que en este estudio. No obstante, los resultados

anteriores son inferiores a la DLso del pasto garrapata, obtenida en este estudio.

39



Este resultado probablemente se debe, entre otros factores, a las variaciones
en el contenido de humedad de la semilla que se da entre especies. Esto
debido a que la radiacion ionizante puede provocar la ruptura de enlaces
covalentes y descomposicién de moléculas de agua. Lo anterior forma radicales
libres que de manera indirecta pueden dafiar los diferentes organelos de la
célula e incluso las moléculas de ADN dentro de la célula (Alegre, 2001).

Al igual que el PG, la Vge del pasto garrapata tendié a disminuir
conforme se incremento la dosis de radiacion. Este resultado concuerda con lo
reportado en cacahuate (Arachis hypogaea), donde la velocidad de germinacién
disminuy6 con el aumento de la dosis de radiacion (Aparna et al.,, 2013). El
retraso en la germinacién puede deberse a que se ha observado que dosis altas
de radiacion pueden inhibir procesos vitales para la célula, como son la sintesis
de proteinas y la actividad enzimatica, lo cual puede retrasar la divisién celular y
por ende la germinacién (Chandrashekar, 2014; Olasupo et al., 2016).

Con respecto a la LP y LR se observé que estas disminuyeron con el
incremento de la dosis de irradiacion. Este resultado concuerda con el
encontrado en Eleusine coracana, donde la LP y la LR se vieron afectadas por
el incremento en la dosis de radiacion y se encontré la RCsp a los 500 Gy, para
ambas variables (Ambavane et al., 2014). Este mismo efecto fue encontrado en
arroz, donde encontraron la RCsy a los 250 y 450 Gy para ambas variables,
respectivamente (Talebi y Talebi, 2012).

La disminucién en longitud de plumula y radicula puede deberse a que la
radiacion ionizante comunmente afecta al metabolismo y la division celular en

plantas, lo cual inhibe o retrasa su crecimiento (Chandrashekar, 2014; Olasupo
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et al., 2016). Respecto a esto, Kiong et al. (2008) encontraron que la radiacion
gamma puede disminuir la cantidad de proteinas y compuestos clorofilicos, lo
cual afecta al metabolismo de la planta. Por otro lado, Preuss y Britt (2003)
encontraron que la radiacion gamma puede inhibir el crecimiento de las plantas,
debido a que estas tienen un mecanismo de sefales de transduccion que
monitorea el dafio celular. Este mecanismo detiene la division celular cuando se
produce un dafio en la estructura celular.

El RF y la PS del pasto garrapata presentaron un incremento con dosis
bajas de irradiacion. Esto probablemente se debe a que la radiacion gamma
puede incrementar la cantidad de pigmentos fotosintéticos como las clorofilas a
y b y los carotenos (Kiong et al., 2008). Estos pigmentos son los encargados de
captar fotones de luz solar para que la planta pueda convertirlos en compuestos
ricos en energia, a través de la fotosintesis (Jifon, 2005). Por esta razén, un
incremento en la concentracion de estos pigmentos puede aumentar las tasas
fotosintéticas, lo cual pudo ser la causa del incremento en el rendimiento de
forraje y la produccion de semilla en este estudio. El incremento en RF y PS
también puede deberse a que la radiacion gamma en algunas ocasiones
incrementa la actividad de enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa
y la glutation reductasa, lo cual disminuye el estrés oxidativo en la planta. Esto
ultimo ayuda a la planta a lidiar de manera mas facil con los factores de estrés a
los que se enfrenta diariamente, como son las fluctuaciones de temperatura y
luz solar que recibe, lo cual beneficia su crecimiento (Kim et al., 2004; Wi et al.,

2007).
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No obstante, después del incremento en el RF y la PS se presentd un
decremento, el cual aumentdé conforme se incremento la dosis. La exposicion a
radiacion gamma frecuentemente produce radicales libres durante el proceso
de la radidlisis del agua. Estos radicales libres son especies quimicas inestables
pueden dafar organelos celulares. En un experimento realizado por Wi et al.
(2005) se observé que la radiacion gamma produjo importantes modificaciones
en la estructura de algunos organelos en células de Arabidopsis thaliana. En
este experimento, los tilacoides dentro de los cloroplastos mostraron dilatacion
y dafos, las mitocondrias presentaron formas distorsionadas y el reticulo
endoplasmatico presenté membranas distendidas. Ademas, como se menciona
con anterioridad, la radiacion puede provocar la destruccion de auxinas, acido
ascorbico, clorofila y proteinas, lo que afecta al metabolismo de las plantas
(Kiong et al., 2008; Shah et al., 2008). Asi mismo, puede producir dafios en la
estructura gendmica, los cuales pueden cambiar la expresion de proteinas e
influir en el desarrollo celular (Kiong et al., 2008). En términos generales estas
pudieron ser las principales causas de la reduccion en el rendimiento de forraje
y produccién de semilla; asi como la disminucién en el porcentaje y velocidad
de germinacion y la longitud de plumula y radicula, que se presentaron en este
estudio.

La DLso Y RCsp son parametros utilizados para determinar la dosis 6ptima
de irradiacion para inducir mutaciones efectivas en programas de mejoramiento
genético vegetal. Esto se debe a que se ha observado que con dosis bajas de
irradiacion los impactos en el genoma son minimos y dificilmente se reflejan en

cambios fenotipicos, mientras que con dosis altas el genoma sufre multiples
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impactos que regularmente producen aberraciones o cambios negativos
(Songsri et al., 2011; Thole et al., 2001). Ademas, las dosis bajas de irradiacion
pueden inducir una radioestimulacion que se expresa en un incremento en la
divisiébn celular, actividad enziméatica o cantidad de pigmentos fotosintéticos
(Minissi et al., 2013; Chandrashekar, 2014). En contraste, dosis altas de
irradiacion pueden producir dafos fisicos en los organelos o quimicos en las
células como la destruccion de enzimas y hormonas, entre otros. Debido a esto,
las dosis bajas y altas de radiacién pueden generar cambios fenotipicos en las
plantas que se pueden confundir con cambios genéticos. Por lo anterior, antes
de iniciar un programa de mejoramiento genético por mutagénesis se debe
establecer la dosis éptima de irradiacion, lo cual incrementa la posibilidad de
encontrar mutaciones efectivas. La dosis 6ptima de irradiacion se establece a
través de la dosis letal media y/o la dosis de reduccién media del crecimiento
(Songsri et al., 2011; Khalil et al., 2014). En este estudio, la reduccién que se
presentd en los valores de todas las variables por efecto de irradiacién, permitié
determinar la DLsg y RCso. NO obstante, los valores de ambos pardmetros en
cada variable oscilaron entre 805 y 3905 Gy. Debido a la amplitud de este
rango, se calculé una media ponderada para establecer la dosis 6ptima de
irradiacion gamma en la semilla. A la variable que se le asigné mayor
ponderacion fue el porcentaje de germinacion, ya que la muerte del individuo

indica dafio maximo que puede producir la radiacion.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En general todos los parametros fisicos evaluados se vieron afectados
conforme incrementd la dosis de irradiacion gamma. Esto permitié determinar la
dosis media letal y reduccion media del crecimiento. Para el mejoramiento
genético del pasto garrapata, se recomienda utilizar la dosis 6ptima de radiacion
obtenida con la ponderacion de ambos parametros (2486 Gy). Los resultados
de este estudio permitirdn implementar programas de mejoramiento genético, a
través de mutagénesis inducida con radiacion gamma en semilla de pasto
garrapata. Esto contribuir4 para la obtencién de nuevo material genético que

pueda ser utilizado para rehabilitacion de pastizales.
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RESUMEN
DOSIS LETAL MEDIA Y REDUCCION MEDIA DEL CRECIMIENTO POR
RADIACION GAMMA EN PASTO AFRICANO (Eragrostis lehmanniana Ness)
POR:
M. C. ALAN ALVAREZ HOLGUIN
Maestria en Ciencias en Produccion Animal
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autbnoma de Chihuahua
Presidente: Dr. Carlos Raul Morales Nieto
El objetivo fue determinar la dosis letal media (DLsp) y la reduccién media
del crecimiento (RGsp) en pasto africano (Eragrostis lehmanniana) para
determinar la dosis 6ptima de irradiacion gamma para inducir mutagénesis en
esta especie. Las variables evaluadas fueron porcentaje de germinacion, indice
de velocidad de germinacion, longitud de plumula, longitud de radicula,
rendimiento de forraje, produccién de semilla, nimero de tallos, altura de planta,
diametro de macollo e indice de concentracién de clorofila. Se realiz6 un
andlisis de tendencia para cada variable y con la ecuaciébn de regresion
resultante se estimd la DLsg y RGso. Los resultados obtenidos indican que la
DLso se encontrd a 2076 Gy, mientras que la RGs fluctuoé entre 1357 y 1900
Gy. Para el mejoramiento genético de esta especie se recomienda utilizar la

media ponderada de 1533 Gy de ambos parametros.
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ABSTRACT
LETHAL DOSE AND MEDIAN GROWTH REDUCTION BY GAMMA
RADIATION ON LEHMANN LOVEGRASS (Eragrostis lehmanniana Ness)
BY:
ALAN ALVAREZ HOLGUIN

The objective was to determinate the median lethal dose (LDsp) and the
median growth reduction (GRsg) on Lehmann lovegrass (Eragrostis
lehmanniana) in order to determinate the optimal dose of gamma irradiation for
mutagenesis induction on this species. The evaluated variables included
germination percentage (GP), speed germination index (SGI), plumule length
(PL), radicle length (RL), forage yield (FY), seed production (SP), stems number
(SN), plant height (PH), tillering diameter (TD) and chlorophyll concentration
index (CCI). Data was analyzed through a tendencies analysis for each variable.
With the resulting regression equation, the LDspy and the GRsp values were
estimated. In addition, data was analyzed through means comparison using
Dennett’s test. Also, with the results obtained of the LDs, and GRso a weighted
average was calculated. The LDsp on Lehmann lovegrass were found at 2076
Gy, while the GRso ranged between 1357 and 1900 Gy. Therefore, for the
genetic improvement of this species is recommended to use the weighted

average obtained of both parameters, which was found at 1533 Gy.

51



INTRODUCCION

La radiacibn gamma es un agente mutagénico utilizado para inducir
variabilidad genética en programas de mejoramiento vegetal, para generar
variabilidad en las plantas. Antes de iniciar un programa de mejoramiento
genético mediante mutagénesis, es necesario establecer la dosis de radiacion
con mayor probabilidad de producir mutaciones efectivas (Ramchander et al.,
2015; Rajarajan et al., 2016). Diversos investigadores concuerdan que la dosis
donde muere el 50 % (DLso) de los individuos irradiados, es donde existe mayor
probabilidad de producir mutaciones Utiles en un programa de mejoramiento
genético (Golubinova y Gecheff, 2011; Angeles-Espino et al., 2013). Mientras
gue otros investigadores sefalan que otra dosis con alta probabilidad de
producir mutaciones efectivas es donde se reduce el crecimiento en 50 %
(RGsp) (Akgim y Tosun, 2004; Khalil et al., 2014). Lo que se debe a que con
dosis bajas de radiacion los impactos en el genoma son minimos, por lo tanto,
los cambios fenotipicos también seran escasos. Por otro lado, con dosis altas el
genoma sufre multiples impactos que regularmente producen aberraciones o
cambios negativos (Songsri et al., 2011; Thole et al., 2011).

