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MORFOLOGIA, CITOLOGIA Y BIOLOGIA REPRODUCTIVA DE
POBLACIONES DE Leptochloa dubia (Kunth) Nees Y Cenchrus
ciliaris L.

RESUMEN GENERAL

El objetivo fue caracterizar su morfologia, citologia y biologia reproductiva de
poblaciones nativas de Leptochloa dubia (Kunth) Nees, colectadas en el centro-
norte de México; siete nuevos genotipos y, el cultivar comercial “Frio” de pasto
Buffel (Cenchrus ciliaris L.), para definir la variabilidad natural disponible con el fin
de aprovecharlos sistematicamente produccion de forrajes. Para la caracterizacion
morfologica de L. dubia se realiz6 un analisis de comparacion de medias de
Hotelling (0=0.05) para datos multivariados, lo que permiti6 comprobar la
existencia de amplia variabilidad en los 17 descriptores, 57 poblaciones y seis
regiones evaluadas, lo cual fue corroborado con el Analisis de Componentes
Principales (ACP); ya que el acumulado en los tres primeros Componentes
Principales (CP) alcanzé 95%, el CP1 explic6 49%, CP2 36% y CP3 11% de la
variacion total. Las variables mas importantes en CP1 se relacionaron con la
inflorescencia y, para CP2, las variables relacionadas con rendimiento de forraje,
se detectaron poblaciones de las regiones Valle de México, Altos de Guanajuato y
Valle del Mezquital con caracteristicas morfolégicas interesantes para produccién
y calidad del forraje. Se determiné el nUmero cromosomico a 224 plantas de 67
poblaciones de Leptochloa dubia, el 96% fueron tetraploides (2n=4x=40) y 4%
diploides (2n=2x=20); al analizar las localidades y niveles de ploidia con el
estadistico al azar Qs, no fueron significativos, por lo que no hay diferencia entre
localidades, basandose en el nivel de ploidia. Se evaluaron los sacos
reproductivos de cuatro plantas de 40 poblaciones, se encontré6 que todos
presentaron un solo saco embrionario tipo Polygonum, se determind que el 81%
de espiguillas presentaron cleistogamia y 19% casmogamia. El porcentaje de
espiguillas con cleistogamia es mayor (P<0.05) en la base que hacia el borde de la
inflorescencia, en la base present6 95%, en la parte media 83% y terminal 64% de
la inflorescencia. Se encontraron diferencias (P<0.05) al comparar por regiones;

las poblaciones colectadas en el Valle de México, presentaron mayor porcentaje

Vi



de espiguillas con cleistogamia 86% Yy las que presentaron menor porcentaje
fueron las poblaciones de la regién Llanuras de Ojuelos con 76%. EI ACP para
caracteres reproductivos y morfologia de la inflorescencia mostr6 que en lo
acumulado los tres primeros Componentes Principales explicaron 64%, CP1 33%,
CP2 20% y CP3 11% de la varianza total. Las variables mas importantes para CP1
fueron porcentaje y longitud de anteras de espiguillas con cleistogamia en la base,
parte media y terminal de la inflorescencia. Para CP2 ramas por inflorescencia,
longitud de las ramas, espiguillas por rama de la inflorescencia y altura de planta.
Se evaluaron ocho genotipos de pasto Buffel tolerantes al frio, los siete nuevos
genotipos fueron tetraploides (2n=4x=36) y el cultivar “Frio” pentaploide
(2n=5x=45). Todos los genotipos presentaron sacos embrionarios multiples, lo que
indica que posee un sistema reproductivo apomictico por aposporia. EXxistid
variabilidad morfolégica, en rendimiento y calidad nutritiva entre los ocho
genotipos de pasto Buffel tolerantes al frio, las variables altura de planta, diametro
de tallo, largo de inflorescencia, materia seca de tallos y total se correlacionaron
positivamente (P<0.05) con FDN, FDA vy lignina, pero negativamente (P<0.05) con
relacion hoja:tallo, PC y digestibilidad in vitro de MS. Se clasificaron en tres
grupos: el grupo uno, se formé por los genotipos B-1, B-2, B-4, B-5 y B-6; éstos,
se correlacionaron positivamente (P<0.05) con las variables rendimiento de MS
total, pero presentaron menor calidad de MS; el grupo dos, se constituyo por B-3 y
B-Frio; los cuales, se asociaron con variables de calidad del forraje, pero
presentaron menor rendimiento de MS; el grupo tres se conformé por el genotipo
B-7, que present6 caracteristicas asociadas al rendimiento de semilla.

Palabras clave: Leptochloa dubia, Cenchrus ciliaris, caracterizacion morfologica,
namero de cromosomas, sacos embrionarios.
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MORPHOLOGY, CYTOLOGY AND REPRODUCTIVE BIOLOGY OF
POPULATIONS OF Leptochloa dubia (Kunth) Nees AND Cenchrus
ciliaris L.

GENERAL ABSTRACT

With the objective to characterize through morphology, cytology and reproductive
biology of native to Mexico populations of Leptochloa dubia (Kunth) Nees collected
within Northern-Central Mexico, as well as seven new cold resistant genotypes and
the commercial variety “Frio” of Buffelgrass (Cenchrus ciliaris L.) were evaluated to
use systematically these plant resources for forage production. For L. dubia
morphological characterization a Hottellin’s (0=0.05) analysis for mean
comparation for multivariate data was performed, allowing to probe the availability
of a wide diversity through 17 descriptors for 57 plant populatations from six
geographic evaluated areas and this was reinforced through Principal Component
Analysis (ACP) explained 95% with the cumulative value of the three principal
components (CP). The first CP explained 49%, CP2 36%, and CP3 11% of the
total variation. The CP1’'s most important variables were related to inflorescence
traits. For CP2 the related variables included forage production traits, detecting
populations form Valle de México, Guanajuato Plateau and Mezquital Valley
comprending interesting morphological traits for forage production and quality.
Most 96% of the analyzed populations were tetraploid (2n=4x=40) and 4% were
diploid (2n=2x=20); analyzing localities and ploidy levels using random statistic Qs,
no difference among localities was detected based on ploidy level. Embryo sac
development was analyzed for four plants from each of 40 populations, and all
populations contained only one embryo sac Polygonum type. It was determined, as
a mean value that 81% of the spikelets from the inflorescence were cleistogamous
and 19% were chasmogamous. Cleistogamous spikelets percentage was higher
(P<0.05) from the inflorescensce’s base (95%) through the apice (central part,
83%; apical portion, 64%). Comparing regions, differences (P<0.05) were
detected, Valle de México’s populations showed higher cleistogamous spikelets
(86%) and the lowest percentage were detected on the Llanuras de Ojuelos region

(76%). The ACP for reproductive traits and inflorescence’s morphology showed
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that the first three PC explained 64%: CP1 33%, CP2 20% and CP3 11% of the
total variance. The most important variables for CP1 included percentage and
anther’s length from basal, middle and apical cleistogamous spikelets. For CP2,
these included ramets from inflorescence, length of ramets, spikelets per ramet,
and plant height. Eight Buffelgrass cold tolerant genotypes were evaluated and
seven new genotypes were tetraploid (2n=4x=36) and the cultivar Frio was
pentaploid (2n=5x=45). All evaluated genotypes showed multiple embryo sacs per
ovule indicating aposporic apomixis presence within these genotypes. Plant
diversity was observed for morphology, productivity and forage nutritive value
among the evaluated material. Plant height, forage height, stem diameter,
inflorescence length, dry matter from stems, and total dry matter were positively
related (P<0.05) to NDF, ADF, and lignin; but, negatively (P<0.05) to leaf:stem
ratio, CP, and in vitro DM digestibility. Three groups were defined; group one
included genotypes B-1, B-2, B-4, B-5, and B-6; these were positively related
(P<0.05) to DM production variables, but showing lower forage quality; group two
was integrated with B-3 and B-Frio and was associated with forage quality traits;
group three was conformed for B-7 genotype, showing traits associated to seed

production.

Key words: Leptochloa dubia, Cenchrus ciliaris, morphology characterization,
chromosome number, embryo sac analysis.



CAPITULO I.

INTRODUCCION GENERAL



1.1. Introduccioén

El territorio mexicano esta conformado por 196.4 millones de hectareas, de las
cuales 109.8 millones de has (56%), son utilizadas para actividades pecuarias,
principalmente en sistemas de pastoreo extensivo (INEGI, 2012). La ganaderia es
una actividad muy importante en lo econdmico y social, comprende 3.4 millones de
unidades de produccion pecuaria, crea mas de un millén de empleos directos y
12.4 millones indirectos (Villamar, 2008). El PIB del sector agropecuario y forestal
en 2010 fue 324 mil millones de pesos, de los cuales el sector ganadero
representd el 33% (INEGI, 2012). Existe una poblacion ganadera de 32 millones
642 mil cabezas de bovinos, 9 millones de caprinos y 8 millones de ovinos,
ofertando 5,615,000 toneladas de carne, 10,549 millones de litros de leche y
exportando mas de un millébn de cabezas de ganado en pie a Estados Unidos
(SIAP, 2012).

Para la alimentacion del ganado, los forrajes son la fuente mas econdmica de
proporcionar nutrientes (Jiménez, 1993). En México se producen 189.6 millones
de t MS afio™, el 72% procede de praderas y pastizales; por tanto, la importancia
de realizar investigaciones en especies nativas e introducidas, con alto potencial
de produccion, es notoria. México es un importante centro de origen y
diversificacion de gramineas, se han registrado 1182 especies con un total de
1278 taxas (especies con sus categorias infraespecificas incluidas) de los cuales
1119 son nativos y 159 introducidos (Davila et al., 2006). Mejia y Davila (1992),
encontraron que 532 especies de gramineas tienen uso forrajero, dentro de estas,
229 especies presentan valor regular; 196, bueno y 45, excelente. La mayoria de
las gramineas calificadas como excelentes, se distribuyen en zonas semiaridas de
los pastizales del noroeste de México, esta zona es diversa y rica en especies con
buen potencial agronémico, que pueden competir o superar a las introducidas en
esta region, entre los que se encuentran los pastos Gigante [Leptochloa dubia
(Kunth) Nees], Navajita [Bouteloua gracilis (Willd. ex Kunth) Lag. ex Steud.],
Banderita [B. curtipendula) (Michx. Torr.], Tempranero [Setaria macrostachya
(Kunth) Nees], Punta blanca [Digitaria californica (Benth.) Henrard], entre otros
(Morales et al., 2006; Rzendowski, 2006; Quero et al., 2007; Quero et al., 2010).



Leptochloa dubia (Kunth) Nees, es una valiosa graminea forrajera nativa de los
pastizales de zonas semiaridas de México (Cantu, 2011), posee buen potencial de
produccion de forraje en zonas de escasa precipitacion, tolerancia al frio, alto valor
nutritivo y produce alta cantidad de semilla (Polk et al., 1976; Sanchez, 1976;
Pitman, 1980; Lesur, 2010). En la actualidad, el interés por utilizar gramineas
forrajeras nativas es creciente, debido béasicamente, a la adaptacion
edafocliméatica de su regiébn de origen y alterar menos los ecosistemas con
introduccion de plantas exoticas (Valdés y Cabral, 1994; Nabinger, 1997). Sin
embargo, la diversidad intraespecifica de esta y otras especies nativas permanece
practicamente inexplorada, por lo que se requiere estudiar su morfologia, citologia,
biologia reproductiva y organizacion molecular; lo cual, es basico para llevar acabo
programas de seleccion y mejoramiento genético, con la consecuente utilizacion y

preservacion de la especie (Do Valle et al., 2007; Quero et al., 2007).

Se han introducido a México 159 especies de gramineas, principalmente de Africa
(Davila et al., 2006), para el tropico y zonas aridas sin heladas; éstas gramineas
han superado a las nativas en cuanto a la produccién de forraje, por lo que su
introduccidn es una estrategia para incrementar el rendimiento de las praderas
(Quero et al., 2010; Enriquez et al., 2011), una de las especies con mayor éxito en
las zonas aridas y semiaridas sin heladas, ha sido el pasto Buffel (Cenchrus ciliaris
L.) originario de Africa, introducido a México en 1954, posee resistencia a sequias
prolongadas, pastoreo, produce forraje de buen valor nutritivo y muy apetecido por
el ganado (Ibarra et al., 1991; Bogdan, 1997). La produccién de forraje y valor
nutritivo del Buffel es igual o superior al de la mayoria de las especies de pastos

nativos y mayor a las especies introducidas (Mutz y Drawe, 1983).