El pasto africano (Eragrostis lehmanniana) es una especie invasora que
afecta los pastizales del norte de México y se caracteriza por ser de alta
prolificidad, capacidad de establecimiento y baja apetencia para el ganado
(Flanders et al., 2006). Su habito de crecimiento y rusticidad proveen al pasto
africano de alta capacidad para invadir y dominar la composicion de gramineas
en los pastizales donde se encuentra (Hupy et al., 2004). Sin embargo, estas

caracteristicas también convierten al pasto africano en una especie atractiva
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para rehabilitar pastizales con alto grado de degradacién, donde otras especies
no logran establecerse (McGlone y Huenneke, 2004). Antes de utilizar esta
especie es importante que se someta a un programa de mejoramiento genético
para aumentar su aceptacion por el ganado y disminuir su capacidad invasora
(O'Reagain y Mentis, 1989). No obstante, por ser una especie introducida en
México, las poblaciones de pasto africano pudieran presentar una reducida
variabilidad genética. Por lo que la mutagénesis es una alternativa que posibilita
el mejoramiento del pasto africano, ya que es una técnica eficaz para generar
variabilidad. Sin embargo, se desconoce la dosis con mayor probabilidad para
producir mutaciones efectivas en esta especie.

Por lo anterior, el objetivo fue determinar la dosis letal media y la
reduccion media del crecimiento para determinar la dosis éptima de irradiacién

gamma e inducir mutagénesis en pasto africano.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevO a cabo en condiciones de laboratorio e
invernadero. Se evaluaron 10 dosis de irradiacion en semilla que consistieron
en 0 (tratamiento testigo), 100, 200, 300, 450, 600, 900, 1400, 2000 y 4000
Gray (Gy). La irradiacion de la semilla se realiz6 en el Complejo MOSCAMED
de SENASICA-SAGARPA en Metapa de Dominguez, Chiapas, México, en
colaboracion con el Campo Experimental Rosario Izapa, Chiapas del INIFAP.
Las dosis se aplicaron en un irradiador panoramico Gamma Beam 127 MDS
Nordion, con fuente de almacenamiento de 50 g de cobalto 60 (Co®) en seco.

Prueba de Germinacién

Se utilizaron cajas Petri de 90 mm de diametro provistas de algodon y
papel filtro. Esta prueba se condujo bajo un disefio experimental completamente
al azar, donde la unidad experimental fue la caja Petri con 50 semillas y se
utilizaron cuatro repeticiones por dosis de radiaciéon. Cada repeticion fue
humectada con 25 ml de agua al inicio de la prueba y posteriormente, se
suministraron riegos por aspersion de 2.0 ml cada dos dias, durante los 17 d
qgue duré la prueba. Las cajas Petri se colocaron en a temperatura ambiente de
28 + 2 °C. Se consider6 semilla germinada aquella que alcanzé 0.5 cm de
pliumula o de radicula. Las variables evaluadas fueron porcentaje germinacion
(PG), indice de velocidad de germinacion (Vge), longitud de plumula (LP) y de
radicula (LR). Para obtener LR y LP se dejaron crecer tres plantulas por caja
Petri durante siete dias después de germinadas. La Vge se calculé mediante la

ecuaciéon propuesta por Maguire (1962):
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Vge=) ni/t

Donde: Vge = velocidad de germinacion, nj = numero de semillas germinadas
por dia, t = dia de la germinacion.
Evaluacion en Invernadero

Para la prueba en invernadero se utilizaron las mismas dosis de
irradiacion que para la prueba de germinacién con excepcion de la dosis de
4000 Gy. Esta dosis se excluy6 del analisis en invernadero debido a que no
presentd germinacion. Esta prueba se condujo bajo un disefio experimental en
bloques al azar con 10 repeticiones por tratamiento. Se sembraron 20 semillas
por maceta para asegurar emergencia y establecimiento y dejar un individuo
(planta) por maceta. La siembra se realizé en bolsas de polietileno negro de 26
cm de altura por 18 cm de diametro, perforadas en la parte inferior. Las bolsas
se llenaron con 23 cm de suelo franco-arenoso de origen aluvial. Los riegos se
suministraron hasta punto de saturacion cada dos o tres dias, segun el
desecamiento del suelo. La prueba se realizé en una sola fase de crecimiento
durante 16 semanas de mayo a agosto de 2016, periodo en que la plantas
alcanzaron la madurez. Las variables evaluadas fueron rendimiento de forraje
(RF), produccién de semilla (PS), numero de tallos (NT), altura de planta (AP),
diametro de macollo (DM) e indice de concentracion de clorofila (ICC). Para el
PS se recolecto la totalidad de la semilla de cada planta y se coloco en bolsas
de papel. Para el RF la biomasa se cortd a 5 cm del suelo y se colocé en bolsas
de papel. Las muestras extraidas de forraje y semilla se secaron en estufa a 65
°C durante 72 h. Una vez secas las muestras se pesaron en balanza analitica

marca Viper BC, Mettler. La AP se midio desde la base hasta el punto vegetal y
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el NT se contabilizé en la base de la planta. EI ICC se midi6 en la parte media
de cinco hojas seleccionadas al azar con medidor marca Opti-Sciences, modelo
CCM-200.
Andlisis Estadistico

Los datos se analizaron mediante andlisis de tendencia para cada
variable y se seleccioné el modelo de regresién que present6 mayor nivel de
significancia. Con la ecuacion de regresion resultante se estimé la DLsp con
base en el PG. La RGsp se determind en las variables Vge, LP, LR, RF, PS, NT,
AP, DM e ICC. Los datos se analizaron mediante comparacion de medias con la
prueba de Dunnett a un 0=0.01, donde el factor de influencia fue la dosis de
radiacion. Los analisis se realizaron con el procedimiento GLM del paquete
estadistico SAS 9.1.3 (2006). Con los resultados de la DLsg y RGsp obtenidos de
las 10 variables evaluadas, por medio de regresion, se obtuvo la media
ponderada. La DLsp se ponderé con 30 %, mientras que el 70 % restante se
dividi6 equitativamente entre los valores obtenidos de RGso de las nueve
variables. Cabe sefialar que la mayor ponderacion se le dio a la germinacién, ya
que la muerte del individuo claramente es el maximo dafio que puede producir

la radiacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Al aumentar la dosis de irradiacion, el comportamiento del PG mostré
una tendencia lineal negativa (P<0.0001). No obstante, las Unicas dosis que
presentaron diferencias (P<0.01) con respecto al tratamiento testigo (T-0)
fueron 1400, 2000 y 4000 Gy. En términos generales el PG tendié a disminuir
conforme aumentd la dosis de irradiacion (Grafica 3a). Este resultado
concuerda con diversos autores, quienes encontraron que la germinacion de
diferentes especies de gramineas tiende a disminuir a medida que aumenta la
dosis de radiacion (Golubinova y Gecheff, 2011; Rajarajan et al., 2016). Esto se
debe a que la radiacién ionizante puede deprimir o inhibir funciones vitales de
las células, lo cual puede provocar la muerte de algunas células e incluso el
embrion en la semilla. Este fendmeno tiende a aumentar con el incremento de
la dosis de irradiacion, lo que causa disminucion de la germinacion (Olasupo et
al., 2016). La ecuacion de regresion indica que la DLsy en pasto africano se
presentd a 2076.1 Gy.

Una de las gramineas mas estudias en cuestion de radiosensibilidad es
el arroz (Oryza sativa). En esta especie Harding et al. (2012) al exponer a 13
variedades a radiacion gamma encontraron que la DLsp vario entre 345 y 423
Gy. Otra especie graminea donde se ha estudiado la radiosensibilidad es mijo
perla (Pennisetum glaucum), donde la DLsy, fue determinada en 669 Gy
(Ousmane et al., 2013). Con respecto a gramineas forrajeras la DLso ha sido
determinada en pasto sudan (Sorghum sudanense), en esta especie
Golubinova y Gecheff (2011), encontraron que la DLsg vario entre 307 y 342 Gy

para diferentes variedades. No obstante, los resultados anteriores son
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Gréfica 3. Efecto de diferentes dosis de irradiacion con CO®° sobre el porcentaje
de germinacion (a), indice de velocidad de germinacion (b), longitud
de plumula (c) y longitud de radicula (d) en pasto africano (Eragrostis

lehmanniana).
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inferiores a la DLsp obtenida en este estudio para el pasto africano. Esto
probablemente se debe a que la semilla de esta especie guarda bajo contenido
de humedad, ya que la radiacién ionizante puede provocar ruptura de enlaces
covalentes y descomposicion de moléculas de agua. Lo cual forma radicales
libres, que de manera indirecta pueden dafar diferentes organelos de la célula
e incluso las moléculas de ADN dentro de ésta (Alegre, 2001).

La Vge mostré una tendencia cuadratica (P<0.0001). Los tratamientos
100, 200, 300 y 450 Gy no presentaron diferencias (P>0.01) con el tratamiento
testigo. De los 600 Gy en adelante, la semilla irradiada presentd menor Vge
(P<0.01) con respecto al testigo (Gréfica 3b). Este retraso en la germinacién de
las semillas irradiadas probablemente se debe a que la radiacién inhibe
funciones vitales para la célula como la sintesis de proteinas y la actividad
enzimatica, lo cual retrasa la division celular y por tanto su germinaciéon
(Chandrashekar, 2014; Olasupo et al., 2016). De acuerdo a la ecuacion, en esta
variable la RGsp se encontré a 1357.8 Gy.

La LP presenté una tendencia lineal negativa (P<0.0001). Sin embargo,
la LP disminuy6 de forma significativa (P<0.01) a partir de los 450 Gy (Grafica
3c). Segun la ecuacion de regresion, en esta variable, la RGsy se ubico en
1900.5 Gy. De manera similar, la LR mostré una tendencia lineal (P<0.0001).
Para esta variable solamente los tratamientos con 900, 1400, 2000 y 4000 Gy
tuvieron menor (P<0.01) LR que el tratamiento testigo (Grafica 3d). La ecuacion
indica que en esta variable la RGsp se presento a 1748.3 Gy. Los resultados de
las variables anteriores, concuerdan con lo reportado por Ambavane et al.

(2014), quienes encontraron que en finger millet (Eleusine coracana) la LP y la
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LR se vieron afectadas por el incremento en la dosis de radiacién. En este
estudio se determiné la RGsp a 500 Gy. Este mismo efecto fue encontrado en
arroz, donde la RGsy se registr6 a 250 y 450 Gy para ambas variables,
respectivamente (Talebi y Talebi, 2012). La disminucién en la elongacion de la
plumula y radicula puede deberse a que la radiacion ionizante comunmente
provoca retraso en la actividad metabdlica y la division celular, lo cual retrasa el
crecimiento de las plantulas (Chandrashekar, 2014; Olasupo et al., 2016).