Se estima que en México existen mas de 4 millones de has establecidas con
Buffel, principalmente, en los estados del noreste y noroeste del pais (Alcala,
1995). Sin embargo, una de las principales limitantes en el establecimiento y
crecimiento de es la presencia de heladas, por esta razén tiene problemas para su

establecimiento en la region del altiplano mexicano.



El primer paso en la seleccion del germoplasma vegetal es la caracterizacion,
morfologica, citoldgica, biologia reproductiva y molecular (Bhat et al., 2005).
Mediante la caracterizacion morfolégica es posible visualizar variabilidad
fenotipica, aspectos relacionados con la produccion y calidad del forraje; namero
de cromosomas, nivel de ploidia, tipo reproductivo, esto es necesario para
determinar la compatibilidad reproductiva y llevar acabo programas de
cruzamiento; las diferentes técnicas de marcadores moleculares AFLP, RAPD,
RFLP y SSR, auxilian en la deteccion de la diversidad existente entre genotipos a

nivel molecular (Ozias et al., 1993; Do Valle et al., 2007).

Se han realizado pocas investigaciones en donde se caracteriza debidamente el
germoplasma de especies nativas forrajeras, que involucre caracteres
relacionados con potencial agronOmico, citolégico, biologia reproductiva y
molecular. En México solamente se han efectuado trabajos de este tipo en el
Colegio de Postgraduados en Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr. y
Hymenachne amplexicaulis (Rudge) Nees, en el INIFAP en Bouteloua gracilis
(Willd. ex Kunth) Lag. ex Steud y Digitaria californica (Benth.) Henrard; sin
embargo, no se ha dado seguimiento y no han liberado materiales sobresalientes,
mientras que en el pasto Buffel (Cenchrus ciliaris L.), en el INIFAP se han liberado
variedades tolerantes al frio como Zaragoza-115, pero no ha tenido mucho éxito,
por lo tanto se debe de seguir generando investigacion tendiente a caracterizar y
generar genotipos que puedan producir forraje de calidad en condiciones
ambientales restrictivas. Con base en la anterior problematica presentada se

plantean los siguientes objetivos:

1.2. Objetivos

1. Caracterizar la diversidad morfolégica, citoldégica y biologia reproductiva de
poblaciones nativas de la zona centro-norte de México de Leptochloa dubia
(Kunth) Nees.

2. Caracterizar la diversidad morfoldgica, citologica, sistema reproductivo y valor
nutritivo de siete genotipos silvestres y el cultivar comercial Buffel “Frio” de

Cenchrus ciliaris L. tolerantes a frio introducidos de Africa.
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CAPITULO II.

REVISION GENERAL DE LITERATURA



2.1. Recursos Forrajeros en México

La ganaderia mexicana basa su sustento en el aporte nutricional del forraje de
pastizales nativos, praderas cultivadas, esquilmos agricolas y cultivos forrajeros
(Villegas et al., 2001). El forraje proporciona a los rumiantes nutrimentos en forma
econdmica, comparado con otros alimentos que son altamente demandados por
otras especies, ya que existe alta disponibilidad del recurso en la naturaleza
(Jiménez, 1993). Villamar (2008) sefialé que se produjeron 189.6 millones de t MS
afio™; de las cuales, el 42% corresponde a praderas, 30% pastizales, 24%
esquilmos agricolas y 4% cultivos forrajeros. Sin embargo, las estadisticas
cambian para cada region, por ejemplo en el norte de México, mas del 80%
corresponde a pastizales, siendo esta la principal fuente de alimentacion (Cantq,

2011).

México es el centro de origen y diversificacion de un gran numero de recursos
forrajeros, inexplorados de gramineas y leguminosas con amplio potencial de
produccion (Quero et al., 2010a). Valdés y Davila (1995), reconocen la existencia
de 206 géneros de los cuales 22 son clasificados como monotipicos, 11
endémicos, 49 introducidos y 13 tienen mas de 20 especies concentrandose la
mayoria en: Agrostis (21), Aristida (49), Bothriochloa (19), Bouteloua (59), Bromus
(25), Digitaria (27), Eragrostis (54), Festuca (30), Mulhembergia (111), Panicum
(69), Paspalum (85), Setaria (30) y Sporobolus (30). Asi mismo Reeder (1969),
sefalé que existen mas géneros de gramineas dioicas en México que en ningun

otro pais del mundo, con 16.

Mejia y Davila (1992), encontraron que 532 especies de gramineas tienen uso
forrajero, dentro de éstas 229 presentan valor regular, 196 bueno, 45 excelente y
las 62 restantes falta informacion. Los pastizales son sitios en los que se produce
forraje de manera natural para la alimentacion del ganado y fauna silvestre, se
componen principalmente por especies nativas, constituyen zonas extensas del
centro y noroeste del pais, pero la mayor parte se encuentran en condicion pobre;
agui es donde se encuentra la mayor diversidad de gramineas nativas con
potencial forrajero (COTECOCA, 1978; Quero et al., 2010a). Los principales



géneros de gramineas en estas comunidades incluyen: Bouteloua, Aristida,
Lycurus, Leptochloa, Setaria, Andropogon, Hilaria, Sporobolus, Cynodon vy
Eragrostis (Cantu, 2011). Se estima que anualmente se producen 56.4 millones de
t MS de forraje (Villamar, 2008).

En la actualidad, existen 11.9 millones de has de praderas cultivadas y producen
80 millones de t MS afio™ de forraje, principalmente en los estados del trépico
como: Veracruz con 3.1 millones de hectareas, Chiapas 1.5, Tamaulipas 1.1,
Tabasco 819 mil, Sonora 665 mil, Yucatan 661 mil, Campeche 514 mil, Oaxaca
510 mil y Nuevo Ledén 501 mil has (Villamar, 2008). Las gramineas mas utilizadas
en las praderas en el pais son de origen africano entre las que destacan: Buffel
(Cenchrus ciliaris L.), Guinea (Panicum maximum Jacg.), Bermuda (Cynodon
dactylon L.), Estrella de Africa (C. plectostachyus Vanderyst.), Insurgente
(Brachiaria brizantha), Llanero (Andropogon gayanus Kunth.), Elefante
(Pennisetum purpureum Schum.), Jaragua (Hyparrhenia rufa), Lloron (Eragrostis
curvula), Klein (Panicum coloratum), entre otros. Mientras que la mayoria de las
leguminosas forrajeras de tropico son originarias de Latinoamérica como: Guaje
[Leucaena leucocephala (Lamark)], Centro (Centrosema brasilianum), Cacahuatillo
(Arachis pintoi Krapovickas) y Cocoite (Gliricidia sepium Kunth; Harlan, 1983;
Enriquez et al., 1999).

Los cultivos forrajeros representan una importante fuente de alimentacion para la
produccion animal, principalmente en sistemas de bovinos de leche altamente
tecnificados (Villamar, 2008). Se siembran cerca de 2 millones de has de cultivos
forrajeros en México, entre los que destacan alfalfa (383,436 ha), maiz (535,620
ha), avena (788,521 ha), sorgo (215,618 ha), cebada (27,585 ha) y ballico (19,835
ha), entre otros y los estados que mas destacan son Chihuahua (228,617 ha),
Jalisco (148,856 ha), Zacatecas (136,221 ha) y Durango (115,517 ha) (SIAP,
2012).

Otra fuente importante de alimento para el ganado proviene de los esquilmos
agricolas, se ha estimado que nuestro pais produce alrededor de 46 millones de t

MS afio?, destacandose la produccién de esquilmos de maiz con 34, papa 6 y
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trigo 2.4 millones de t MS afio™ (Villegas et al., 2001; Villamar, 2008). El consumo
de esquilmos es de gran importancia en algunas regiones agricolas de México, ya
gque gran parte del ganado se mantiene de esquilmos en época de estiaje
(Jiménez, 1993).

2.1.1. Recursos forrajeros nativos de México

Los recursos forrajeros nativos de Meéxico y el continente Americano son
abundantes de forma natural, aunque no bien conocidos en parte por la
introduccién de especies forrajeras que ha ocurrido en los ultimos 50 afos (Pyke,
1990). México es un importante centro de origen y diversificacion de gramineas,
de las 1119 especies nativas que existen en el territorio mexicano, 21.7% son
endémicas, siendo la tribu Eragrostidae la que presenta mayor numero de

especies endémicas con 73 (Valdés y Cabral, 1993; Davila, et al., 2006).

Mejia y Davila (1992), reconocen la existencia de 532 especies de gramineas
nativas con potencial forrajero, 45 de éstas como excelentes, entre las que
encuentran en regiones de tropico: especies de los géneros Axonopus, Paspalum,
Echinochloa, Hymenachne y Tripsacum (Hernandez, 1958; Granados y Lépez,
1980; Valdés y Davila, 1995; Enriquez et al., 1999). En la region templada:
especies de los géneros Bouteloua, Bromus, Muhlenbergia, Lycurus, Stipa,
Piptochaetium, Aristida, Panicum, Setaria, Andropogon y Elyonurus; sin embargo,
solo se encuentra en areas montafiosas, la vegetacion nativa es escasa, es donde
se ubica la mayor poblacibn humana del pais, las tierras fueron sometidas a
agricultura intensiva (Hernandez, 1958; De Alba, 1976; Granados y Lopez, 1980;
Cantu, 1990; Valdés y Davila, 1995). En las zonas semiaridas existe una franja
extensa de pastizales que se extiende, a lo largo de la base de la Sierra Madre
Occidental, se ubica en zonas de transicion entre los bosques y matorral xeréfilos,
desde el norte de Guanajuato hasta Sonora y ocupa del 10 al 12% del territorio
nacional, es donde existe la mayor diversidad de especies de gramineas nativas
con potencial forrajero, siendo competitivas hasta con especies introducidas

(Rzendowski, 2006; Quero et al., 2010a). Entre las especies forrajeras mas
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importantes se encuentran al pasto Gigante [Leptochloa dubia (Kunth) Nees],
Navajita [Bouteloua gracilis (Willd. Ex Kunth) Lag. Ex Steud.], Banderita [B.
curtipendula (Michx.) Torr.], Navajita Velluda (B. hirsuta Lag.), Tempranero
[Setaria macrostachya (Kunth) Nees], Punta blanca [Digitaria californica (Benth.)
Henrard], Toboso (Hilaria mutica), Salado (Distichlis spicata), pasto Alcalino
(Sporobolus airoides), entre otros (Hernandez, 1958; Granados y Lopez, 1980;
OrtegOn y Sathyanarayanaiah, 1985; Morales et al., 2006; Quero et al., 2007;
Quero et al.,, 2010a). La capacidad de carga de estos pastizales oscila entre 5
ha/UA cuando estan en condicién excelente sobre planicies, tierras bajas y valles,
a mas de 40 ha/UA en condicidén pobre sobre las pendientes de las sierras (FIRA,
1986).

2.1.2. Recursos forrajeros introducidos

Davila et al. (2006) mencionan que se han introducido a México 159 especies de
gramineas, la mayoria son cultivadas en praderas y otras son importantes
malezas en los cultivos. La introduccion de gramineas inicié desde la época de la
colonia con la entrada de cultivos forrajeros para regiones templadas como trigo,
avena, cebada, centeno y sorgo (Leon, 1968). Posteriormente, continué con la
introduccion de pastos nativos principalmente de Africa y Asia para regiones
tropicales, aridas y semiaridas. Algunas de las méas importantes en las zonas
aridas y semiaridas son Cenchrus ciliaris, Panicum coloratum, Eragrostis curvula,
Dichanthuium annulatum, en trépico Cynodon dactylon, C. plectostachyus,
Panicum maximum, Brachiaria brizantha, B. dictyoneura y Andropogon gayanus
(Beltran, 2010).

La introduccién de pastos Africanos a México se remonta a 1872 cuando fue
introducido el pasto Para (Brachiaria mutica), en la década de 1880 el pasto
Guinea (Panicum maximum), en 1920 y 1924 los pastos Jaragua (Hyparrhenia
rufa) y Gordura (Melinis minutiflora) respectivamente, procedentes de islas del
Caribe, a su vez traidos de la costa occidental y del suroeste de Africa en barcos
mercantes o de esclavos (Parsons, 1972). Posteriormente, se introdujeron
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especies como zacate Taiwan (Pennisetum purpureum), Pangola (Digitaria
decumbens) en 1953, Estrella de Africa (Cynodon nlemfuensis) en la década de
1960 (Meléndez et al., 1980; Enriquez et al., 1999). En 1954 el pasto Buffel fue
introducido a zonas aridas y semiaridas sin heladas, la variedad comun T-4464, en
la década de 1960 fueron introducidos el pasto Lloron (Eragrostis curvula) y Klein

(Panicum coloratum) procedentes de Estados Unidos (Ibarra et al., 1991).

En la década de 1980 en el programa de forrajes del INIFAP evalué gran niumero
de accesiones de Andropogon gayanus, Brachiaria decumbens, B. brizantha, B.
humidicola, B. dictyoneura, B. ruziziensis, Panicum maximum vy liberaron las que
presentaron mejor adaptacion a las condiciones del trépico de México (Beltran,
2010; Enriquez et al., 2011). A partir de la liberacion de éstas, en 1989 se iniciaron
las siembras de praderas tropicales con nuevas especies o cultivares a gran
escala en gran parte del tropico mexicano (Enriquez et al., 2010). En los afios mas
recientes las especies del género Brachiaria han cobrado importancia en cuanto a
su superficie sembrada, siendo las principales el Sefal (Brachiaria decumbens),
Insurgente y Toledo (B. brizantha), Humidicola (B. humidicola) e Islefio (B.
dictyoneura), con una superficie sembrada entre 1990 y 2003 de 3.6 millones de
has (Holmann et al., 2004; Enriquez et al., 2010).

2.2. Recursos Genéticos en Plantas Forrajeras
2.2.1. Germoplasma de plantas forrajeras

Los tres bancos internacionales de germoplasma de plantas forrajeras mas
grandes del mundo (CIAT, CSIRO, ILRI; Cuadro 2.1), poseen alrededor de 39,000
accesiones de aproximadamente 2,000 especies de gramineas, leguminosas y
arbustos forrajeros (Hansson y Maass, 1999). La coleccién de forrajes fue
priorizada entre 1970 y 1980 por los Institutos internacionales como CIAT, CSIRO,
ILRI'y IPGRI en colaboracién con instituciones nacionales de los paises en donde
se realizaron las colectas (Schultze-Kraft et al., 1993) y la atencion principal de

estos bancos de germoplasma ha sido la colecta de leguminosas, por su alto
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contenido de proteina, digestibilidad, los arboles y arbustos producen forraje en la

época seca.

En 1996 en el CIAT, el 89.2% eran leguminosas y el 9.8% gramineas (Torres,
1996). Los principales géneros de estos bancos son 22 de leguminosas (Acacia,
Arachis, Cajanus, Calliandra, Canavalia, Cassia, Centrosema, Cratylia,
Desmanthus, Desmodium, Leucaena, Stylosanthes, entre otras), 12 de gramineas
(Andropogon, Brachiaria, Bothriochloa, Cenchrus, Chloris, Digitaria, Eragrostis,
Hyparrhenia, Panicum, Paspalum, Pennisetum y Sorghum) y 14 arbustos

forrajeros.

Cuadro 2.1. Numero de especies (y accesiones) de gramineas, leguminosas y
arbustos forrajeros en los tres principales bancos internacionales de germoplasma
de plantas forrajeras.

CIAT CSIRO ILRI
Gramineas 105 (1,880) 252 (2,670) 139 (1,820)
Leguminosas 345 (15,980) 518 (9,210) 233 (4,250)
Arbustos 66 (720) 154 (1,420) 183 (1,450)
CIAT = Centro Internacional de Agricultura Tropical, Cali, Colombia; CSIRO = Commonwealth and
Industrial Research Organization, Australia; ILRlI = International Livestok Research Institute,

Etiopia. Jank et al., (2005).

En el Cuadro 2.1, se observa que las accesiones de leguminosas predominan en
las colectas de estos tres bancos de germoplasma con porcentajes de 86, 69 y
57%, gramineas de 10, 20 y 24% y arbustos forrajeros 4, 11 y 19%, para el CIAT,
CSIRO vy ILRI, respectivamente (Jank et al.,, 2005). También existen muchas
colectas en instituciones nacionales, que poseen bancos de germoplasma
especializados de algun género o especie en patrticular, tal es el caso del Banco
Mundial de Germoplasma para Cenchrus ciliaris L. de la Universidad de Texas
A&M, que posee 800 accesiones colectadas en Sudafrica en 1976 (Hignight et al.,
1991).
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2.3. Caracterizacion del Germoplasma: Consideraciones sobre
Morfologia, Citologia y Citoembriologia

Caracterizacion es la descripcion de la variacion realizada en una coleccion de
germoplasma, en términos de caracteristicas morfolégicas, fisioldgicas,
citologicas, bioguimicas, citoembrioldégicas y moleculares con alta heredabilidad,
es decir caracteristicas cuya expresion es altamente independiente del ambiente
(Schultze-Kraft, 1990).

La caracterizacion del germoplasma puede ser realizada de diferentes maneras,
por ejemplo, a través del analisis morfolégico (altura de planta, tamafio de hojas,
relacion hoja:tallo, duracion del periodo vegetativo, floracién y fructificacién),
agronomicas (produccion de forraje, semilla, resistencia a condiciones ambientales
y enfermedades), bioquimicas (flavonoides e isoenzimas), moleculares
(marcadores de ADN), citolégica (niumero cromosomico, nivel de ploidia y fertilidad
de los granos de polen), citoembriol6gica (desarrollo y tipo del saco embrionario,
regularidad meidtica, megasporogénesis y gametogénesis) son fundamentales
para el establecimiento de estrategias de seleccion y cruzamiento,
aprovechamiento sistematico de los recursos naturales, en programas de
seleccibn y mejoramiento de plantas (De Oliveira, 2008). El objetivo de la
caracterizacion es conocer y clasificar la diversidad del germoplasma, en base a
caracteristicas relacionadas en alguna forma con la utilidad y uso potencial del
material (Schultze-Kraft, 1990).

2.3.1. Caracterizacion morfologica

Es la determinacion de la variabilidad morfolégica existente en una especie, es
uno de los pasos iniciales y de menor costo para dimensionar la diversidad
potencial del germoplasma, de una coleccion para su empleo inmediato o posterior
en un programa de mejoramiento genético (Sawasato, 2007). La caracterizacion
morfologica tiene como objetivo conocer el material con que se va a trabajar y
detectar la diversidad existente. En los proximos pasos sera asociar las

caracteristicas de interés agrondmico con las genéticas, estas estimaciones son

15



fundamentales en los siguientes pasos de un programa de mejoramiento
(Schultze-Kraft, 1990).

Los descriptores morfolégicos deben ser altamente heredables, que sean
detectados a simple vista y se expresen igual en todos los ambientes (Franco e
Hidalgo, 2003). Las estructuras mas importantes para la caracterizacion
morfologica son aquellos que estan menos influenciados por el ambiente, flor y
fruto en importancia decreciente hojas, tallos, raices y tejidos celulares (Enriquez,
1991).

Morales et al. (2008), en un estudio de la diversidad morfologica existente en
poblaciones nativas de Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr., encontraron ecotipos
con alto potencial forrajero de acuerdo a su variabilidad morfologica, al disponer
de buena riqueza genética del pasto Banderita, con atributos forrajeros
sobresalientes para ser incluidos en programas de mejoramiento y restauracion de
pastizales. Las variables que mas contribuyeron en la expresion de la diversidad

fueron longitud de la inflorescencia, diametro del tallo y altura del forraje.

Bortolini et al. (2006) caracterizaron una coleccion de Trébol blanco (Trifolium
repens L.) evaluaron nueve caracteristicas morfologicas, el area foliar fue
encontrada como la caracteristica con mayor contribucion relativa para la
diversidad genética (24%), la cual fue importante en la seleccion de tipos
morfologicos mas persistentes, a condiciones adversas de altas temperaturas y

humedad relativa.

Morales et al. (2009) analizaron la diversidad morfolégica de 173 ecotipos de
[Bouteloua gracilis (Willd. ex Kunth) Lag. ex Steud.], colectados en diferentes sitios
del estado de Chihuahua, evaluaron 12 caracteristicas morfologicas, las
principales variables que aportaron mayor variacion fueron rendimiento de forraje,
densidad de tallos y altura del forraje, entre estas tres variables explicaron el
57.3% de la variacion total. Detectaron alta variabilidad morfologica y ecotipos con

atributos forrajeros sobresalientes.
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2.3.2. Caracterizacion citologica

La caracterizacion citolégica deberia de ser un prerrequisito en la actividad basica
de caracterizacion de colecciones de germoplasma (Sybenga, 1998). La
caracterizacion citoldgica contempla entre otros aspectos, el conteo de
cromosomas, determinacion del nivel de ploidia, clasificacién del comportamiento
meidtico, fertilidad del polen, afinidad genémica entre accesiones y entre hibridos
interespecificos (Pagliarini y Pozzobon, 2004). La informacién basica obtenida de
estudios citolégicos contribuye directamente en los programas de mejoramiento de
plantas, para realizar los esquemas de cruzamientos entre los diferentes
individuos de una misma especie 0 especies emparentadas (Hanna, 1980). La
caracterizacion citolégica tiene como objetivo principal, analizar y explicar la
estructura y comportamiento de los cromosomas, asi como las funciones de éstos
de conservar la informacidn genética, transmitirla y regular las funciones celulares,
mediante el estudio de los controles y variaciones, sus consecuencias genéticas e
implicaciones evolutivas y en mejoramiento genético de las plantas (Lacadena,
1996).

A pesar de la importancia del niumero cromosémico en sistematica y evolucion,
apenas han sido registradas 25% de angiospermas (Bennett, 1998) y en la
mayoria de éstas especies los datos basicos acerca de los cromosomas son
incompletos, deberia ser una prioridad importante recopilarlos debido a los
problemas que se tienen a nivel mundial de preservacion de los recursos

genéticos (Stace, 2000).

Los estudios citologicos permiten obtener informacion basica en relaciones
filogenéticas, evolutivas y polimorfismos intra e interespecifico (Pozzobon et al.,
2006). El conocimiento citolégico es de gran importancia en un programa de
mejoramiento, en la seleccion de individuos revelando posibles alteraciones en la
fertilidad de los individuos, para formular la metodologia que se va a emplear en
los programas de mejoramiento, esquemas de cruzamiento y manipulacion

genética (Sybenga, 1998).
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Valls (1978), estudio la biosistematica del género Leptochloa con énfasis especial
en Leptochloa dubia, encontr6 que la poliploidia es comun en este género,
Leptochloa chinensis, L. dubia, L. neesii y L. uniflora mostraron que tienen mas de
un nivel de ploidia; L. chinensis y L. uniflora, aparentemente incluye aneuploides,
al caracterizar diferentes accesiones de L. dubia encontré cuatro accesiones

tetraploides (2n=4x=40) y ocho octoploides (2n=8x=80).

Morales et al. (2007), determinaron el nimero cromosomico y nivel de ploidia en
188 ecotipos de Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr., encontraron amplia
variacion citolégica cuyo numero varié de 19 a 107 cromosomas y su nivel de
ploidia fue desde diploide (2n=2x=20) hasta decaploide (2n=10x=107).

2.3.3. Caracterizacion citoembrioldgica

Es el estudio del desarrollo del saco embrionario y las variantes que existen dentro
y entre especies, para esto existen en general dos técnicas: 1) se hacen
traslucidos los tejidos in toto mediante el uso de compuestos quimicos como Metil
Salicilato, Bencil Benzoato y Dibutilftalato, se puede observar dentro del saco
embrionario, el nimero de nucleos que posee y determinar si es sexual o
apomictico (Young et al., 1979); en muchos casos, especialmente en especies
diplospdricas, serd necesario revisar la meiosis de la célula madre de la
megaspora, para discriminar entre individuos sexuales y apomicticos; esto es,
antes del desarrollo del saco embrionario. 2) Mediante cortes histolégicos, en esta
técnica los tejidos son fijados (generalmente en alcohol, acido acético o formol)
para preservar la morfologia celular, posteriormente se impregnan en parafina, se
realizan cortes con micr6tomo que van de 5 a 12 um, se adhieren al portaobjetos y

se tifien en colorantes como safranina, fast-green, etc. (Alonso, 2011).

Estas técnicas permiten realizar estudios de apomixis, mediante la diferenciacion
de los tipos de sacos embrionarios que presentan, se identifica el tipo Polygonum
(octanucleado) de los sacos sexuales con una ovocélula, dos nucleos polares, tres

antipodas y dos sinérgidas, mientras que los apomicticos aposporicos tipo
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Panicum son (tetranucleados), carecen de antipodas y poseen un nucleo polar
(Sherwood, 2001).