El comportamiento del RF mostré tendencia cuadratica (P=0.03), no
obstante, las Unicas dosis que presentaron diferencias (P<0.01) conforme al
tratamiento testigo fueron 1400 y 2000 Gy (Grafica 4a). Cabe sefalar que todas
las plantulas que emergieron de la dosis de 2000 Gy murieron antes de 21 d de
edad. Debido a esto, la variable RF en este tratamiento fue cero y lo mismo
ocurri6 para las variables que se presenten en adelante. De acuerdo con la
ecuacion de regresion, en esta variable la RGsp se presenté a 1528.3 Gy. De
manera similar, la PS presento6 tendencia cuadréatica (P<0.01) y las Unicas dosis
que presentaron diferencias (P<0.01) con el tratamiento testigo fueron 1400 y
2000 Gy (Gréfica 4b). De acuerdo con la ecuacién de regresion y la PS la RGsg
se present6 a 1536.2 Gy.

La variable NT mostr6 tendencia cuadratica (P=0.0008). El Unico
tratamiento diferente (P<0.05) al testigo fue el de 2000 Gy (Grafica 4c). En esta
variable, la RGso se obtuvo en 1648.7 Gy. De igual manera, la AP mostro
tendencia cuadratica (P<0.0001) y el unico tratamiento diferente (P<0.05) al T-0

fue el de 2000 Gy (Grafica 4d). De acuerdo con esta variable, la RGsg se
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presentd a 1666.9 Gy. El DM presento tendencia cuadratica (P=0.01). En esta
variable, los tratamientos que presentaron diferencias (P<0.01) con respecto al
T-0 fueron 1400 y 2000 Gy (Grafica 4e). De acuerdo a la ecuacion de regresion
y el DM, la RGsy se presentd a 1592.6 Gy. El ICC presenté comportamiento
cuadrético (P=0.0008). Al igual que en la variable anterior, los tratamientos con
diferente ICC (P<0.01) respecto al testigo fueron 1400 y 2000 Gy; sin embargo,
en la dosis de 1400 Gy, el ICC presentd un incremento (P<0.01, Figura 4f). De
acuerdo con el ICC la RGs se presentd a 1983.5 Gy. La media ponderada de la
DLso Y la RGsp resultantes de las nueve variables fue de 1533 Gy.

Las variables RF, PS, NT, AP, DM disminuyeron conforme se incremento
la dosis de radiacion. Este resultado probablemente se debe a que la
exposicion a radiacion gamma frecuentemente causa la destruccion de
compuestos de importancia para el desarrollo vegetal, como auxinas y acido
ascorbico (Shah et al., 2008). Ademas, puede deberse a que la radiacion puede
causar dafos en la estructura del ADN que en la mayor parte de las ocasiones
afecta de forma negativa el desarrollo de las plantas (Kiong et al., 2008). Por
otro lado, el ICC presenté un incremento con la dosis de 1400 Gy. Lo que
concuerda con Jan et al. (2013), quienes encontraron que la radiaciéon puede
activar el sistema de los pigmentos fotosintéticos. Lo anterior confirma que el
comportamiento del pasto africano pudo haber sido influenciado por una radio
estimulacién, por la modificacion ocurrida en el ICC. En este sentido, determinar
la dosis o6ptima de radiacion ayudara para realizar futuros trabajos en

mutageénesis.
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En la semilla irradiada a 2000 Gy hubo emergencia de plantulas, no
obstante, ninguna logré sobrevivir mas de dos semanas. Este fendmeno pudo
deberse a que la radiacién haya provocado un desorden metabdlico en el pasto
africano. Este mismo efecto se reportd por Murcu et al. (2013), quienes
encontraron que las plantulas de maiz que emergieron de semilla irradiada con
dosis mayores a 500 Gy, no fueron capaces de sobrevivir mas de 10 d. La DLsg

y las RGsg en este estudio variaron desde 1357 hasta 2076 Gy.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La reduccion en reduccion en la germinacién y las demds variables
evaluadas permiti6 determinar la dosis letal media y la reducciébn media del
crecimiento en pasto africano (Eragrostis lehmanniana). No obstante, para
inducir variabilidad genética que posibilite la seleccidon y mejoramiento genético
de esta especie, se recomienda utilizar la media ponderada de ambos
parametros, la cual se obtuvo a 1533 Gy. Estos resultados permitiran la
induccion de nuevo material genético de interés agronémico y ecoldgico, que

pueda utilizarse para rehabilitar pastizales degradados.
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ESTUDIO Ill. CARACTERIZACION MORFOLOGICA, NUTRICIONAL,
ESTOMATICA Y MOLECULAR DE MUTANTES M1 DE PASTO GARRAPATA
(Eragrostis superba)
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RESUMEN
CARACTERIZACION MORFOLOGICA, NUTRICIONAL, ESTOMATICA Y
MOLECULAR DE MUTANTES M1 DE PASTO GARRAPATA (Eragrostis
superba)
POR:
M. C. ALAN ALVAREZ HOLGUIN
Doctorado en Philosophia
Secretaria de Investigacion y Posgrado
Facultad de Zootecnia y Ecologia
Universidad Autbnoma de Chihuahua
Presidente: Dr. Carlos Raul Morales Nieto
El pasto garrapata (Eragrostis superba) es una especie utilizada para
rehabilitar pastizales degradados a nivel mundial. No obstante, puede presentar
baja calidad nutricional y tolerancia al estrés hidrico en comparacién con otras
gramineas. Por esta razon, el objetivo fue caracterizar la diversidad morfol4gica,
nutricional, estomatica y molecular inducida mediante radiacion gamma en
pasto garrapata. Esto para seleccionar nuevo material genético de interés
agronémico y ecolégico, que pueda utilizarse para rehabilitar pastizales
degradados. Se irradio semilla de pasto garrapata mediante radiacion gamma
con Co®. Las dosis utilizadas fueron 0 (testigo), 100, 200, 300, 450, 600, 900,
1400 y 2000 Gy. Bajo condiciones de invernadero se produjeron 10 plantas por
dosis y se evaluaron en floracion y madurez, a través de 10 caracteres
morfolégicos relacionados con calidad de forraje. Los individuos con

caracteristicas sobresalientes fueron seleccionados y caracterizados nutricional,
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estomatica y molecularmente mediante marcadores AFLP. Todos los mutantes
seleccionados presentaron menor (P<0.01) contenido de lignina respecto al
testigo, en ambas etapas fenoldgicas. Los mutantes 200-3 y 200-7 presentaron
mayor (P<0.01) contenido de proteina que el testigo, en la etapa de madurez.
Ademas, los mutantes presentaron diferencias (P<0.01) en densidad y é&rea
estomatica. Asi mismo, presentaron amplia variacion genética respecto al
testigo, con distancias genéticas desde 0.37 hasta 0.57 segun el coeficiente de
DICE. La variabilidad fenotipica y genética presentada permitié seleccionar
mutantes M1 de mejor valor nutricional y caracteristicas del aparato estomético.
En caso de lograr fijar estas caracteristicas en las siguientes generaciones se
contara con nuevo material genético de interés agrondémico y ecoldgico para

rehabilitar pastizales degradados.
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ABSTRACT
MORPHOLOGICAL, NUTRITIONAL, STOMATAL AND MOLECULAR
CHARACTERIZATION OF M1 MUTANTS OF WILMAN LOVEGRASS
(Eragrostis superba)
BY:
ALAN ALVAREZ HOLGUIN
Wilman love grass (Eragrostis superba) is a species used worldwide to
rehabilitate degraded grasslands. However, it could present lower quality and
water stress tolerance than other grass species. Thus, the objective was to
characterize the morphological, nutritional, stomatal and molecular diversity
induced through gamma radiation on Wilman lovegrass. This in order to select
new genetic materials of agronomic and ecological interest, which can be used
to rehabilitate degraded grasslands. Seed were irradiated through gamma
radiation with °°Co. The doses evaluated were 0 (control), 100, 200, 300, 450,
600, 900, 1400 and 2000 Grays (Gy). There were produced under greenhouse
condition 10 plants per doses, which were evaluated through 10 morphological
characters related with forage quality, on flowering and maturity stages.
Individuals with outstanding characteristics were selected and characterized
nutritionally, stomatal and molecularly by AFLP molecular markers. All mutants
selected presented less lignin (P<0.01) than the control, in both phonological
stages. The mutants 200-3 y 200-7 obtained a higher (P<0.01) protein content in
maturity than the control. In addition, there were differences (P<0.01) between
mutants and control on stomatal density and area. Also, mutants and control

were wide different genetically, with genetic distances from 0.37 to 0.57

70



according to the Dice coefficient. The phenotypic and genetic variability
presented allowed to select M1 mutants with better nutritional quality and
stomatal characteristics. In case of being able to fix these characteristics in the
following generations, there will be available new genetic material of agronomic

and ecological interest that can be used rehabilitating degraded grasslands.
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INTRODUCCION

El pasto garrapata [Eragrostis superba (Peyr.)] es una especie empleada
a nivel mundial para rehabilitar pastizales degradados. En la actualidad puede
encontrarse en diferentes paises como Kenia, México, Estados Unidos y
Pakistan (Lazarides, 1997; Ullah et al., 2006; Mganga et al., 2013; Sdenz-Flores
et al., 2015). Esto se debe a que presenta alta capacidad de establecimiento,
produccion de forraje, valor forrajero, capacidad para retener suelo e infiltrar
agua (Mganga et al.,, 2010; Mganga et al., 2013). Por esta razon, el pasto
garrapata es considerado como una de las gramineas con mayor potencial para
ser utilizadas en programas de restauracion (Manyeki et al., 2015; Saenz-Flores
et al., 2015). No obstante, esta especie presenta menor contenido de proteina 'y
mayor contenido de lignina que otros pastos utilizados a nivel mundial, como
buffel (Pennisetum ciliare), klein (Panicum coloratum) y lloron (Eragrostis
curvula) (Sanderson et al., 1999). Asi mismo, otro problema que presenta es su
baja tolerancia al estrés hidrico y eficiencia en el uso del agua (Kipchirchir et al.,
2015; Koech et al.,, 2015). Debido a esto, el pasto garrapata puede ser
considerado para un programa de mejoramiento genético. Sin embargo, es una
especie introducida en la mayor parte de los paises donde se utiliza; por lo que
en ellos probamente existe poca diversidad genética de esta especie. En este
sentido, la mutagénesis es una alternativa viable para el mejoramiento genético
de esta especie, debido a que ha demostrado ser una técnica efectiva para
inducir variabilidad genética (Aloowalia et al., 2004).