Nidikudama y De Leeuw (1998), compararon el desarrollo sexual con el
aposporico, dentro de los sacos embrionarios de Brachiaria decumbens y B.
brizantha, y observaron que los materiales apomicticos de ambas especies
presentaron un desarrollo similar de los sacos embrionarios, de los cuales

maduraron primero los sacos aposporicos y luego los meiéticos.

Rabau et al. (1986), encontraron dos tipos de sacos embrionarios diplospdéricos en
pasto Lloron (Eragrostis curvula). El tipo mas frecuente consiste en un saco
monopolar tetranucleado, con dos sinérgidas, una oosfera y un ndcleo polar
agrupados en el extremo micropilar. Una variante de este saco presentd dos
nacleos polares y una sola sinérgida. El segundo tipo de saco es bipolar, con dos
pares de nucleos separados por una vacuola. El desarrollo posterior produce un
saco 6 a 7 nucleado, con una oosfera, dos sinérgidas, dos nucleos polaresy 3 6 4

antipodas en el extremo calazal.

En especies con cleistogamia y casmogamia se estudia la sincronizacion de la
antesis con la formacion del embrion. Caponio y Rua (2003), en Digitaria bicornis
examinaron el saco embrionario en antesis, encontraron que en espiguillas con
cleistogamia ya habia ocurrido la polinizacion debido a que se encontraba el
embrion en desarrollo y formacién de endospermo, mientras que en las espiguillas
con casmogamia observaron el saco embrionario con su oosfera, dos sinérgidas,

dos nucleos polares y varias antipodas.

2.4. Género Leptochloa

Leptochloa es un género que comprende aproximadamente 32 especies con 10
subespecies anuales y perennes (Snow, 1997), algunas de las cuales son de
importancia econdmica y ecologica como malezas (L. coerulescens, L. fascicularis,
L. filiformis, L. scabra y L. uninervia) y otras como forrajeras (L. dubia, L. chinensis,
L. obtusiflora y L. paniceae) distribuidas en las regiones tropicales y subtropicales

del mundo (Watson y Dallwitz, 1992). En el continente Americano se han
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reportado 17 especies de Leptochloa y 13 de éstas son nativas (Peterson et al.,
2001; 2007) y, en Mexico, 13 especies de Leptochloa se distribuyen

principalmente en tropico (Davila et al., 2006).

Especies del género Leptochloa se distribuyen en las zonas calido-templadas de
Ameérica, Africa y Australia, presentes en bosques, sabanas con suelos secos o
pantanosos y a menudo como malezas en lugares perturbados (COTECOCA,
1991). Se distribuye en el mundo entre un rango latitudinal aproximado de 48° N y
45° S. Las areas con mayor riqueza en especies de este género son Estados
Unidos, México, Tanzania, Etiopia y Australia, la especie mas diseminada es
Leptochloa fusca y coincide con los limites latitudinales del género (Fig. 2.1; Snow,
1997).

La mayoria de las especies son anuales, pero existen algunos individuos perennes
(Leptochloa acuatica, L. caudata, L. coerulescens, L. malambrica, L. fusca, L.
chinencis y L. fascicularis) y se distribuyen en ambientes tropicales humedos,
cerca del Ecuador, a orillas de estanques de agua, mientras que las especies
perennes como L. dubia, en zonas semiaridas y montafiosas de EUA,
Mesoameérica y algunas porciones de Sudamérica. En el Sur de Africa L. eleusine
prefiere los suelos bien drenados. Mientras que L. digitata en Australia y L.
gigantea en Africa crecen en ambientes semihimedos (Snow, 1997). L. fusca se
distribuye en muchos ambientes incluso tiene alta tolerancia a la salinidad, se ha
reportado la excrecion de sal en pequefios poros papilares en las hojas (Joshi et
al., 1983).

Pocas especies de Leptochloa tienen valor forrajero. Gould (1975), reporté buena
apetecibilidad, produccion y calidad de forraje de L. dubia, pero presenta
problemas para adaptarse a algunos ambientes. L. fusca tiene buena apetencia y
puede ser una opcion para forraje en suelos con problemas de salinidad donde
otras especies forrajeras no crecen (Chapman, 1996). Algunas especies son
consideradas como malezas importantes Leptochloa filiformis, L. fusca, L.
fascicularis y L. panicea, principalmente en el cultivo de arroz, hortalizas y citricos
(Villasenor y Espinosa, 1998; Degiovanni et al., 2010).
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Figura 2.1. Mapa de distribucién geografica del género Leptochloa. Limites al
Norte y Sur de la distribucion del género Leptochloa (*®++e+). Area de distribucion
de Leptochloa dubia (area de gris). Localidades representativas de: 1. Leptochloa
fascicularis, 2. L. uninervia, 3. L. fusca, 4. L. chinensis y 5. L virgata.
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Valls, (1978).

Con respecto a la clasificacion del género Leptochloa es compleja y existen serios
problemas taxondémicos (Watson y Dallwitz, 1992; Snow, 1997), no se han
determinado los limites entre los géneros Leptochloa y Diplachne, existen
especies que son clasificadas en ambos géneros, por ejemplo en la literatura de
Sudamérica es comunmente nombrada como Diplachne dubia mientras que en

Norteamérica es Leptochloa dubia (Valls, 1978).

Han existido muchos intentos por varios autores para esclarecer y definir los
limites del género Leptochloa (Gray, 1848; Hitchcock, 1951; Valls, 1978; Pohl y
Davidse, 1994; Snow, 1997). Sin embargo, en la actualidad sigue habiendo cierta
confusién acerca de su clasificacién. La disputa para esclarecer estos géneros
lleva muchos afios, algunos autores siguen fusionando a Leptochloa con
Diplachne (Gray, 1848; Hitchcock, 1951; Gould, 1975; McVaugh, 1983; Pohl y
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Davidse, 1994; Phillips, 1995), mientras que otros autores siguen segregando a
Diplachne (MacNeill, 1979; Lazarides, 1980; Simon y Macfarlane, 1996; Nicora,
1995; Snow, 1997).

De acuerdo con Clayton y Renvoize (1986) existes tres puntos en los que se
relaciona el género Leptochloa con otros géneros 1) tiene muchos géneros
relativamente cercanos o emparentados 2) Leptochloa esta evolutivamente
relacionado con otros géneros, y 3) Leptochloa puede ser parafilético, es decir,
gue tiene un antepasado comun con otros géneros relacionados. La mayoria de
los grupos de la subfamilia Chloridoideae han evolucionado a partir de una
poblacién ancestral comun incluyendo Leptochloa, pero una gran parte aun sigue
sin probarse. Phillips (1982), analizando caracteres morfolégicos, reporta que
algunas especies de Diplachne y Leptochloa se superponen y poseen

caracteristicas de ambos géneros.

La monofilia del género Leptochloa no es claro utilizando datos morfologicos y
anatomicos, no han sido corroborados con datos moleculares su relacion con otros
géneros (Snow, 1997). En un analisis con fragmentos de restriccion cpADN con
géneros que pertenecen a su clado basal, encontraron que L. dubia comparte un
ancestro comun con Scleropogon Phil., Dasyochloa Willd. ex Rydb., Munroa Torr.
y Erioneuron Nash. y no forma parte del clado en el que se encuentran géneros
como Muhlenbergia, Munroinae, Scleropogon, Sporobolus, Eleusine y Eustachys
(Duvall et al., 1994). Sin embargo, en otro estudio de filogenética de Chloridoideae
basado en secuencias matK, Leptochloa dubia form6 un clado con Coelachyrum
Hochst. & Nees y Astrebla F. Muell resultando un parentesco cercano con éste
género (Hilu y Alice, 2001). En otro estudio de filogenética de Leptochloa se
realizé un analisis combinado de secuencias trnL-F y ITS para L. dubia, L. fusca y
L. panicea resultaron en clados distintos por lo que sugiere un origen polifilético,

es decir que no tienen un antepasado en comun (Columbus et al., 2007).
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2.4.1. Leptochloa dubia (Kunth) Nees
2.4.1.1. Distribucion e importancia

En México, se encuentra presente en mesetas, colinas secas, pendientes rocosas,
pastizales medianos abiertos del norte del pais, zonas de riego del centro, areas
costeras, planicies y sabanas del sur (COTECOCA, 1991; Pohol y Davidse, 1994).
Con mayor abundancia y a veces dominante en el pastizal de navajita y en el
pastizal con encino-enebro, en suelos de aluvién profundo, abunda en los declives
pronunciados y pedregosos dentro de los pastizales anteriores, de las zonas
aridas y semiaridas del norte y centro de México. Mejor adaptado a suelos
arenosos profundos y lomerios rocosos (Lesur, 2010). Se distribuye desde
Chiapas hasta Baja California principalmente en regiones templadas, aunque
también se ha reportado en tropico (Villasefior y Espinosa, 1998). Localmente en
los estados de Jalisco, Zacatecas, San Luis Potosi, Chihuahua y Coahuila, es
conocido como “zacate Gigante” (Fig. 2.2; COTECOCA, 1991), es una de las
especies de gramineas nativas considerada importante, por su produccion
forrajera y aprovechamiento ganadero (Hernandez, 1958; Granados y Lopez,
1980; COTECOCA, 1991).

Leptochloa dubia (Kunth) Nees es una graminea perenne amacollada de
crecimiento erecto, es una de las especies nativas que posee caracteristicas
interesantes como forrajera, buen potencial de produccién de materia seca, alto
contenido de proteina, excelente digestibilidad y produce alto rendimiento de
semilla (Polk et al., 1976; Pitman, 1980; Jaramillo, 1994). Se distribuye desde el
sur de Estados Unidos hasta Argentina, Figura 2.3 (Valls, 1978; Snow, 1997;
Pefaloza et al., 2002; Snow et al., 2008; Kenneth, 2012).

Su reproduccion es mediante semilla, ya que posee alta capacidad de produccion
de ésta: 288 kg ha™ con una aplicacién de 120-60-00 kg ha™ de N-P-K, siendo
muy superior al pasto Banderita (Bouteloua curtipendula) de 176 kg ha™ (Sanchez,
1976a).
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Figura 2.2. Fotografias de Leptochloa dubia (Kunth) Nees tomadas en:
a) Ocampo, Gto. b) Tecozautla, Hgo. c) Chapingo, Edo. de Méx. d, e, f y Q)
Texcoco, Edo. de México.
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En un experimento en el que compararon el rendimiento y calidad nutritiva del
pasto Leptochloa dubia y dos variedades de pasto Banderita (Premier y Reno),
produjeron 3624, 2452 y 3406 kg ha™ respectivamente y 374, 266 y 329 kg de
proteina cruda ha™* (Sanchez, 1976b).

Figura 2.3. Distribucion geogréfica del pasto Leptochloa dubia (Kunth) Nees (m).

e

Kenneth, (2012).

2.4.1.2. Descripcion morfolégica de Leptochloa dubia (Kunth) Nees

Plantas perennes con culmos en su mayoria erectos en ocasiones decumbentes,
tallos casi siempre de 30 a 100 cm de alto y 1 a 4.5 mm de ancho, en macollos
densos, sin estolones ni rizomas, simples o ramificados; vainas por lo general mas
cortas que los entrenudos, por lo menos las inferiores aquilladas y planas, las
superiores redondeadas, con frecuencia purpureas; entrenudos glabros de 3 a 11
cm de longitud, sélidos; ligulas membranosas, de 1 a 1.5 mm de largo, fimbriada y
ciliada; laminas casi siempre de 8 a 35 cm de longitud por 2 a 8 mm de ancho
(Snow, 1997).

Paniculas de 10 a 45 cm, 5 a 14 ramillas laterales, flexuosas, de ascendentes a
divarcadas, casi siempre de 3 a 19 cm de largo (Pohl y Davidse, 1994). Espiguillas
de 4 a 12 mm de largo, superpuestas imbricadas frecuentemente sésiles, 4 a 13

flosculadas, con pocos callos glabros y cilios muy pequefios; gluma inferior,
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membranosa, estrecha y triangular, escabrosa y con una nervadura central,
algunas veces papilada a los lados de 2 a 4.8 mm de longitud. La gluma superior
membranosa, ovada, lanceolada, escabrosa y con nervadura central, papilada de
3.3 a 5 mm de longitud. Lema membranosa aunque poco frecuente 4 6 5
nervaduras de 4 a 5 mm de longitud, ovadas u oblongas, con el nervio medio
prominente y mas o menos redondeadas en el dorso, glabras o pubescentes con
tres nervios y pelos esparcidos en los internervios, el apice bilobulado, tres
estambres, anteras de 1 a 1.6 mm de longitud amarillos. Cariopside de 1.9 a 2.3
mm de longitud 0.9 a 1 mm de ancho (COTECOCA, 1991; Snow, 1997; Zuluaga et
al., 2008).