La anatomia de las hojas (ancho y largo), la proporcion hoja-tallo, la

altura de planta y forraje son de los principales factores que afectan el valor
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forrajero en gramineas (Prakash et al., 2010). Por otro lado, algunos de los
principales aspectos que determinan la tolerancia al estrés hidrico y la eficiencia
en el uso del agua, son la densidad y area estoméatica (Xu y Zhoy, 2008; Franks
et al., 2015). La modificacion de estas caracteristicas podria inducir un
incremento del valor forrajero, tolerancia al estrés hidrico y uso eficiente del
agua en pasto garrapata. Por lo anterior, el objetivo fue caracterizar la
diversidad morfolégica, nutricional, estomatica y molecular inducida mediante
radiacibn gamma en pasto garrapata. Esto para seleccionar nuevo material
genético de interés agrondmico y ecolégico, que pueda utilizarse para

rehabilitar pastizales degradados.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevd a cabo en condiciones de invernadero en la
Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad Autonoma de Chihuahua.
Las dosis de irradiacion evaluadas fueron: 0, 100, 200, 300, 450, 600, 900,
1400 y 2000 Gy. El material irradiado fue semilla comercial de pasto garrapata,
variedad Palar. Los tiempos de exposicion para las dosis evaluadas fueron
determinadas utilizando el sistema Gafchromic dosimetry y una camara de
ionizacién marca RADCAL modelo Acudose Serie 4094118, USA. La irradiaciéon
de la semilla se realiz6 en el Complejo MOSCAFRUT SAGARPA//IICA en
Metapa de Dominguez, Chiapas, México en colaboracion con el Campo
Experimental Rosario I1zapa, Chiapas del INIFAP. Las dosis se aplicaron dentro
de un irradiador panoramico tipo Gamma Beam Modelo GB-127 MDS Nordion,
con fuente de almacenamiento en seco, con una actividad de 15,000 Curies de
Co®. La semilla estuvo estatica al momento de la irradiacién para uniformizar la
aplicacion de los tratamientos. Los tipos de exposicién y la distancia del material
a la fuente radioactiva variaron segun la dosis. Esto se debe a que para
alcanzar las dosis altas el material se acercé a la fuente radiactiva para
disminuir el tiempo de exposicion.
Caracterizacion Morfolégica

La prueba se condujo bajo un disefio experimental completamente al
azar. Si bien se utilizaron 10 plantas por dosis de irradiacion se analizaron como
individuos y no como tratamiento. Las plantas se identificaron de acuerdo a la
dosis de irradiacion de la que provienen y el nUmero de planta que tiene dentro

de ese tratamiento; ejemplo: la planta 100-6 proviene de la dosis de 100 Gy y
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es la planta seis dentro de ese tratamiento. Para asegurar emergencia y
establecimiento se sembraron 20 semillas por maceta; sin embargo, solamente
se dej6 una planta por maceta. La siembra se realiz6 en bolsas negras de
polietileno de 26 cm de altura por 18 cm de diametro, perforadas en la parte
inferior. Las bolsas se llenaron con 23 cm de suelo franco-arenoso de origen
aluvial y los riegos se suministraron cada dos o tres dias hasta punto de
saturacion, segun el desecamiento del suelo. La evaluacion se llevo a cabo en
el afo 2016 en dos etapas fenoldgicas durante un periodo de 240 d. La primera
se realiz6 de abril a julio durante la etapa de floracién y la segunda de agosto a
noviembre durante la etapa de madurez. En ambas evaluaciones, las variables
analizadas fueron peso de tallos (PT), peso de hojas (PH), peso total (PTO),
proporcién hoja-tallo (PHT), largo de hoja (LH), ancho de hoja (AH), altura de
planta (AP), altura de follaje (AF), proporcion follaje-altura de planta (PFA) e
indice de concentracion de clorofila (ICC). Para la cuantificacion de los pesos se
cortd a cinco cm del suelo el total de la biomasa aérea y se separé tallos y
hojas. Las muestras extraidas se secaron en una estufa de aire forzado a 65 °C
durante 72 h. Una vez secas las muestras fueron pesadas en una balanza
analitica A&D modelo GF-200, con precisién de 0.01 g. Con esto se obtuvo el
PT y PH, y con la suma de ambos el PTO. La PHT se obtuvo del cociente de la
division del PH entre el PT. ElI LH se midi6 desde la ligula hasta el apice de la
hoja y el AH se midi6 en la parte media de la lamina. Ambos se midieron en tres
hojas seleccionadas al azar y se promediaron. Para obtener la AP se midio
desde el suelo hasta la punta del tallo mas alto de la planta y para la AF se

midio del suelo hasta el término de la parte con mayor densidad de hojas. La
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PFA se obtuvo del cociente de la division del AF entre el AP. EI ICC se
cuantifico con un dispositivo Opti-Sciences, modelo CCM-200 y se midi6é en la
parte media de tres hojas seleccionadas al azar.

La temperatura (T) media durante el experimento fue de 23.7 £ 5.6 °C,
con una minima de 10.1 y maxima de 44.7 °C. La humedad relativa (HR) media
fue de 52.0 £ 16.8 %. Las mediciones para caracterizar T y RH se realizaron
con una sonda modelo HMP60 (Vaisala, Woburn, MA, USA). Estos datos se
registraron en un datalogger CR1000 (Campbell Scientific Inc., Logan, UT,
USA).

Caracterizacion Nutricional

La caracterizacion nutricional se realiz6 en el laboratorio de nutricion
animal de la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad Autonoma de
Chihuahua. Los mutantes seleccionados como sobresalientes en la
caracterizacion morfoldgica y las plantas testigo fueron los Unicos analizados en
la caracterizacion nutricional. Las variables analizadas fueron porcentaje de
fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA), lignina detergente
acido (LDA), celulosa, hemicelulosa y proteina cruda (PC). Todas las
determinaciones se realizaron por triplicado para cada una de las variables.
Para este analisis, las muestras fueron molidas en un molino Wiley® con malla
de 1 mm. Las muestras de los mutantes fueron molidas y analizadas
individualmente, mientras que las 10 plantas testigo se molieron en conjunto.
Las concentraciones de FDN, FDA y LDA se obtuvieron por el método descrito
por Goering y Van Soest (1970). Estas variables se obtuvieron secuencialmente

M 200

en el analizador de fibras ANKO y se utilizaron bolsas filtro Ankom® F57 de
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30 micrones de tamafio de poro. La hemicelulosa y celulosa se calcularon
mediante la diferencia entre FDN y FDA, y entre FDA y LDA, respectivamente.
La PC se estim60 mediante el método de combustion de Dumas con el
dispositivo LECO modelo FP-528 y se analizaron 150 mg de forraje seco por
cada muestra.
Caracterizacion Estomatica

La caracterizacion estomatica se realiz6 en los mutantes seleccionados
de las etapas anteriores y en las 10 plantas testigo. La evaluacion se llevo a
cabo en la etapa de floracion 120 d después de la emergencia. Las variables
analizadas fueron densidad estomatica del envés (DEE), densidad estomatica
del haz (DEH), &rea estomética del envés (AEE) y area estomética del haz
(AEH). Estas se evaluaron en cinco hojas seleccionadas al azar por cada
planta. En cada hoja se aplicé barniz de ufias transparente en un segmento de
aproximadamente un cm, en el sentido de las nervaduras. Este procedimiento
se realiz6 en el haz y en el envés, se dejé secar por 20 min y se retird el barniz
con pinzas de diseccién. Las muestras se colocaron en un porta objetos y se
cubrieron con un cubre objetos. Posteriormente, las muestras se observaron en
contraste de fases en un microscopio Zeiss modelo Axio Imager 2 a 400x. En
cinco campos épticos de 0.0945 mm? por muestra y seleccionados al azar se
tomaron fotografias. Esto se realizO con una camara Zeiss AxioCam MRc5 y
luego se traspolé a 1 mm?. En cada campo 6ptico se contabilizd la densidad de
estomas y el area estomatica de tres estomas seleccionadas al azar, la cual se
midié por medio del software Zen 2 core. En total se evaluaron 25 campos

opticos y 75 estomas por planta, tanto por el haz como por el envés.
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Caracterizacion Molecular

La caracterizacion molecular se llevé a cabo mediante marcadores AFLP
(Amplified Fragment Length Polymorphism). Esto se realiz6 en el Centro de
Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional
(CINVESTAYV), Unidad Irapuato, Guanajuato. Para el analisis se seleccionaron
dos hojas jovenes y sanas de cada mutante, de las cuales se tomd una muestra
de 100 mg. Para el testigo se tomé un fragmento de hoja de cada una de las 10
plantas testigo hasta completar 100 mg de muestra. Las muestras fueron
introducidas en tubos de microcentrifuga y se sumergieron en nitrégeno liquido
hasta que se congelaron. Posteriormente, fueron liofilizadas y molidas en un
homogeneizador de tejidos TissueLyser Il de Qiagen, dos veces por 30 s a 30
Hz. La extraccién del ADN se realiz6 por medio del Kit comercial DNeasy®
Plant Mini Kit de Qiagen, siguiendo las indicaciones del fabricante. Las
muestras se cuantificaron en un espectrofotbmetro Nanodrop 8000 (Thermo) y
la calidad del ADN se visualiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1
%, tefiido con GelRed.

Los marcadores AFLP se realizaron mediante el kit AFLP template de LI-
COR Biosciences, de acuerdo con las indicaciones del fabricante. Para ello, las
muestras de ADN se diluyeron en agua desionizada para homogenizarlas a una
concentracién 50 ng pl™ de ADN. Posteriormente, se siguieron los siguientes
procedimientos: Primeramente la digestion se llevdo a cabo con 2.5 pl de
solucion amortiguadora de reaccion (RL) 5X, 1 pl Mix de Enzimas EcoR1 y
Msel, 2 pl de ADN diluido y se llevo la reaccion hasta un volumen de 12.5 pl

con agua desionizada esteéril. Todo se mezcld y se coloco en un termociclador
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(Verity Applied Biosystems). La mezcla se incubo a 37 °C por 2 h y a 70 °C por
15 min, para inactivar las enzimas de restriccion. Se corrobor6 en gel de
agarosa al 1 % con GelRed. Posteriormente, para realizar la ligacion de los
adaptadores, a la reaccion de la digestion se afiadieron 2 pl del amortiguador
de carga 6X ADN Loading Dye Blue, 12 ul de Adapter mix y 0.5 pl de T4 ADN
Ligasa. Se incubo la muestra a 20 °C por 2 hr. Una vez realizada la ligacién se
realiz6 la pre-amplificacion; para ello se afadieron 2.5 pul de DNA digerido,
ligado y diluido 1:10, 20 pl AFLP Pre-Amp Primer Mix, que contiene los
oligonucledtidos Eco RI + Ay Mse | + C y 0.5 pl de dNTPs (10 mM). También
2.5 pl de Buffer Tag PCR 10X + KClI, 1.3 pl de MgCl; (25 mM), 0.2 ul de enzima
Tag DNA Polimerasa y 2.5 pl DNA digerido, ligado y diluido. Todo esto se
mezcld, centrifugd y se puso en un termociclador; 20 ciclos a 94 °C por 30 seg,
56 °C por 1 miny 72 °C por 1 min. Las muestras se diluyeron en 1:30 en agua
desionizada y se verificé en gel de agarosa al 1 % con GelRed. Se mezclaron 2
ul de amortiguador de carga 6X ADN Loading Dye Blue mas 18 ul de ADN pre-
amplificado. La amplificacion selectiva se realiz6 a través de dos PCR con dos
combinaciones de oligonucleétidos. En la primera se mezclaron 4.6 ul de H,O
desionizada, 1.1 pl Buffer de amplificacion 10X + KCI, 0.6 pl de MgCl; (25 mM),
0.2 pl de Taqg Polimerasa, 2 pl del oligonucleétido Msel + CTG (5 mM), 0.2 ul de
dNTPs (10 mM), 0.5 pl de Oligo Eco RI + ACA (PET; 10 pm pl™), 0.5 pl de Oligo
Eco RI + ACT (NED; 10 pm plI™). En la segunda se realizé la misma mezcla,
pero con los Oligos Eco Rl + AGA (VIC; 10 pm pl™) y Oligo Eco Rl + AGC
(FAM; 10 pm ™). Ambas se colocaron en un termociclador con el siguiente

programa: 1 ciclo de 94 °C por 30 s, 65 °C por 30 s, 72 °C por 1 min, 12 ciclos
79



de 94 °C por 30 s, 65 °C por 30 s, 72 °C por 1 min, 23 ciclos de 94 °C por 30 s,
56 °C por 30 s, 72 °C por 1 min. Por dltimo, se mezclaron 2 pl del producto de
cada PCR, 8 pl de formamida y 1 pl del estdndar LIZ 500 GeneScan (Applied
Biosystems), como marcador para determinar el tamafo de los fragmentos. La
separacion y deteccion de los fragmentos de los AFLP se realizé en el
secuenciar automatico 3730x| Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
Andlisis Estadistico

La parte de la caracterizacion morfolégica se analiz6 por medio de
analisis de componentes principales (ACP), mediante la matriz de correlacion.
La asociacion de las variables originales con los componentes principales se
determind mediante andlisis de correlacion. Posteriormente, a los datos se les
aplicé un analisis de agrupamiento (AC) por el método de ligamiento Ward. En
este analisis, el nimero de grupos se determind con base en los pseudo
estadisticos F y T?. Adicionalmente, a los datos se les realizé un anélisis de
varianza multivariado (MANOVA) y contrastes ortogonales para evaluar las
diferencias entre los grupos conformados por el AC. En la caracterizacién
nutricional y estomatica, los datos se analizaron mediante analisis de varianza
(ANOVA) y comparacion de medias con la prueba de Dunnett, a un a=0.01.
Para el analisis de datos de la caracterizacion molecular se formé una matriz
binaria de presencia y ausencia con el patréon de bandeo. La visualizacion de
los electroferogramas y la conformacion de la matriz se realizd6 por medio del
software geneiuos R10. Los datos binarios fueron analizados por AC, mediante
el programa SIMQUAL con el coeficiente Dice y el método de agrupamiento

UPGMA (promedio aritmético por grupos de pares no ponderadas). Esto se
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llevéd a cabo por medio del paquete estadistico NTSYSpc. Los valores de
Bootstrap se estimaron por medio del software Free Tree (Hampl et al., 2001),
con 2000 remuestreos. Por ultimo, se realiz6 un analisis de varianza molecular
(AMOVA; Excoffier et al., 1992), donde se compararon los grupos conformados
por el AC de los datos binarios. Esto se llevd a cabo empleando el software

Info-Gen (Balzarini y Di Rienzo, 2004).
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RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion Morfolégica

En la evaluacion realizada en la etapa de floracion, el analisis de
componentes principales mostré que los tres primeros componentes principales
(CP) explicaron el 64.5 % de la variacion total. Las variables relacionadas con
rendimiento de forraje tuvieron mayor contribucién con el CP 1: peso de tallos
(R=0.88; P<0.0001), peso total (R=0.77; P<0.0001), altura de follaje (R= 0.73;
P<0.0001) y altura de planta (R= 0.55; P<0.0001). En el CP 2 fueron las
relacionadas con calidad de forraje las de mayor contribucion: peso de hojas
(R= 0.63; P<0.0001), largo de hoja (R= 0.62; P<0.0001), ancho de hoja (R=
0.55; P<0.0001) e indice de concentracion de clorofila (R= 0.57; P<0.0001)
(Gréfica 5). El andlisis de agrupamiento integro a cuatro grupos (R*= 0.71) de
acuerdo a los pseudo estadisticos F y T2, los cuales segtn el MANOVA fueron
diferentes entre si (P<0.0001). No obstante, en solo uno de los grupos
conformados no se integré alguna de las plantas testigo (Grafica 6). Los
mutantes integrados en este grupo se caracterizaron por ser los de mejores
atributos para calidad de forraje.

En la etapa de madurez, los primeros tres CP explicaron el 70.4 % de la
variacion total. Las variables de mayor contribuciéon con el CP 1 fueron peso de
tallos (R= 0.76; P<0.0001), peso total (R= 0.65; P<0.0001), altura de planta (R=
0.88; P<0.0001) e indice de concentracion de clorofila (R= 0.50; P<0.0001). En
el CP 2 las variables de mayor contribucion fueron peso de hojas (R= 0.8;

P<0.0001), peso total (R=0.67; P<0.0001), proporcion hoja-tallo (R= 0.44;
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Gréfica 5. Distribucion de la diversidad morfolégica de 80 mutantes y 10
individuos de la variedad Palar de pasto garrapata (Eragrostis
superba), evaluados en etapa de floracién. Dispersion en funcién de
los dos primeros componentes principales con 10 variables
evaluadas.
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Grafica 6. Dendograma del analisis de 10 variables morfologicas evaluadas en etapa de floracién para 80 mutantes y 10
individuos de la variedad Palar de pasto garrapata (Eragrostis superba), obtenido por el método de ligamiento
Ward.
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P<0.0001), altura de follaje (R= 0.83; P<0.0001) y relacion follaje-altura de
planta (R= 0.61; P<0.0001) (Gréfica 7). ElI AC separo a los individuos en cinco
grupos (R?= 0.96), de los cuales, en dos no se integré ninguna planta testigo
(Grafica 8). Los mutantes integrados en estos grupos fueron los de mejores
atributos para calidad de forraje. Ademas, todos los grupos fueron diferentes
entre si (P<0.0001).

En general, en ambas etapas fenologicas se encontré amplia variabilidad
morfolégica en ambas evaluaciones. Esto es congruente con diversas
investigaciones donde a través del uso de irradiacibn gamma han logrado
inducir variabilidad fenotipica en diversos cultivos, tanto para consumo humano
como para forraje (Pongtongkam et al., 2006; Rashid et al., 2009; Abtahi y
Arzani, 2013). Asi mismo, los resultados coinciden con lo reportado por Lopez
et al. (2011), quienes lograron obtener nuevo germoplasma de pasto buffel,
especie utilizada para rehabilitacion de pastizales. Con base en la variabilidad
morfologica inducida fue posible seleccionar seis mutantes como sobresalientes
en atributos relacionados con calidad de forraje. Estos fueron dos provenientes
de dosis de irradiacion de 200 Gy (200-3 y 200-7), uno de 300 Gy (300-9), uno
de 450 Gy (450-9) y tres de 600 Gy (600-3, 600-6 y 600-10).

Caracterizacion Nutricional

De acuerdo con el andlisis bioquimico, los mutantes seleccionados de la
caracterizacion morfologica presentaron menor contenido de fibras totales que
el testigo. En ambas etapas fenologicas presentaron menor (P<0.01) FDN
(Cuadro 1). Lo anterior, representa una ventaja nutricional de los materiales

mutantes frente al testigo. Esto se debe a que la digestibilidad de las
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Grafica 7. Distribucién de la diversidad morfolégica de 80 mutantes y 10
individuos de la variedad Palar de pasto garrapata (Eragrostis
superba), evaluados en etapa de madurez. Dispersion en funcion
de los dos primeros componentes principales con 10 variables

evaluadas.
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Gréfica 8. Dendograma del analisis de 10 variables morfolégicas evaluadas en etapa de madurez para 80 mutantes y 10
individuos de la variedad Palar de pasto garrapata (Eragrostis superba), obtenido por método de ligamiento
Ward.
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Cuadro 1. Composicion bioquimica de siete mutantes y un testigo de pasto garrapata (Eragrostis superba)

variedad Palar, en etapa de madurez y floracion

Primer Corte (Floracion)

Genotipo -
FDN FDA Hemicelulosa Celulosa LDA Proteina cruda
Testigo 75.6 £ 0.79 35.6 £ 0.50 39.9+0.37 30.7 £0.38 4.87+0.15 11.8+0.25
200-3 70.0+£0.33* 33.2+0.53* 36.8 +0.21* 30.4+0.31 2.76 £ 0.23* 11.55 £ 0.07
200-7 71.1+£0.52* 34.6+0.49 36.4 + 0.08* 31.8+0.52 2.75 + 0.05* 11.77 £ 0.01
300-9 70.0+£0.29* 33.8+0.46 36.2 + 0.38* 31.3+0.53 2.45+0.13* 10.36 £ 0.07
450-9 69.3+0.72* 35.2+0.36 34.1 + 0.59* 32.6+0.18 2.59 +0.27* 8.8 + 0.02*
600-3 70.0£0.83* 32.0+0.46* 38.0+0.70 29.6 £ 0.47 2.42 £ 0.07* 12.71 £0.10
600-6 72.9+0.39* 36.8+0.39 36.1+0.63* 34.2+0.42*  2.54 +0.09* 10.61+£0.12
600-10 71.1+0.73* 33.8+041 37.3+0.51* 31.2+0.32 2.58 + 0.3* 9.89 + 0.75*
Segundo Corte (Madurez)

Testigo 75.7 £ 0.58 37.5+3.60 38.2+4.17 31.2+£3.99 6.31+0.39 4.36 £ 0.01
200-3 69.6 £ 0.91* 30.2+3.02 39.3+221 28.1+0.20 2.09 £ 0.20* 5.28 + 0.05*
200-7 65.4 +0.84* 29.4+0.35 36.0 £ 0.64 26.8 £ 0.40 2.59 + 0.05* 5.18 + 0.09*
300-9 69.4+£0.97* 34.9+0.57 34.5+0.55 31.8+0.55 3.02 £ 0.09* 4.84 £ 0.02
450-9 71.0+0.92* 35.6+0.21 354+1.11 32.3+£0.05 3.30 £ 0.25* 4.43 £0.02
600-3 69.3+1.21* 31.6+0.54 37.6+1.31 28.2+0.61 3.41+0.07* 4.42 £0.10
600-6 66.4 £+ 0.67* 32.9+0.16 33.5+0.68 30.4 £0.08 2.46 £ 0.14* 4.42 £0.19
600-10 69.2 £ 0.55* 34.9+0.52 34.2 +£0.04 31.9+0.33 3.03+0.21* 4.84 £ 0.09