2.4.1.3. Citologia y sistema reproductivo de Leptochloa dubia (Kunth) Nees

El nimero basico de cromosomas para el género Leptochloa es n=x=10 y algunos
poliploides con n=x=9 se han reportado para L. chinensis y L. uniflora (Snow,
1997). Leptochloa dubia (Kunth) Nees se caracteriza por un nimero cromosomico
basico de n=x=10. En estudios de conteos cromosOmicos para L. dubia
encontraron complementos cromosomicos, que van desde el nivel diploide
(2n=2x=20) hasta octaploide (2n=8x=80; Covas, 1949; Brown, 1950; Gould, 1960;
Valls, 1978).

Covas (1949), encontr6 que L. dubia poseia 40 cromosomas 2n=4x=40 en
Sudamérica; mientras que Brown (1950), en Texas, observd plantas hexaploides
(2n=6x=60); Gould (1960), encontré tres accesiones diploides (2n=2x=20) y una
tetraploide (2n=4x=40), en Texas y dos tetraploides en Arizona. Carnahan y Hill
(1961), reportaron que poseian 20 cromosomas y Valls (1978), encontré6 ocho

accesiones octoploides (2n=8x=80) y cuatro tetraploides (2n=4x=40), en Texas.

El comportamiento reproductivo de Leptochloa dubia es caracterizado por
presentar cleistogamia obligada en las inflorescencias axilares, cleistogamia
facultativa en las inflorescencias terminales, es probable que ocurra Casmogamia,
en la formacibn de un saco embrionario normal, proliferan las antipodas,

ocasionalmente hay una germinacion temprana del polen en las anteras y
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frecuente degradacion del polen después, puede llegar a una etapa trinucleada,
este patron generalmente no se modifica con el nivel de ploidia (Valls,1978; Snow,
1997).

La biologia y morfologia floral de Leptochloa dubia es complicada por tres
factores: 1) la ocurrencia facultativa de cleistogamia en las inflorescencias
terminales, 2) la temprana degradacion de los granos de polen bajo algunas
circunstancias y 3) el frecuente dafio de estructuras florales por plagas de insectos
en la parte terminal de la inflorescencia (Valls, 1978).

2.5. Género Cenchrus

Plantas anuales o perennes cespitosas, rizomatozas, estoloniferas o decumbentes
con paniculas densas que se asemejan a una espiga. Las espiguillas pueden ser
simples, pero por lo general se encuentran en grupos de dos a siete y estan
rodeadas por cerdas usualmente duras, aplanadas y unidas forman un involucro
en la parte mas baja (Gould y Shaw, 1992; Bogdan, 1997). Las espiguillas pueden
ser de forma lanceolada u ovalada, puntiagudas y con dos flosculos de los cuales,
el superior es bisexual. Se han reportado 22 especies distribuidas en las regiones
calidas, principalmente en las regiones aridas y semiaridas, tropicales y
subtropicales del mundo (Watson y Dallwitz, 1992).

Este género es de importancia econémica, contiene especies forrajeras como C.
ciliaris (resistente a la sequia, tolerante al pastoreo intensivo) y C. setigerus.
También hay especies forrajeros de pastos nativos como: Cenchrus biflorus, C.
pennisetiformis, C. multifiorum y malezas: C. biflorus, C. brownii, C. echinatus,
C. incertus, C. longispinus, C. myosuroides, C. pauciflorus y C. tribuloides
(Watson y Dallwitz, 1992).

El nimero cromosomico basico del género es n=x=9 y 12, con numeros
cromosomicos somaticos de 2n=34, 35, 36, 40, 44, 45 y 68, ya que hay especies

diploides y poliploides (Bogdan, 1997).
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Cenchrus y Pennisetum estan cercanamente emparentados y se evidencia
principalmente en la morfologia intermedia del fasciculo de tres especies
(C. multiflorum, C. myosuroides y C. ciliaris), asi como varias especies americanas
y africanas. En ellas, las cerdas de los fasciculos estan unidas solo en la base,
forman un disco basal pequefio y la sistematica de dichos intermediarios es
arbitraria (Pohl y Davidse, 1994).

Watson y Dallwitz (1992), reportan 22 especies de Cenchrus distribuidas
principalmente en climas tropicales y templados, en México se han reportado 10
especies del género Cenchrus entre los que se encuentran: Cenchrus ciliaris, C.
brownii, C. equinatus, C. incertus, C. longispinus, C. multiflorum, C. myosuroides,
C. palmeri, y C. pilosus, algunas de estas especies tienen importancia como

forrajes y malezas (Davila et al., 2006).

2.5.1. Cenchrus ciliaris L.
2.5.1.1. Distribucion e importancia

Cenchrus ciliaris L. es una graminea perenne nativa de Africa, ampliamente
utilizada como forrajera en las regiones aridas y semiaridas e inclusive deseérticas
del mundo (Mansoor et al., 2002), su area de distribucién natural se encuentra en
Africa Tropical, norte de Africa, costa del Mediterraneo, Arabia Saudita, Pakistan,
India e Indonesia (Fig. 2.4), fue introducido en el siglo XIX a las zonas tropicales y
semiaridas de América y Australia (Marshall et al., 2011).

El pasto Buffel fue introducido a México en 1954, como variedad T-4464 conocido
como Buffel comun o Americano, procedente de Texas, al estado de Nuevo Lebn
y posteriormente a otros estados como Sonora, en donde ha contribuido al
desarrollo de la ganaderia. (Gonzalez, 1991; Ibarra et al., 1991; Valencia et al.,
2010). Ha tenido una excelente adaptacién a las condiciones semiaridas, sin
heladas, se ha constituido en una alternativa muy promisoria para elevar la
produccion de forraje de 2 6 4 veces, en comparacion con los pastizales nativos

(Garcia et al., 2003; Lavander, 2003), se estima que en Meéxico existe una
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superficie de 4 millones de ha establecidas; que en su mayoria provienen de un

solo genotipo el T-4464 o comun, principalmente en los estados de Sonora,

Tamaulipas, Nuevo Ledn, Coahuila, Sinaloa y Yucatan (Alcala, 1995).

Figura 2.4. Distribucidn geogréfica de Cenchrus ciliaris L.
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Su valor radica en que produce forraje de buena calidad en zonas con escasa

precipitacion, presenta un sistema radical profundo y ramificado, una corona

formada por tallos engrosados donde se acumulan hidratos de carbono que le

confieren resistencia a la sequia, al fuego y permiten crecer rapidamente con el

inicio de las lluvias (Bogdan, 1997; Beltran y Loredo, 2002). A pesar de que florece

permanentemente, es continua la produccion de tallos vegetativos, crece en

verano y poco tolerante al frio. Se desarrolla en suelos de mediana fertilidad con

buen drenaje, de textura franco-arenosa a franco-arcillosa, ligeramente alcalinos,

es sensible a encharcamientos, tiene moderada tolerancia a la salinidad y

precipitaciones que oscilan entre 350 a 750 mm (Enriquez et al., 1999).

Existen gran cantidad de variedades, siendo las mas utilizadas en México el

comun T-4464, Formidable, Zaragoza-115, Nueces, Frio, Llano, Molopo, Biolela,
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Gaindah, Milenio, H-17, Laredo y Pecos (Garza et al., 2010). El valor nutricional
del pasto Buffel es superior al de la mayoria de las especies de pastos nativos
(Ramirez et al., 2001) y de igual o mayor valor a otras especies de pastos
introducidos como Rhodes (Chloris gayana Kunth) y Pretoria 90 [Dichanthium
annulatum (Forssk.) Stapf] (Mutz y Drawe, 1983). Se han reportado porcentajes de
digestibilidad de 40 a 60%, asi como un contenido de proteina de 19% en
crecimiento activo, 11% en formacion de espigas, 8% en madurez vegetativa y de
4 a 2% durante la sequia (Woodwar, 1980; Hussey y Bashaw, 1985; Martin e
Ibarra, 1995).

El pasto Buffel es la especie forrajera mas utilizada para la resiembra de
agostaderos deteriorados y de bajo potencial forrajero en México. En la actualidad,
existen alrededor de 4 millones de has establecidas y existen millones de has
susceptibles de resembrarse; sin embargo, una de las principales limitantes en el
establecimiento y crecimiento es la ocurrencia de heladas, razon por la cual este
pasto tiene problemas para establecerse en las partes mas altas y frias del
altiplano mexicano (Alcala, 1995; Beltrdn y Loredo, 2002). Aunque existen
variedades que han sido seleccionadas para tolerancia al frio como el Zaragoza-
115, Llano, Nueces y Frio, no han sido lo suficiente tolerantes para resistir las
heladas que se presentan en gran parte de la region del altiplano y poder

establecer praderas que sean productivas (Ibarra et al., 2011).

2.5.1.2. Descripcion morfoldgica de Cenchrus ciliaris L.

Culmos de 25 a 100 cm de alto; vainas, comprimidas glabras escasamente
pilosas; laminas escabrosas, en ocasiones ligeramente pilosas, de 2.4 a 2.8 cm de
largo, por 2.2 a 8.5 mm de ancho. Inflorescencia densa y cilindrica de 2 a 12 cm
de largo por 1 a 2.6 cm de ancho; raquis flexible y escabroso; involucros alargados
y pubescentes; pedunculo diminuto y densamente piloso de 0.5 a 1.5 mm de largo
por 1 a 2 mm de ancho; espinas erectas o dispersas de 4.3 a 10 mm de largo por
0.2 a 0.6 mm de ancho, con cilios largos, pubescentes en los margenes internos,

concrescentes Unicamente en la base, o un poco mas arriba escabrosa, las
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internas con frecuencia plumosas o con cilios largos en los margenes; verticilo
inferior semejante a cerdas y mas corto que las espinas internas; espiguillas de 2
a 4 por involucro, de 2 a 5.6 mm de largo; primera gluma de 1 a 3 mm de largo por
0.77 a 1.4 mm de ancho, delgada y membranéacea, 1-nervada; segunda gluma de
2.5a5.9 mm de largo y de 1.3 a 3.4 mm de ancho, flésculo fértil de 2.2 a 5.4 mm
de largo por 1 a 1.5 mm de ancho, el cariépside es ovoide de 1.4 a 1.9 mm de
largo por 1 mm de ancho (Beetle, 1987; Pohl y Davidse, 1994).

2.5.1.3. Citologia y sistema reproductivo de Cenchrus ciliaris L.

Cenchrus ciliaris L. es perenne, proporciona forraje durante la época de lluvias, se
reproduce predominantemente por apomixis aunque también se han detectado
plantas, que tienen reproducciéon sexual obligada y apomixis facultativa (Bogdan,
1997). Las plantas con reproduccién sexual obligada tienen amplio potencial para
el uso en programas de mejoramiento (Winger, 1984). Existen tetraploides
(2n=4x=36), pentaploides, hexaploides, aneuploides, el nimero cromosomico
basico es n=x=9, se han reportado plantas 2n=18, 32, 34, 36, 40, 45, 52 y 54
(Bogdan, 1997; Van Devender et al., 1997). Las flores son hermafroditas y de
polinizacién cruzada. La especie se reproduce por aposporia, la apomixis es a

menudo facultativa, pero plantas sexuales son raras (Sherwood y Gustine, 1994).

Hanna y Bashaw (1987), reportaron el descubrimiento ocasional de una planta
sexual, en este estudio, revelan, que fue funcional la megaespora producto de la
meiosis y de la megagametogenesis. La progenie, resultado de la polinizacion
cruzada, resultdé en gran variacion morfolégica y una segregacion de 1:1 para
plantas sexuales:aposporicas, indicando que el caracter de apomixis normalmente

se comporta como factor mendeliano simple ( Quero et al., 2010b).

El pasto Buffel posee flores hermafroditas, presentan protoginia, lo que facilita la
polinizacién cruzada; sin embargo, se reproduce por aposporia, es decir que el
saco embrionario se forma de una célula somatica de la nucela, el gameto
femenino no se reduce, a partir del cual se desarrolla el embrién sin que exista la

doble fecundacion (Gould y Shaw, 1992). La apomixis en esta especie es

31



facultativa pero son muy raras las plantas sexuales. La aposporia es monopolar
tipo Panicum, basado en cuatro nucleos, carece de antipodas y forman multiples
sacos embrionarios sin reducirse, mientras en las plantas sexuales solo uno
(Sherwood y Gustine, 1994). La semilla es idéntica en su composicion genética a
la madre, por lo que su recombinacion genética es muy limitada, volviéndolo

susceptible a heladas y enfermedades (Rodriguez et al., 1999).