*Diferencias estadisticas significativas (Dunnett; P<0.05). El testigo se obtuvo de una alicuota de 10 plantas sin

irradiar.
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gramineas estéa relacionada con la acumulacién de estructuras fibrosas durante
el crecimiento. Por lo que entre menos fibras acumulen, mas digestible seréa su
forraje (Avila et al., 2010). En floracién todos los mutantes, con excepcion del 600-
3, presentaron menos (P<0.01) hemicelulosa que el testigo; sin embargo, ninguno
obtuvo menor (P>0.01) contenido de celulosa. En madurez, ninguno de los
mutantes presentd diferencias (P>0.01) en contenido de hemicelulosa y celulosa
con el testigo. No obstante, en ambos cortes todos los mutantes presentaron
menor (P<0.01) contenido de lignina, con una disminucion de entre 46 y 77 % de
lignina. Este resultado puede indicar un importante incremento en la calidad
nutricional de los mutantes con relacion al testigo, ya que la lignina es un
componente indigestible. Ademas, debido a que este componente puede formar
enlaces covalentes con los carbohidratos estructurales de la pared celular y limitar
su digestion. Esto a causa de que las asociaciones lignina-hemicelulosa dificultan
el acoplamiento y por lo tanto la accion de las enzimas microbianas (Capanema et
al., 2004; Ramirez et al., 2010). Respecto al contenido de proteina, en la etapa de
floracion ninguno de los mutantes presento mayor (P>0.01) concentracion de este
nutriente; no obstante, los mutantes 450-9 y 600-10 obtuvieron menor (P<0.01)
porcentaje de PC que el testigo. En contraste, en la madurez los mutantes 200-3 y
200-7 presentaron mayor (P<0.01) contenido de PC que el testigo, mientras que
los demas no mostraron diferencias (P>0.01; Cuadro 1). Este resultado podria
indicar que estos mutantes son capaces de retener mayor contenido de proteina
que el testigo, cuando la calidad del forraje disminuye. Como resultado del

analisis nutricional, se excluy6 al 450-9 de la seleccion de mutantes. Esto debido
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a que en el primer corte presentd 25 % de contenido de proteina mas que el
testigo y en el segundo corte no presento diferencias (P<0.01).
Caracterizacion Estomatica

Los mutantes 200-3, 200-7 y 300-9 presentaron mayor (P<0.01) densidad
de estomas en el envés que el testigo. No obstante, en el haz el mutante 200-7
presentd menor (P<0.01) DE respecto al testigo, mientras que la DE en los
mutantes 300-9 y 600-10 fue mayor (P<0.01). Respecto a el &rea estomatica, los
mutantes 200-3 y 600-6 mostraron menor (P<0.01) AEE que el testigo, mientras
que el 300-9 obtuvo mayor (P<0.01) AEE. En el haz, el mutante 200-7 mostré
mayor AE y el 300-9 menor AE (P<0.01), respecto al testigo (Cuadro 2).

La densidad y el area de los estomas son parametros importantes en la
ecofisiologia de las plantas, ya que controlan la pérdida de agua por transpiracion
y la captura de CO, (Lawson y Blatt, 2014; Lawson et al., 2014). Esta
documentado que plantas con mayor DE presentan menor tasa de transpiracion
(Schluter et al., 2003; Franks y Beerling, 2009), lo cual se debe a que con DE
bajas, la resistencia estomatica aumenta y, en consecuencia, se limita el exceso
de transpiracién (Lawson y Blatt, 2014). El area estomatica esta relacionada con
una mayor captura de CO,, lo que puede beneficiar el rendimiento. Sin embargo,
el AE puede también estar relacionada con el cierre y la apertura de los estomas.
Estudios recientes sefialan que estomas de menor tamafo pueden abrirse y
cerrarse con mayor rapidez, lo que a su vez puede disminuir la evapotranspiracion
(Drake et al., 2013; Raven, 2014; Fanourakis et al., 2015). Sin embargo, existe
informacion que demuestra que los estomas de las gramineas poseen

movimientos mas rapidos que otras especies (Hetherington y Woodward, 2003),
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Cuadro 2. Densidad y area estomatica de seis mutantes y un testigo de pasto
garrapata (Eragrostis superba) variedad Palar, tanto por haz como por

enves

Densidad de Densidad de  Area estomatica Area estomatica
Genotipo estomas enel  estomas en el en el envés en el haz (um?)

envés (mm?) haz (mm?) (Lm?)
Testigo 1140+ 2.7 182.7+4.7 368.0+£5.8 205.6 £ 4.3
200-3 138.2 + 5.6* 179.1+5.1 4325 +6.3* 195.2+6.2
200-7 146.0 + 4.6* 160.3 + 4.7* 355.0+9.2 229.1 £ 5.3*
300-9 170.7 + 8.8* 240.5 £ 10.5* 332.9 +5.4* 164.8 + 4.5*
600-3 117.2+55 189.5+55 378.7+8.4 196.8 £+ 6.1
600-6 122.0+5.9 196.1 +9.7 396.1 +6.4* 200.6 £ 5.3
600-10 118.5+4.0 235.6 + 8.6* 380.4+6.5 207.0+4.0

*Diferencias estadisticas significativas (Dunnett; P<0.05). El testigo representa la

media de 10 plantas sin irradiar.
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por lo que la tasa de evaporacion de los mutantes con mayor AE, podria no verse
tan afectada. Debido a la importancia de las caracteristicas de los estomas, éstas
incluso han sido foco de trabajos de manipulacién genética. Un ejemplo de esto es
una investigacion realizada por Franks et al. (2015), quienes lograron aumentar la
eficiencia en el uso del agua y disminuir la perdida por transpiracion en
Arabidopsis thaliana, al inducir una disminucién en la DE y un incremento en el
AE. Por esta razon, el mutante 200-7 al presentar menor DE y mayor AE en el haz
podria presentar menor perdida por transpiracion, ya que esta parte de la hoja es
la que esta expuesta al sol y es donde acurre la mayor parte de la transpiracion.
Por otro lado, el 300-9 tendria menor eficiencia en el uso del agua debido a que
presenté mayor DE y mayor AE en haz y envés que el testigo. Esto pudiera ser
una desventaja, ya que el pasto garrapata cominmente se utiliza en zonas aridas
y semiaridas donde las tasas de evapotranspiracion son mas altas. En general, la
mayoria de los mutantes presentaron cambios respecto al testigo en densidad y
area estomética. Sin embargo, algunos de ellos presentaron un aumento y otros
una disminucién en ambos pardmetros. Esto se debe a que la radiacién produce
cambios de manera aleatoria, por lo que cada individuo puede verse afectado de
manera diferente a los demas (Abtahi y Arzani, 2013).
Caracterizacién Molecular

El andlisis de AFLP produjo 520 bandas y los valores de similitud del
coeficiente de DICE variaron entre 0.37 y 0.57. En un estudio realizado por Tomas
et al. (2013) encontraron distancias genéticas desde 0.21 hasta 0.62, al comparar
genéticamente seis accesiones, un cultivar comercial y siete hibridos

intraespecificos de Elymus scabrifolius por medio de 328 AFLP. Por otro lado,
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Rashid et al. (2009) con 282 bandas de AFLP obtuvieron distancias genéticas
desde 0.32 hasta 0.78 al comparar mutantes de arroz (Oryza sativa), inducidos
mediante radiacion gamma. Asi mismo, Abtahi y Arzani (2013) obtuvieron valores
de coeficiente de DICE entre 0.43 y 0.89, al comparar 30 lineas mutantes de
canola. Con base en lo anterior se puede considerar que existe alta diversidad
genética entre los mutantes analizados. Esto debido a que los resultados
obtenidos en este estudio son similares a las investigaciones antes mencionadas;
aun y cuando en ellas se compararon mutantes, genotipos e incluso variedades
comercies.

El andlisis de agrupamiento basado en datos moleculares separo a los mutantes
de dos grupos (bootstrap= 81) (Grafica 9). Estos grupos presentaron una distancia
genética de 0.42, segun el coeficiente de DICE. Ademds, de acuerdo con el
AMOVA fueron significativamente diferentes (P<0.05) entre si. No obstante, la
mayor parte (P<0.0001) de la variacion genética total (82.5 %) se present6é dentro
de grupos (Cuadro 3). Este resultado indica que existe amplia variabilidad
genética, aun y en los mutantes que se agruparon junto al testigo. Los mutantes
de mayor distancia genética con el testigo fueron el 600-6 (0.35), 200-3 (0.41) y
600-3 (0.42) (Gréafica 5). Es importante sefialar que los materiales seleccionados
en este estudio son mutantes de primera generacion (M1). Es decir que se
desconoce si sus cambios fenotipicos fueron producidos por una modificacion en
el genoma o si son quimeras inducidas por efecto de la radiacion en otros
compuestos celulares. Debido a esto, es importante que se evallen las siguientes
generaciones de su progenie, hasta que la expresion de estos cambios quede
fijada.
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Grafica 9. Andlisis de agrupamiento de 10 mutantes y la variedad Palar (Testigo)

de pasto garrapata (Eragrostis superba) mediante el coeficiente de Dice
y el método de agrupamiento UPGMA, con base en 520 marcadores
AFLP, generados con cuatro combinaciones de iniciadores. El pasto
rosado (Melinis repens) se presenta como grupo externo.
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Cuadro 3. Andlisis molecular de varianza (AMOVA) entre dos grupos [3 mutantes
vs 3 mutantes y un testigo)] de pasto garrapata (Eragrostis superba)
variedad Palar

Fuente de variacion GL SC CM Cv % P Phi PT
Grupo 1 474080.5 474080.5 58225 175 0.0285 0.18
Dentro 5 1372260 274452 274452 825 <0.0001

Total 6 1846340.5 332677 100

GL= grados de libertad, SC= suma de cuadrados, CM= cuadrado medio, CV=
componente de variacion, %= porcentaje de variacién, P= probabilidad, Phi PT= analogo
al FST (estimador de la diferencia genética promedio) con 1000 permutaciones.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
El uso de radiacion gamma generd amplia variabilidad fenotipica y genética
en pasto garrapata. Lo cual permitid seleccionar la primera generacion de
mutantes de mejor valor nutricional y caracteristicas del aparato estomético. Se
recomienda evaluar las siguientes generaciones de estos materiales, hasta fijar los
caracteres seleccionados. En caso de lograr fijar estas caracteristicas se contara
con nuevo material genético de interés agronémico y ecolégico que pueda

utilizarse para rehabilitar pastizales degradados.
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RESUMEN
CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y NUTRICIONAL DE MUTANTES M1 DE
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El pasto africano (Eragrostis lehmanniana) es una especie utilizada para
rehabilitar pastizales degradados. No obstante, su utilizacion implica un riesgo
ecolégico, ya que es una especie invasora que puede dispersarse y desplazar la
vegetacion nativa. Debido a esto, es importante la busqueda de alternativas para
su aprovechamiento por el ganado. Por lo anterior, el objetivo fue caracterizar la
diversidad morfolégica y nutricional inducida mediante radiacion gamma. Esto con
la finalidad de seleccionar genotipos con mejores atributos forrajeros, que puedan
ser mas aceptados por el ganado y puedan ser utilizados como forraje. Para ello,
se irradio semilla de pasto africano mediante radiacién gamma con Co®, en dosis
de O (testigo), 100, 200, 300, 450, 600, 900 y 1400 Gy. Bajo condiciones de
invernadero se produjeron 10 plantas por dosis. Estas fueron evaluadas durante
dos afios a traves de 11 caracteres morfolégicos relacionados con calidad de
forraje. Los individuos con caracteristicas sobresalientes fueron seleccionados y

caracterizados nutricionalmente por espectrofotometria de infrarrojo cercano.
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Como resultado, la radiacion gamma genero variabilidad morfolégica en pasto
africano, que permitié seleccionar seis mutantes. Tres de estos mutantes (200-6,
300-7 y 1400-10) presentaron menor (P<0.05) contenido de lignina y mayor
(P<0.05) contenido de proteina, que las plantas testigo. Sin embargo, estos no
presentaron cambios sustanciales que pudieran incrementar su aceptacioén por el
ganado. Debido a esto, se recomienda producir la segunda generacion de
mutantes a través de irradiacion recurrente en la semilla de los mutantes

seleccionados.
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ABSTRACT
MORPHOLOGICAL AND NUTRITIONAL CHARACTERIZATION OF M1
MUTANTS OF LEHMANN LOVEGRASS (Eragrostis lehmanniana)
BY:
ALAN ALVAREZ HOLGUIN