2.6. Conclusiones de la Revision de Literatura

México es un importante centro de origen y diversificacion de gramineas, se han
detectado 1182 especies, de las cuales 532 tienen uso forrajero, dentro de estas,
229 presentan valor regular, 196 bueno y 45 excelente entre las que se encuentra
el pasto Leptochloa dubia (Kunth) Nees, como las especies de gramineas nativas

de mayor potencial agrondmico en las zonas semiaridas.

Existe escasa informacion acerca de la diversidad natural existente de Leptochloa
dubia, por lo que en este estudio se realizarad la caracterizacion morfolégica,
citolégica y biologia reproductiva de distintas poblaciones, para la clasificacion del
germoplasma en base a caracteristicas relacionadas, en alguna forma con la

utilidad y los usos potenciales del material para forraje.

El pasto Buffel (Cenchrus ciliaris L.) es la graminea introducida de Africa que
mejor se ha adaptado a regiones aridas y semiaridas e inclusive desérticas de
México. Su principal limitante es la baja diversidad y resistencia a frio, lo que

expone a eventos de baja frecuencia y alta intensidad: heladas y plagas.
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CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE POBLACIONES DE
Leptochloa dubia (Kunth) Nees, NATIVAS DEL CENTRO Y NORTE DE
MEXICO

2.1. Resumen

Los recursos forrajeros de México son abundantes, existen 1119 gramineas
nativas, de estas se han identificado 532 con potencial forrajero; sin embargo, en
la mayoria permanece inexplorado su potencial agronémico. En las zonas
semiaridas del noroeste de México existen varias especies de pastos nativos, que
constituyen un recurso valioso para la alimentacion del ganado y fauna silvestre,
una de ellas es Leptochloa dubia (Kunth) Nees, que produce forraje de excelente
calidad y posee buen potencial de produccion de forraje en zonas con escasa
precipitacion. El objetivo de este estudio fue evaluar y caracterizar la diversidad
morfologica de 57 poblaciones de Leptochloa dubia colectadas en 2009 en el
centro y norte de México y evaluadas durante el verano de 2011. Con este
proposito, se midieron 17 caracteristicas cuantitativas durante la etapa de
floracion. Los datos se analizaron mediante la prueba de comparaciéon de medias
de Hotelling (0=0.05) para datos multivariados, analisis de componentes
principales (ACP) y conglomerados jerarquicos (CJ). La comparacion de medias
permiti6 comprobar la existencia de variabilidad en todas las variables, entre
poblaciones y regiones, lo cual fue corroborado con el ACP, ya que el acumulado
en los tres primeros componentes alcanzé 95%, el componente uno (CP1) explico
el 49%, CP2 el 36% y CP3 el 11% de la variacion total. Las variables mas
importantes en CP1 fueron longitud de las ramas de la inflorescencia, nUmero de
espiguillas por rama y longitud de inflorescencia, para el CP2 fue rendimiento de
forraje, materia seca de inflorescencia y materia seca de tallos. Al aplicar el
analisis de CJ, se obtuvieron cuatro grupos contrastantes: G1 con (1) poblacion,
G2 con (12), G3 con (5) y G4 con (39) relacionados con su origen geografico. La
caracterizacion morfologica permiti6 comprobar que existe enorme variacion entre
el germoplasma evaluado, con amplio potencial para ser utilizada en programas
de seleccion y mejoramiento.

Palabras clave: Leptochloa dubia, caracterizacion morfolégica, componentes
principales.
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MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF GREEN SPRANGLETOP
[Leptochloa dubia (Kunth) Nees], POPULATIONS NATIVE TO CENTRAL
AND NORTHERN MEXICO

2.2. Abstract

Foraging plant resources are abundant in Mexico, there exist 1119 native
gramineae, from which, 532 have been identified as potential for foraging;
nevertheless, most remain unexplored as far as their agronomical potential is
concerned. In the semi-arid zones of north-west Mexico, there are several species
of native grasses that constitute a valuable resource for feeding livestock and
wildlife. One of these species is Green sprangletop [Leptochloa dubia (Kunth)
Nees], which produces excellent quality forage and has good production potential
as forage in zones with scarce rainfall. The objective of this study was to evaluate
and characterize the morphological diversity of 57 populations of Leptochloa dubia
collected during 2009 within central and northern Mexico, and evaluated during the
Summer of 2011. With this objective in mind, 17 quantitative characteristics were
measured during flowering. Data were analyzed through the Hotelling (a=0.05)
comparison of means for multivariate data, principal components (PCA), and
hierarchical components (CJ) tests. The comparison of means allowed to prove the
existence of a great variability for all variables, among populations and regions.
This was corroborated by PCA, since the accumulated in the first three
components reached 95%; component one (CP1) accounted for 49%, CP2 for
36%, and CP3 for 11% of the total variation. The most important variables in CP1
were length of inflorescence stems, number of spikelets per stem, and length of the
inflorescence; for CP2, forage yield, dry matter of inflorescence and dry matter of
stems. When applying the CJ analysis, four contrasting groups were obtained: G1
with (1) population, G2 with (12), G3 with (5), and G4 with (39). The morphological
characterization allowed to prove that there is a great variation in the evaluated
germplasm, that has a great potential to be used in selection and improvement
programs.

Key words: Leptochloa dubia, morphological characterization, principal
components.
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3.3. Introduccion

México es un importante centro de origen y diversificacion de gramineas, existen
1182 especies con un total de 1278 taxas (especies con sus categorias
infraespecificas incluidas); de los cuales, 1119 son nativos y 159 introducidos
(Davila et al., 2006), 630 especies con distribucién restringida y 272 endémicas,
siendo la tribu Eragrostoideae la que presenta mayor numero de especies
endémicas con 73 (Valdés y Cabral, 1993). Valdés y Davila (1995), registraron 206
géneros (157 nativos y 49 introducidos), se estima que el 50% de los géneros
nativos tienen potencial forrajero, aunque pocos de ellos son utilizados con este
fin, pues son sustituidas por especies introducidas. Sin embargo, la mayor parte
de las tierras de pastoreo, donde se ubica el centro de origen y distribucion de
estas especies, se encuentra en deterioro con suelos erosionados, poca cobertura
vegetal y baja densidad de plantas. Lo anterior, provoca la pérdida de diversidad
genética de muchas de estas especies, las cuales estan ya adaptadas a suelos y
condiciones ambientales particulares que ocurren en México y dificilmente, estas
adaptaciones genéticas se encuentran en plantas introducidas: tolerancia a bajas
temperaturas, escasa precipitacion, alta alcalinidad, exceso de sales solubles,
yeso y otras (Valdés y Cabral, 1993; Villegas et al., 2001). El aprovechamiento de
estas adaptaciones genéticas podrian ser utilizadas para desarrollar variedades

superiores (Quero et al., 2007).

Entre la diversidad de gramineas existente en pastizales de zonas aridas y
semiaridas de México, se han identificado algunas con excelente potencial
forrajero: Gigante [Leptochloa dubia (Kunth) Nees], Banderita [Bouteloua
curtipendula (Michx.) Torr.], Navajita azul (Bouteloua gracilis), Tempranero (Setaria
macrostachya), Toboso (Hilaria mutica), Zacaton Alcalino (Sporobolus airoides),
pasto Lobero (Lycurus pheloides) y Punta blanca (Digitaria californica; Mejia y
Davila, 1992; Villegas et al., 2001, Quero et al., 2007). Leptochloa dubia (Kunth)
Nees posee buen potencial de produccion de biomasa en zonas con escasa
precipitacion, alto contenido de proteina y excelente digestibilidad (Polk et al.,
1976; Pitman, 1980; Jaramillo, 1994).
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Su distribucion geogréfica va desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina, se
ha encontrado desde 100 hasta 2600 y en ocasiones hasta 3150 msnm en los
Andes peruanos y bolivianos (Snow, 1997; Pefaloza et al., 2002; Snow et al.,
2008). En Meéxico, se distribuye desde Chiapas hasta Baja California
(COTECOCA, 1991; Villaseiior y Espinosa, 1998) El centro de origen de esta
especie se ubica en el norte de México y sur de Estados Unidos (Mielke, 1993;
Pohl y Davidse, 1994; Rodriguez, 2000), su distribucion en diferentes ambientes
en Meéxico hace suponer que existen diferencias genéticas y morfolégicas
especificas entre poblaciones, que pueden ser identificadas para la seleccion a
produccion y calidad de forraje, rendimiento de semilla y resistencia a condiciones

adversas.

Para evaluar la diversidad del germoplasma de las plantas de interés agronémico,
se pueden emplear descriptores morfolégicos, citoldégicos, bioquimicos vy
moleculares; sin embargo, la caracterizacion morfolégica es muy importante ya
gue se relaciona y complementa con otros descriptores, los cuales, si ho se
relacionan con caracteres morfolégicos y agronémicos de las plantas no tienen

mucho valor (Hillis y Moritz, 1990).

La caracterizacion morfoldgica se realiza mediante descriptores que determinan la
variabilidad existente en la poblacion disponible y es uno de los pasos iniciales y
de menor costo para dimensionar la diversidad o potencial del germoplasma, para
el empleo inmediato o futuro en programas de selecciébn y mejoramiento en
especies con interés agrondmico (Franco e Hidalgo, 2003). Para que sea eficiente
una colecta de germoplasma se debe efectuar en el centro de origen de la
especie, que es donde se registra la mayor diversidad natural de la misma, ya que
se encuentran todas las formas alélicas para todos los caracteres de la especie
evaluada (Calvo et al., 2000; Cubero, 2003).

La descripcion morfolégica de estructuras vegetativas, reproductivas y rasgos
agronomicos clasicos han sido de gran utilidad para la caracterizacion y
evaluacion de recursos genéticos (Schultze-Kraft, 1990). Estos descriptores

pueden ser definidos como atributos vegetales facilmente cuantificables e
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identificables, los cuales pueden ser altamente heredables, permiten rapida
discriminacion entre fenotipos, son facilmente observables y se expresan en la
misma forma en cualquier ambiente 6 permiten evaluar caracteristicas conferidas
por herencia poligénica que son muy susceptibles a la influencia del ambiente:
rendimiento y resistencia a enfermedades, de gran importancia en el mejoramiento
del cultivo (Lowe et al., 1996).

El uso de la descripcién de caracteristicas morfolégicas o fenotipicas, se ha
utiizado ampliamente en la seleccibn de genotipos superiores y en la
caracterizacion de diferentes especies forrajeras Brachiaria spp. (Do Valle, 1988),
Panicum maximum (Costa et al., 1989), Paspalum spp. (Steiner et al., 1998),
Trifolium repens (Bortiloni et al., 2006), Bouteloua curtipendula (Morales et al.,
2008), Bouteloua gracilis (Morales et al.,, 2009). Sin embargo, este tipo de
caracterizacion no siempre refleja la variacidon genética real, debido a que el
fenotipo esta determinado parcialmente por la informacién genética del individuo, e
influenciado por el ambiente donde se desarrolla (Valadez et al., 2001). El objetivo
fue evaluar y caracterizar la diversidad morfolégica de 57 poblaciones de
Leptochloa dubia (Kunth) Nees colectadas en el centro y norte de México,

mediante descriptores morfoldgicos.

3.4. Materiales y Métodos
3.4.1. Material vegetativo

Se colecto semilla de 57 poblaciones nativas de Leptochloa dubia (Kunth) Nees de
seis regiones geograficas diferentes (Morrone, 2005), en nueve estados de la
republica mexicana (Cuadro 3.1; Fig. 3.1), en el area de distribucion natural de la
especie: Aguascalientes, Durango, Guanajuato, Jalisco, México, Michoacan,
Querétaro, San Luis Potosi y Zacatecas, entre los paralelos (19° a 28° N) y 1500 a
2435 msnm; en cada sitio, se colectd semilla de siete plantas diferentes y estas
fueron consideradas como una poblacion. La siembra se realizé el dos de agosto

de 2010, en charolas de germinacion de 200 cavidades llenas con “peat moss”
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como medio de crecimiento. Se trasplantaron siete plantas diferentes (una por
maceta) por poblacion el 31 de agosto, en macetas de plastico de 18 L de
capacidad, utilizando como sustrato tierra comun, estas se acomodaron en hileras
con una separacion de 60 cm y 30 cm entre macetas, en la época de sequia se

regaron dos veces a la semana hasta el inicio de la temporada de lluvias del 2011.