Lehmann lovegrass (Eragrostis lehmanniana) is a species used to
rehabilitate highly degraded grasslands, where it is difficult to reintroduce the
native vegetation. However, to use this species implicates an ecological risk,
because it could disperse and displace the native vegetation. Thus, the objective
was to characterize the morphological and nutritional diversity induced through
gamma radiation on Lehmann lovegrass. This, in order to select genotypes of
better nutritional quality, which could be more accepted by the cattle and thus
avoid their dispersion. For this, seed of Lehmann lovegrass was irradiated through
gamma radiation with ®°Co. The irradiation doses were 0 (control), 100, 200, 300,
450, 600, 900 and 1400 Grays (Gy). Ten plants per dose were produced under
greenhouse conditions. These were evaluated during two years through 11
morphological characters related to forage quality. Outstanding individual were
selected and characterized nutritionally by near-infrared spectrophotometry. The
gamma irradiation generates morphological variability on Lehmann lovegrass,
which allowed to select six mutants. Three of them (200-6, 300-7 y 1400-10)
presented less (P<0.05) lignin content and more (P<0.05) protein, than the control
plants. Nevertheless, these mutants did not present substantial changes that

increase their cattle acceptance. Because of this, it is recommended to produce
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the second generation of mutants using recurrent irradiation on the seed produced

by the mutants selected.
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INTRODUCCION

El pasto africano es una graminea C4 perenne nativa del Sur de Africa.
Esta especie se encuentra clasificada dentro de las invasoras de alto impacto para
la biodiversidad (March y Martinez, 2007). Esto se atribuye a diferentes factores
como su alta capacidad de establecimiento, produccion de semilla y resistencia a
fuego y sequia (Guevara et al., 2007). No obstante, la principal causa de la
capacidad invasiva de esta especie es que es poco consumida por el ganado
(Chavez et al., 2000), lo cual probamente se debe a que presenta alto contenido
de fibras, bajo contenido de proteina y en consecuencia poca digestibilidad
(Gonzalez-Garcia et al., 2017). A pesar de lo anterior, esta especie ha sido
utilizada para rehabilitar pastizales degradados, ya que por su rusticidad puede
establecerse en areas altamente degradadas (Hupy et al.,, 2004; McGlone y
Huenneke, 2004). Sin embargo, la utilizacién del pasto africano implica un riesgo
ecolégico, debido a que puede dispersarse a areas adyacentes al sitio de siembra
y desplazar la vegetacion nativa (Guevara et al., 2007). Por esta razon, el pasto
africano puede ser considerado para un programa de mejoramiento genético. Esto
para incrementar su valor forrajero y con ello aumentar su aceptaciéon por el
ganado. De esta manera se podria aprovechar como forraje y reducir sus
poblaciones.

Una limitante para el mejoramiento genético del pasto africano es que fue
introducido en la mayoria de los paises donde se utiliza, por lo que en ellos se
dispone de poca diversidad genética de esta especie. Otra limitante es que esta
especie lleva a cabo su reproduccion de manera apomictica (Voigt et al., 1992).

Por estas razones, el mejoramiento genético del pasto africano no puede ser
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conducido mediante métodos tradicionales. En este sentido, la mutagénesis es
una alternativa viable para su mejoramiento, ya que ha demostrado ser una
técnica efectiva para inducir variabilidad genética (Aloowalia et al., 2004). Algunas
de los atributos que pueden modificarse para incrementar el valor forrajero del
pasto africano son el ancho y largo de hoja, la proporcién hojas-tallos y la altura de
planta y follaje. Esto debido a que estas caracteristicas son consideradas como
algunos de los principales factores que afectan el valor forrajero de las gramineas
(Prakash et al., 2010). Por lo anterior, el objetivo fue caracterizar la diversidad
morfologica y nutricional inducida mediante radiacion gamma en pasto africano.
Esto con la finalidad de seleccionar individuos con mejores atributos forrajeros y
encaminarse a la obtencién de nuevos materiales de mayor valor nutricional; que

puedan ser utilizados para rehabilitar pastizales degradados.
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MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevé a cabo en condiciones de invernadero en la
Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad Autonoma de Chihuahua. Se
evaluaron ocho dosis de irradiacion: 100, 200, 300, 450, 600, 900, 1400 y 2000
Gy. Ademas, se incluyé como testigo la dosis de 0 Gy (material sin irradiar). El
material irradiado fue semilla comercial de pasto africano. Los tiempos de
exposicion para las dosis evaluadas fueron determinadas utilizando el sistema
Gafchromic dosimetry y una camara de ionizacion marca RADCAL modelo
Acudose No. de serie 4094118, USA. La irradiacion de la semilla se realizé en el
Complejo MOSCAFRUT SAGARPA//IICA en Metapa de Dominguez, Chiapas,
México; en colaboracién con el Campo Experimental Rosario Izapa, Chiapas del
INIFAP. Las dosis se aplicaron dentro de un irradiador panoramico tipo Gamma
Beam Modelo GB-127 MDS Nordion, con fuente de almacenamiento en seco, con
una actividad de 15,000 Curies de Co®. La semilla estuvo estética al momento de
la irradiaciébn para uniformizar la aplicacion de los tratamientos. Los tipos de
exposicion y la distancia del material a la fuente radioactiva variaron segun la
dosis. Esto se debe a que para alcanzar las dosis altas el material se acercé a la
fuente radiactiva para disminuir el tiempo de exposicion.
Caracterizacion morfolégica

La prueba se condujo bajo un disefio experimental completamente al azar.
Si bien se utilizaron 10 plantas por dosis de irradiacion se analizaron como
individuos y no como tratamiento. Las plantas se identificaron de acuerdo a la
dosis de irradiacion de la que provienen y el nUmero de planta que tiene dentro de

ese tratamiento; ejemplo: la planta 100-6 proviene de la dosis de 100 Gy y es la
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planta seis dentro de ese tratamiento. Para asegurar emergencia Yy
establecimiento, se sembraron 20 semillas por maseta; sin embargo, solamente se
dej6é una planta por maceta. La siembra se realizd en bolsas de polietileno negro
de 26 cm de altura por 18 cm de didmetro, perforadas en la parte inferior. Las
bolsas se llenaron con 23 cm de suelo franco-arenoso de origen aluvial y los
riegos se suministraron hasta punto de saturacion cada dos o tres dias, segun el
desecamiento del suelo. La evaluacion se llevo a cabo en dos periodos. El primero
se realizd de junio a septiembre del 2016 y el segundo de junio a septiembre del
2017. En la primera evaluacion las variables analizadas fueron peso de tallos (PT),
peso de hojas (PH), peso total (PTO), proporcién hoja-tallo (PHT), largo de hoja
(LH), ancho de hoja (AH), altura de planta (AP), produccion de semilla (PS),
numero de tallos (NT), didmetro de macollo (DM) e indice de concentracion de
clorofila (ICC). En la segunda evaluacién las variables evaluadas fueron PT, PH,
PTO, PHT, PS, ICC, AP, altura de follaje (AF) y proporcion follaje-altura de planta
(PFA). Para la cuantificacion de los pesos, se cort6 a cinco cm del suelo el total de
la biomasa aérea y se separo tallos y hojas. Las muestras extraidas se secaron en
una estufa de aire forzado a 65 °C durante 72 h. Una vez secas las muestras
fueron pesadas en una balanza analitica A&D modelo GF-200, con precision de
0.01 g. Con esto se obtuvo el PT y PH, y con la suma de ambos el PTO. La PHT
se obtuvo del cociente de la division del PH entre el PT. El LH se midi6 desde la
ligula hasta el apice de la hoja y el AH se midio en la parte media de la lamina.
Ambos se midieron en tres hojas seleccionadas al azar y se promediaron. Para
obtener la AP se midi6 desde el suelo hasta la punta del tallo mas alto de la planta

y para la AF se midio del suelo hasta el término de la parte con mayor densidad de
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hojas. La PFA se obtuvo del cociente de la divisiéon del AF entre el AP. El ICC se
cuantifico con un dispositivo Opti-Sciences, modelo CCM-200 y se midio en la
parte media de tres hojas seleccionadas al azar.

La temperatura (T) media durante el experimento fue de 23.7 £ 5.6 °C, con
una minima de 10.1 y maxima de 44.7 °C. La humedad relativa (HR) media fue de
52.0 + 16.8 %. Las mediciones para caracterizar T y RH se realizaron con una
sonda modelo HMP60 (Vaisala, Woburn, MA, USA). Estos datos se registraron en
un datalogger CR1000 (Campbell Scientific Inc., Logan, UT, USA).
Caracterizacion Nutricional

La caracterizacion nutricional se realiz6 en el laboratorio de nutricion animal
de la Facultad de Zootecnia y Ecologia de la Universidad Auténoma de
Chihuahua. Esta se llevdé a cabo por medio de espectrofotometria de infrarrojo
cercano, mediante el dispositivo SpectraStar 2600 XT (Unity Scientific). Para ello
se utiliz6 el forraje producido en la evaluacion del primer y segundo afio en
conjunto. Esto debido a que las plantas se analizaron individualmente y con la
produccién de un solo afio no se obtuvo suficiente forraje para el analisis. En esta
etapa se analizé Unicamente los mutantes seleccionados como sobresalientes en
la caracterizacion morfolégica y las 10 plantas testigo. Para este andlisis, las
muestras obtenidas en la etapa anterior fueron molidas en un molino Wiley® con
malla de 1 mm. Las variables analizadas fueron porcentaje de fibra detergente
neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA), lignina detergente acido (LDA),
celulosa, hemicelulosa y proteina cruda (PC). Todas las determinaciones se
realizaron por duplicado para cada planta, en cada una de las variables. Los

mutantes fueron molidos y analizados individualmente, mientras que las 10 plantas
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del testigo se hicieron en conjunto. Los porcentajes de FDN, FDA, LDA y PC se
obtuvieron directamente del NIR, mientras que la hemicelulosa y celulosa se
calcularon mediante la diferencia entre FDN y FDA, y entre FDA y LDA,
respectivamente.
Andlisis Estadistico

El disefio experimental fue un completamente al azar. A los datos de
caracterizacion morfolégica y nutricional se les aplicé un analisis de componentes
principales (ACP), mediante la matriz de correlacion. La asociacion de las
variables originales con los componentes principales se determind mediante
andlisis de correlacion. Posteriormente, a los datos se les aplicé un analisis de
agrupamiento (AC) por el método de ligamiento Ward. En este analisis, el nUmero
de grupos se determindé con base en los pseudo estadisticos F y T2
Posteriormente, se realiz6 un andlisis de varianza multivariado (MANOVA) y
contrastes ortogonales, para evaluar las diferencias entre los grupos conformados
por el AC. Adicionalmente, los datos de la caracterizacion se analizaron mediante

ANOVA y comparacion de medias con la prueba de Dunnett (a=0.05).
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la evaluacion del primer afo, el analisis de componentes principales
mostrd que los dos primeros componentes principales (CP) explicaron el 60.7 %
de la variacion total. Al incluir un tercer CP se explicé el 76.2 % de la variacion
total. Las variables relacionadas con rendimiento de forraje tuvieron mayor
contribucion con el CP 1: peso de tallos (R= 0.85; P<0.0001), peso de hojas (R=
0.88; P<0.0001), peso total (R= 0.92; P<0.0001), numero de tallos (R= 0.85;
P<0.0001), diametro de macollo (R= 0.75; P<0.0001) y produccién de semilla (R=
0.75; P<0.0001). En el CP 2 las relacionadas con calidad de forraje fueron las de
mayor contribucién: proporciéon hoja-tallo (R= 0.65; P<0.0001), largo de hoja (R=
0.69; P<0.0001), ancho de hoja (R= 0.61; P<0.0001) e indice de concentracion de
clorofila (R=0.64; P<0.0001) (Gréfica 10).

El anélisis de agrupamiento integré a cinco grupos (R?= 0.50) de acuerdo a
los pseudo estadisticos F y T?, en la evaluacién del primer afio. Estos grupos
fueron significativamente diferentes entre si (P<0.0001) de acuerdo con el
MANOVA vy los contrastes ortogonales. No obstante, en solo uno de los grupos
conformados no se integré alguna de las plantas testigo (Grafica 11). Los
mutantes integrados en este grupo se caracterizaron por presentar valores medios
en las variables evaluadas. Debido a esto, el AC no permitié seleccionar mutantes
sobresalientes en atributos relacionados con calidad de forraje, por lo que la
seleccion se baso6 solamente en el ACP.

Para la evaluacion del segundo afio, los primeros dos CP explicaron el 59.9

% de la variacion total, mientras que con los primeros tres se explico el 73.4 %.
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Gréfica 10. Distribucion de la diversidad morfolégica de 70 mutantes y 10
individuos control (provenientes de semilla sin irradiar) de pasto africano
(Eragrostis lehmanniana), evaluados en etapa de madurez en su primer
afo de crecimiento.
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Grafica 11. Dendograma del andlisis de 10 variables morfolégicas evaluadas para 70 mutantes y 10 individuos control
(provenientes de semilla sin irradiar) de pasto africano (Eragrostis lehmanniana), evaluados en etapa de
madurez en su primer afio de crecimiento.
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Las variables de mayor contribucion con el CP 1 fueron peso de hojas (R=
0.90;P<0.0001), peso tallos (R= 0.62; P<0.0001), peso total (R= 0.78; P<0.0001),
proporcién hoja-tallo (R= 0.78; P<0.0001), altura de follaje (R= 0.72; P<0.0001),
proporcién follaje-altura (R= 0.66; P<0.0001), largo de hoja (R= 0.68; P<0.0001),
ancho de hoja (R= 0.57; P<0.0001) e indice de concentracién de clorofila (R=
0.68; P<0.0001). En el CP 2 las variables de mayor contribucién fueron peso de
tallos (R= 0.71; P<0.0001), peso total (R= 0.57; P<0.0001), produccién de semilla
(R= 0.62; P<0.0001) y largo de hoja (R= -0.53; P<0.0001). Por lo anterior, los
individuos con valores positivos en los CP 1y 2 fueron los que presentaron valores
sobresalientes en atributos relacionados con calidad de forraje como: proporcion
hoja-tallos, proporcion follaje-altura, ancho de hoja y largo de hoja (Gréfica 12).

El AC separ6 a los individuos en seis grupos (R?*= 0.51), de acuerdo a los
datos del segundo afio. No obstante, en solo uno de estos grupos no se integré
alguna planta testigo (Gréafica 13). Los mutantes integrados en esto grupo se
caracterizaron por presentar valores altos en atributos relacionados con
produccion y calidad de forraje. Ademas, este grupo fue significativamente
diferente a los deméas (P<0.0001). En esta etapa, los mutantes seleccionados
fueron los que presentaron valores altos en los CP 1 y 2, y aquellos que se
integraron al grupo sin plantas testigo. Sin embargo, la seleccién de mutantes

también se apoy6 en los valores obtenidos en las variables originales.

En general se encontré variabilidad morfolégica en ambas evaluaciones
(primero y segundo afo). Esto es congruente con diversas investigaciones

donde a través del uso de irradiacion gamma han logrado inducir variabilidad
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Gréafica 12. Distribucion de la diversidad morfolégica de 70 mutantes y 10
individuos testigo (provenientes de semilla sin irradiar) de pasto africano
(Eragrostis lehmanniana), evaluados en etapa de madurez en su
segundo afio de crecimiento.
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Grafica 13. Dendograma del analisis de 10 variables morfolégicas evaluadas para 70 mutantes y 10 individuos control

(provenientes de semilla sin irradiar) de pasto africano (Eragrostis lehmanniana), evaluados en etapa de
madurez en su segundo afio de crecimiento.
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fenotipica en diversos cultivos, tanto para consumo humano como para forraje
(Rashid et al., 2009; Abtahi y Arzani, 2013). Asi mismo, coincide con lo reportado
en algunos trabajos realizados en pastos. Un ejemplo de esto es el realizado por
Pongtongkam et al. (2006), quienes lograron obtener materiales de mayor
resistencia al estrés salino en pasto guinea (Panicum maximum). También, los
resultados coinciden con lo reportado por Lopez et al. (2011), quienes lograron
obtener nuevo germoplasma de pasto buffel, especie utilizada para rehabilitacion
de pastizales. Debido a la variabilidad morfolégica inducida, fue posible
seleccionar cuatro mutantes como sobresalientes en atributos relacionados con
calidad de forraje; 100-6, 200-6, 300-7, 450-7, 1400-2 y 1400-10.

Caracterizacion Nutricional

En esta evaluacién, los primeros dos CP explicaron el 94.8 % de la
variacion total Las variables de mayor contribucién con el CP 1 fueron FDN (R=
0.98; P<0.0001), FDA (R= 0.91; P<0.0001), hemicelulosa (R= 0.66; p=0.005), LDA
(R=0.93; P<0.0001) y PC (R=-0.88; P<0.0001). Las unicas variables que tuvieron
una contribucion significativa con el CP 2 fueron porcentaje de hemicelulosa (R=
0.74; P=0.0009) y celulosa (R= 0.97; P<0.0001). Por esta razon, aquellos
individuos con valores negativos en el CP 1 fueron los que presentaron menor
contenido de fibras (FDN, FDA y LDA) y mayor contenido de PC (Gréfica 14).

El anélisis de agrupamiento conformo solamente dos grupos (R?= 0.82), de
acuerdo a los pseudo estadisticos F y T? (Gréafica 15). El primer grupo quedo
conformado Unicamente por las plantas testigo, mientras que en el segundo se
Los mutantes 100-6 y 200-6 fueron los Unicos que presentaron menor contenido

de fibras totales, ya que presentaron menor (P<0.05) porcentaje de FDN, respecto
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Gréfica 14. Distribucion de la diversidad morfolégica de seis mutantes y 10

individuos testigo (provenientes de semilla sin irradiar) de pasto
africano (Eragrostis lehmanniana).
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Gréfica 15. Dendograma del analisis de seis variables bromatolégicas evaluadas
para seis mutantes y 10 individuos testigo (provenientes de semilla sin
irradiar) de pasto africano (Eragrostis lehmanniana).
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integraron solo las plantas testigo. Ademas, estos grupos fueron significativamente
diferentes entre si (P<0.0001).

al testigo. No obstante, los mutantes 200-6, 300-7 y 1400-10 fueron los Unicos que
presentaron menor (P<0.05) porcentaje de LDA, que el testigo. Por otro lado,
todos los mutantes evaluados presentaron mayor (P<0.05) contenido de PC que el
testigo (Cuadro 4). Por lo anterior, los mutantes 200-6, 300-7 y 1400-10 pueden
considerarse como materiales de mayor valor nutricional. Esto debido a que la
digestibilidad de especies forrajeras esta inversamente relacionada con su
contenido de estructuras fibrosas (Avila et al., 2010). Ademas, estos mutantes
presentaron una disminucién en el contenido de lignina en comparacion al testigo
de 20, 18 y 16 %, respectivamente. Este resultado puede indicar un importante
incremento en la calidad nutricional de los mutantes, ya que la lignina es un
componente indigestible que puede asociarse con la hemicelulosa mediante
enlaces covalentes. Esto dificulta la accién de las enzimas microbianas y por lo
tanto limita su digestion (Capanema et al.,, 2004; Ramirez et al., 2010). Sin
embargo, los cambios tanto fiscos como nutricionales observados en los mutantes
probablemente no sean suficientes para que sean materiales mayormente
preferidos por el ganado. Por esta razén, la semilla de los mutantes 200-6,
300-7 y 1400-10 se puede someter a irradiaciéon recurrente, con la dosis optima
de radiacion gamma recomendada para esta especie (Alvarez-Holguin et al.,
2018). De esta manera, se podrian obtener materiales de pasto africanos que

puedan sean mas consumidos por el ganado.
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Cuadro 4. Composicién bioquimica de seis mutantes y el genotipo comun de pasto africano (Eragrostis lehmanniana), en
etapa de madurez

Genotipo FDN FDA Hemicelulosa Celulosa LDA PC
Testigo 74.2 +0.26 40.0 £ 0.17 34.1+0.17 29.7+£0.15 4.47 +0.07 6.6 + 0.09
100-6 70.4 +£0.41* 38.4 +£0.22* 32.0 £ 0.19* 28.1+0.12 3.88 £ 0.07 10.3+0.17*
200-6 71.2+0.17* 38.0 £ 0.21* 33.1+0.03 29.5+0.03 3.54 £ 0.01* 11.1 + 0.10*
300-7 72.0+0.11 38.3 £ 0.08* 33.7+0.19 30.0+0.34 3.74 £ 0.14* 10.0 + 0.09*
450-7 72.7+0.34 38.1 + 0.08* 34.5+0.26 30.7 £ 0.05 3.80+0.21 9.0 + 0.06*
1400-2 72.7+0.81 38.1 + 0.58* 34.5+1.40 30.6 + 1.36 3.90 +0.04 10.4 + 0.34*
1400-10 71.8+1.98 37.7 £ 0.39* 34.0+£1.59 30.4+1.23 3.65 + 0.35* 104+0.14*

*Diferencias estadisticas significativas (Dunnett; P<0.05)
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El uso de radiacibn gamma genero amplia variabilidad morfolégica en
pasto africano. Lo anterior permitié seleccionar la primera generacion de
mutantes de mayor valor nutricional. Sin embargo, estos no presentaron
cambios sustanciales que pudieran incrementar su aceptacion por el ganado,
en comparacion con los materiales de pasto africano con los que
actualmente se cuenta. Debido a esto, se recomienda producir la segunda
generacion de mutantes a través de irradiacion recurrente en la semilla de

los mutantes seleccionados.
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