3.4.2. Descriptores morfologicos

Las mediciones fueron realizadas a 57 poblaciones utilizando siete plantas por
poblacién. La evaluacion morfolégica se realiz6 cuando las plantas llegaron a su
fase reproductiva, se realizo utilizando 17 descriptores (Cuadro 3.2), que son
utilizadas por la mayoria de autores para la descripcion morfolégica; de caracteres
cuantitativos ligados a la morfologia vegetativa y reproductiva (Wouw et al., 1999;
Morales et al., 2008). ElI experimento fue realizado en el Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Edo. de México, del 24 junio al 5 de
agosto del 2011, durante este periodo la precipitacion acumulada fue 230 mm,
temperatura minima 16.6 °C y maxima de 23.1 °C. El forraje se coseché de la
planta completa, 42 dias después de un corte de homogenizacién para evaluar su
rendimiento. Las muestras se separaron en hojas, tallos, inflorescencias y se
secaron 72 h en una estufa de flujo de aire a 70 °C para medir el rendimiento de

materia seca de hojas, tallos, inflorescencias y total.
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Cuadro 3.1. Poblaciones evaluadas de Leptochloa dubia (Kunth) Nees, estado
donde se colectd, ubicacion del sitio de colecta, altitud y region geografica a la que

pertenecen.

Pob. Edo  Norte Oeste msnm Reg Pob Edo Norte Oeste msnm Reg
1 Gto 20°51'04” 100°30’38” 2161 Il | 37 Hgo 20°22'14” 99°39'53” 2116 |l
2 Gto 21°17°11” 100°3509” 1983 Il | 38 Hgo 20°25 25” 99°35'48” 2126 I
3 Gto 21°10’55” 100°52"37” 1950 1llI | 39 Hgo 20°25 42" 99°31'17” 2341 |l
4 Gto 21°42’'06” 101°30’°03” 2280 Il | 40 Hgo 20°29'58” 99°18'29” 1799 I
6 Zac 22°18'35” 101°35'53” 2451 V | 41 Hgo 20°17'15” 99°41'46” 2245 |l
7 Zac 22°40’51” 102°06’24” 2133 V | 42 Hgo 20°14’18” 99°34'06” 2435 |l
8 Zac 22°40'07” 102°02'28” 2032 V | 43 Hgo 20°13'28” 98°28' 27" 2214 |l
9 Zac 22°35'41” 102°04’'99” 2044 V | 44 Hgo 20°12'30” 99°24'00” 2122 1
11 Gto 21°1539” 100°41’35” 2003 IV | 45 Hgo 20°16’44” 99°24’37” 2158 |l
12 Jal 21°50’41” 101°35 40" 2230 IV | 46 Mich 20°07’ 04” 100°14’ 16” 2415 1l
13 Ags 22°13'30" 102°27'28” 1932 IV | 47 Hgo 20°10’'02” 99°22' 01" 2012 |
14 Ags 21°58 02" 101°42'50” 2122 IV | 48 Méx 19°43' 07" 98°45'28” 2346 |
15 Zac 22°19'01” 101°39'53” 2266 IV | 50 Zac 23°45'13” 103°50' 33" 2145 VI
16 Zac 22°14’48” 101°36’06” 2311 IV | 51 Dgo 23°44’47” 103°58 25" 1942 VI
17 Ags 22°13'25” 102°11'01” 2064 IV | 53 Zac 22°31'33” 101°55'18” 2167 V
19 Jal 22°00'32” 101°48’'10” 2143 IV | 54 SLP 21°53'40” 101°21’'18” 2185 IV
20 Ags 21°56’21” 101°58'35” 2021 IV | 55 Méx 19°29 11" 98°52'57” 2250 |
22 Ags 22°05'21” 102°03'22” 2018 IV | 56 Zac 22°04’'36” 101°33'56" 2169 IV
24 Zac 22°21'51” 101°43'46” 2139 V | 58 Méx 19°24’'55” 98°53 35" 2254 |
25 Jal 21°59'15” 101°45'12” 2168 IV | 59 Méx 19°30’'54” 98°50’'16” 2322 |
26 SLP 22°22'48” 101°09'56” 1840 V | 60 Hgo 20°28 19" 99°19'49” 1830 |l
28 Jal 22°02'30” 101°56’'03” 2056 VI | 61 Hgo 20°25 35" 99°20'04” 1919 |l
29 SLP 22°23'53” 101°35'44” 2272 'V | 62 Méx 19°42'52” 98°48 56" 2307 |
31 SLP 21°4836” 101°06’15” 1956 V | 63 Hgo 19°53 10" 98°38 01" 2533 |
32 SLP 21°48'33” 100°57'48” 1828 V | 64 Méx 19°33' 13" 98°44’'15” 2703 |
33 Gto 21°39'58” 101°34’'53” 2142 VI | 66 SLP 22°18'53” 101°09' 54" 1891 V
34 Qro 20°19'39” 99°59'57” 2152 Il | 67 Zac 24°09 13" 101°29'32” 1891 V
35 Hgo 20°17° 16" 99°47' 06" 2244 Il | 68 SLP 22°37'37” 101°42’'41” 2077 V
36 Méx 19°29'10” 98°92'56" 2262 |

Regiones: | Valle de México; Il Valle del Mezquital; Il Altos de Guanajuato; IV Llanuras de Ojuelos; V Altiplano; VI Sierra de Organos.
Estados de México: Ags= Aguascalientes, Dgo= Durango, Gto= Guanajuato, Hgo= Hidalgo, Jal= Jalisco, Méx= Estado de México, Mich=
Michoacéan, Qro= Querétaro, SLP= San Luis Potosi, Zac= Zacatecas.
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Figura 3.1. Mapa de localizacién de los sitios de colecta de 57 poblaciones, de
Leptochloa dubia (Kunth) Nees y regiones donde se ubica cada poblacion.

107° W 104° W 101° W 98° W
100 200 300 km
Escala 1: 1000
24°N 24° N
21°N 21°N
18°N 18°N
107° W 104° W 101°W 98° W

Estados de México: AGS Aguascalientes, COL Colima, CHIH Chihuahua, COAH Coahuila, DGO Durango, GTO
Guanajuato, HGO Hidalgo, JAL Jalisco, MEX Estado de México, MICH Michoacéan, NAY Nayarit, NL Nuevo Le6n, PUE
Puebla, QRO Querétaro, SLP San Luis Potosi, SIN Sinaloa, TAMPS Tamaulipas, VER Veracruz, ZAC Zacatecas.
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Cuadro 3.2. Descriptores morfolégicos utilizados para caracterizar 57 poblaciones
de Leptochloa dubia (Kunth) Nees.

Caddigo Descriptor

AP Altura de planta (cm)

DT Densidad de tallos m?

DTB Diametro de tallo (base) (mm)

DTM Diametro de tallo (medio) (mm)

ALH Ancho de lamina de hoja central (mm)

LLH Longitud de ldmina de la hoja central (mm)
LI Longitud de inflorescencia (mm)

LRI Longitud del raquis de la inflorescencia (mm)
NRI NUmero de ramas por inflorescencia

NER Numero de espiguillas por rama

LRI Longitud de las ramas de la inflorescencia (mm)
LP Longitud del pedicelo (mm)

MSH Materia seca de hojas (g™

MST Materia seca de tallos (g m™)

MSI Materia seca de inflorescencia (g m™)

RF Rendimiento de forraje (g MS m™)

RHT Relacion hoja:tallo

3.4.3. Andlisis multivariado

Se realiz6 un Analisis de Varianza Multivariado y prueba de Hotelling (0=0.05)
para comparacion de medias en datos multivariados, se utilizo el Analisis de
Componentes Principales para determinar atributos relevantes a los genotipos,
calculandose los autovalores, autovectores y coeficiente de determinacion (R?) de
las variables en cada componente principal. Para visualizar el agrupamiento de los
genotipos y variables, se realiz0 la representacion biplot, en base a dos
componentes principales y Analisis de Conglomerados Jerarquicos, con el fin de
clasificar y agrupar los genotipos en base a similitud de acuerdo a las regiones de
origen. Los datos se analizaron con el programa estadistico (InfoStat, 2008).
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3.5. Resultados y Discusion
3.5.1. Comparaciéon de medias para datos multivariados

El andlisis de varianza multivariado mostrd que existieron diferencias significativas
(P<0.05) entre regiones; la comparacion de medias de Hotelling (0=0.05) reveld
que la region Llanuras de Ojuelos (IV) es la que presentdé en general valores
menores de todas las variables evaluadas; mientras que, en la regién Altos de
Guanajuato (lll) se presentaron valores mayores, mostrando que existe alta
variacion entre cada una de las variables (Cuadro 3.3). Las poblaciones de la
region Valle del Mezquital fueron las mas altas en promedio con 98 cm, mientras
gue las poblaciones del Altiplano fueron las que presentaron menor altura con 83
cm en promedio. La densidad promedio de tallos m? fue de 1934, la menor de
1407 de las poblaciones de la Sierra de Organos y la mayor de 2201 tallos m™
para las poblaciones del Altiplano. Para rendimiento de forraje, las poblaciones
colectadas en la region Altos de Guanajuato y Valle del Mezquital fueron las que
presentaron mayor rendimiento de forraje, con 252 y 224 g MS m?,
respectivamente y las poblaciones colectadas en Sierra de Organos fueron las que
presentaron menor rendimiento de forraje con 180 g MS m™. La mayor relacion
hoja:tallo fue de 0.69, y se present6 en las poblaciones de las regiones Valle de
México, Mezquital, Altiplano y la menor fue para la region Sierra de Organos con
0.39. Esto coincide con Assefa et al. (2001), quienes evaluaron la diversidad
morfoldgica de 36 poblaciones nativas de Eragrostis tef (Zucc.) Trotter, colectadas
en seis regiones de Etiopia, el andlisis de varianza mostro gran variacion dentro y
entre regiones (P<0.05), en 14 variables morfologicas cuantitativas evaluadas; con
diferencias (P<0.01), en producciéon de biomasa por planta y rendimiento de
semilla, variando de 6 g MS a 1.29 g/semilla/planta en poblaciones de Gojam,
hasta 438.79 g/MS y 95.18 g/semilla/planta, en poblaciones de la region de Rift
Valley. Por su parte, Ram et al. (2004) evaluaron fenotipica y genotipicamente el
polimorfismo de 37 accesiones de pasto Salado (Distichlis spicata) colectados en
sitios distantes del continente americano, encontraron gran variacion a pesar de su
reproduccion clonal; la dioecia, ha contribuido en la variacion dentro y entre

regiones de Norteamérica y Sudamérica, asi como poblaciones de la costa, con
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poblaciones colectadas en el desierto. Garcia et al. (2007), exploraron la
variabilidad morfolégica y molecular de ocho poblaciones nativas de Paspalum
dilatatum Poir en la region de las Pampas Argentinas. Estos autores, evaluaron 10
variables morfolégicas y encontraron diferencias (P<0.01) entre regiones para
longitud de planta, longitud y ancho de hoja bandera, longitud de segunda hoja,
longitud del raquis de inflorescencia, nimero de espigas por panoja y porcentaje
de espiguillas con caridpside.

Cuadro 3.3. Comparacion de medias [Hotelling (0=0.05)] para datos multivariados,
media y coeficiente de variacion de 57 poblaciones de Leptochloa dubia (Kunth)
Nees, agrupadas en seis regiones geograficas en donde fueron colectadas.

Variables Regiones Media CV

I [l 11 v VvV Vi
Altura de plantas (cm) 91 98 92 86 83 91 90 8.9
Densidad de tallos m™ 1832 20511970 2146 2201 1407 1934 18.2
Diametro de tallo en la base (mm) 26 24 29 25 22 26 25 165

Didmetro de tallo en parte media (mm) 2.1 19 24 19 16 21 2 203
Ancho de lamina de hoja central (cm) 6.1 53 53 51 48 53 53 125
Longitud lamina de hoja central (cm) 17.6 18.215.8 17.2 17.6 164 17 16.5

Longitud de inflorescencia (cm) 13 13 14 12 14 16 14 165
Longitud raquis de inflorescencia(cm) 37 36 38 32 31 44 36 14.2
Ramas por inflorescencia 68 7.1 71 7.1 63 99 73 16.2
Numero de espiguillas por rama 14 14 16 13 15 22 16 154
Longitud ramas de inflorescencia(cm) 6.7 6 6.4 56 55 86 6.5 17.1
Longitud del pedicelo (mm) 29 3 27 2 21 2 25 198
MS de hojas g MS m™ 83 85 80 73 70 48 73 177
MS de tallos g MS m 121 127 153 111 104 127 125 19
MS de inflorescencia g MS m™ 13 12 18 12 9.7 6.1 12 43
Rendimiento de forraje g MS m™ 217 224 252 205 184 180 210 16.4
Relacion hoja:tallo 0.69 0.690.53 0.62 0.69 0.39 0.6 215
Significancia (P<0.05) D E F A B C

Regiones: | Valle de México; Il Valle del Mezquital; 1l Altos de Guanajuato; IV Llanuras de Ojuelos; V

Altiplano; VI Sierra de Organos. A, B, C, D, E; Promedios con distinta literal entre columnas son diferentes
(P<0.05). CV= Coeficiente de Variacion.
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3.5.2. Andlisis de componentes principales (ACP)

Cinco componentes principales explicaron 100% de la varianza total (Cuadro 3.4);
el primer componente principal (CP1) es el mas importante, su autovalor fue 8.26,
explico 49% de la varianza total; el segundo componente principal (CP2) con un
autovalor de 6.13, explicé 36%; tercer componente (CP3) tuvo un autovalor de 1.8,
solo estos tres primeros componentes se consideraron para el analisis, dado que
los autovalores fueron superiores a uno. La varianza que contiene cada CP

resultante, es explicada por autovectores de cada variable (Rencher, 2002).

Cuadro 3.4. Componentes principales resultantes de la matriz de correlaciéon de
17 variables morfologicas de 57 poblaciones de Leptochloa dubia (Kunth) Nees,
evaluadas en Texcoco, Edo. de México.

Componentes Valor Diferencia Proporcion Acumulada
principales

1 8.26 2.13 0.49 0.49

2 6.13 4.33 0.36 0.85

3 1.80 1.36 0.11 0.95

4 0.44 0.06 0.03 0.98

5 0.38 0.38 0.02 1.00

El Componente Principal (CP1) y Componente Principal (CP2) en su conjunto
explicaron el 85% de la varianza total. Las variables més importantes del CP1
fueron las relacionadas con inflorescencia, entre las que se encuentran longitud
del raquis, de inflorescencia, nimero de ramas por inflorescencia, nimero de
espiguillas por rama, longitud de inflorescencia, longitud de ramas de
inflorescencia y densidad de tallos. Para CP2 las variables mas importantes fueron
aguellas relacionadas con produccion de forraje; entre ellas, altura de planta,
diametro basal y parte media de tallo, ancho de lamina de hoja central, materia
seca de tallos, MS de inflorescencias y rendimiento de forraje (Cuadro 3.5). Morris
(2009), encontr6 algo similar al realizar analisis de componentes principales a 19
accesiones de Clitoria ternatea L., para ocho caracteristicas morfoldgicas y
fenologicas, encontrd que los primeros cuatro componentes explican el 91.1% de

la variacion total; para el primer componente las variables que mas contribuyeron
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fueron ramificacion y dias a inicio de floracion; para el segundo las variables mas
importantes fueron numero y peso de semillas y para el tercer componente, dias a
floracion y dias a 50% de madurez. Mientras que Morales et al. (2012),
caracterizaron la diversidad fenotipica y molecular de 91 ecotipos de pasto Punta
blanca [Digitaria californica (Benth.) Henr.] colectados en Chihuahua, encontraron
que las variables que aportaron mayor variaciéon en el CP1 fueron las relacionadas

con produccion de MS; para el CP2, ancho de hoja y diametro de tallo.

Cuadro 3.5. Autovectores caracteristicos de las variables de mayor valor
descriptivo para cada variable original, respecto a su componente principal, de 57
poblaciones de Leptochloa dubia (Kunth) Nees.

Variables CP1 CP2

Altura de plantas 0.22 0.31
Densidad de tallos -0.33 0.01
Didmetro de tallo en la base 0.18 0.33
Didmetro de tallo en la parte media 0.19 0.33
Ancho de la lamina de la hoja central 0.05 0.25
Longitud de la lamina de la hoja central -0.24 -0.14
Longitud de inflorescencia 0.27 -0.18
Longitud del raquis de inflorescencia 0.32 0.07
Numero de ramas por inflorescencia 0.32 -0.09
Numero de espiguillas por rama 0.33 -0.13
Longitud de las ramas de la inflorescencia 0.33 -0.33
Longitud del pedicelo -0.10 0.30
Materia seca de hojas -0.26 0.26
Materia seca de tallos 0.14 0.33
Materia seca de inflorescencia -0.13 0.36
Rendimiento de forraje -0.07 0.39
Relacion hoja:tallo -0.33 0.02

Se correlacionaron longitud de inflorescencia, nimero de espiguillas por rama,
ramas por inflorescencia, longitud de ramas de la inflorescencia con longitud del
raquis de inflorescencia; a su vez, éstas caracteristicas se relacionan con
poblaciones colectadas en Sierra de Organos (Fig. 3.2). La altura de planta se
correlacion6 positivamente con didmetro basal y medio de tallo, MS de tallo y

ancho de lamina de hoja central y estas caracteristicas se relacionan con las
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poblaciones colectadas en Altos de Guanajuato. El rendimiento de forraje se
correlacion6 positivamente con MS de inflorescencia, longitud del pedicelo, MS de
hoja y estas caracteristicas se relacionan con las poblaciones colectadas en el
Valle de México. La relacion hoja:tallo se correlaciond positivamente con densidad
de tallos y MS de hoja, las poblaciones colectadas en el Valle del Mezquital son
las que se relacionaron con estas caracteristicas. Las poblaciones colectadas en
las Llanuras de Ojuelos se asocian a las variables densidad de tallos, longitud de
lamina de hoja central y relacion hoja:tallo. Las poblaciones del Altiplano se
asocian a longitud de lamina de hoja central. Oliveira y Lopez (1999),
caracterizaron agro-morfologica e isoenzimaticamente diez poblaciones espafiolas
de Ballico anual (Lolium rigidum Gaud.), encontraron que éstas mostraron alta
variacion para caracteres morfologicos y alta correlacion positiva entre fecha de
espigado, longitud de hoja bandera con produccion de materia seca del segundo
corte y se correlacionaron negativamente con altura de floracién y longitud de
espigas. Cavagnaro et al. (2006), evaluaron 20 accesiones colectadas en la region
semiarida de Argentina, de la graminea forrajera Trichloris crinita en tres regiones
de Argentina (Catamarca, La Rioja y Mendoza) en base a 15 caracteres
morfoldgicos, encontraron que las variables altura de culmo, altura del follaje,
diametro basal y numero de culmos se correlacionaron positivamente con

produccion de biomasa, con valores de r superiores a 0.70.

3.5.2. Andlisis de conglomerados jerarquicos

Para el analisis de Conglomerados Jerarquicos (Fig. 3.3) se selecciond con las
distancias Mahalanovis por tener la correlacién cofenética més alta (R?= 0.973; Di
Rienzo et al., 2008), los grupos estan integrados por seis regiones geograficas en
donde fueron colectadas las poblaciones: el grupo uno, se formo por las dos
poblaciones provenientes de la Sierra de Organos, fue el mas alejado de todos;
ésto, debido a que su origen geografico es el mas distante de todos, se encuentra
en los limites de los estados de Zacatecas y Durango, se caracterizaron por
presentar inflorescencias de mayor tamafo y bajo rendimiento de forraje (180 g

MS m™) en comparacién con las regiones I, II, lll, IV, V que tuvieron un rango de
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184 a 252 g MS m™. El grupo dos, formado por poblaciones colectadas en las
Llanuras de Ojuelos y Altiplano, se caracterizaron por presentar la menor altura de
planta: 84.5 cm, la mayor densidad de tallos: 2170 tallos m™ y produccién media
de forraje: 194 g MS m™ y el grupo tres, integrado por poblaciones del Valle de
México, Valle del Mezquital y Altos de Guanajuato, son las poblaciones que
presentaron mayor altura de planta (94 cm), densidad de tallos (1951 tallos m?) y
mayor produccién de forraje (231 g MS m™, en promedio). Esto es similar a lo
encontrado por Enriquez et al. (2006), quienes reportaron importante variacion
morfolégica entre poblaciones Hymenachne amplexicaulis (Rudge) Nees,
colectadas en la costa del Golfo de México, las cuales fueron de mayor tamafio y
MAs vigorosos en comparaciéon con poblaciones colectadas en la costa del
Océano Pacifico, de menor tamafo y vigor. Ribero (2009), evalu6 la diversidad
morfolégica de 97 ecotipos de Leptochloa dubia (Kunth) Nees en el estado de
Chihuahua, se formaron 5 grupos principales, las variables de mayor peso, en la
formacion de estos grupos fueron rendimiento de forraje, altura de forraje y altura
de planta, el grupo uno se integro por 13 ecotipos provenientes principalmente de
Rivera Palacios, Aldama, Valle de Zaragoza, Ojinaga, Casas Grandes y Guerrero,
grupo dos por 12 ecotipos provenientes de Riva Palacios, Namiquipa, Parral,
Bachinova, Guerrero, Chihuahua y Allende, grupo tres 18 ecotipos recolectados
en Satevo, Chihuahua, Ojinaga, Camargo, Janos y Parral, grupo cuatro 38
ecotipos originarios de Ahumada, Satevd, Chihuahua, Namiquipa, Janos Yy
Ojinaga, y grupo cinco 16 ecotipos provenientes de Satevd, Chihuahua, Janos,
Namiquipa, Buenaventura, Rosales, Ojinaga y Parral, sin embargo no se observo

una tendencia de agrupamiento por municipios en donde se colecté el material.
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Figura 3.2. Distribucion espacial de 57 poblaciones de Leptochloa dubia (Kunth)
Nees, colectadas en seis regiones geograficas (puntos azules), 17 variables
morfoldgicas evaluadas (puntos amarillos), elaborado en base a los dos primeros

componentes principales (CP1y CP2).
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Figura 3.3. Andlisis de Conglomerados Jerarquicos resultante del analisis de
atributos morfoldgicos, para 57 poblaciones de Leptochloa dubia (Kunth) Nees,
agrupados por regién geografica de origen.

Sierra de

G1

(Vi)

Organos

Altiplano (V)

Llanuras de
Ojuelos

(V)

Altos de

()

ez -

Guanajuato

Valle del
Mezquital

(i)
U

Valle de
Mexico

0.00 2.03

4.06 6.09 8.12

Distancia: (Mahalanovis)

60



Para el analisis de Conglomerados Jerarquicos (Fig. 3.4) mediante distancias
Anderberg sgrt (1-S), su correlacién cofenética fue la mas alta (R*= 0.922; Di
Rienzo et al., 2008), se definieron cuatro grupos, los cuales estan integrados por
57 poblaciones colectadas en seis regiones geograficas. EI Grupo uno, el mas
alejado de todos, formado por la poblacion 12 de la regidén Llanuras de Ojuelos,
proveniente de Ojuelos, Jalisco. El Grupo dos, conformado por nueve poblaciones
originarias de las regiones Altiplano y tres poblaciones de Llanuras de Ojuelos. El
Grupo tres, conformado por cinco poblaciones de las regiones Altiplano (3), Valle
del Mezquital (1) y Llanuras de Ojuelos (1). El Grupo cuatro, el mas numeroso,
agrupa 39 poblaciones de las regiones Valle de México (8), Valle del Mezquital
(13), Altos de Guanajuato (5), Llanuras de Ojuelos (12), Altiplano (1) y Sierra de
Organos (2). Los grupos uno, dos y tres se formaron principalmente por
poblaciones colectadas en el Altiplano y Llanuras de Ojuelos y se caracterizaron
por presentar mayor densidad de tallos (> 2000 tallos m™), produccién media de
180 - 200 g MS m™? y forraje de buena calidad. El Grupo cuatro aglomeré
poblaciones de las regiones I, Il, 1l y IV, que produjeron el mayor rendimiento de
forraje (>200 g MS m™). La diversidad o variacién morfolégica detectada entre
poblaciones y regiones, se debe a que la colecta se realiz6 en el centro de origen
y diversificacion de la especie, los cambios adaptativos en las poblaciones,
dependen de la acumulacion de cambios menores en los genes a través de miles
de afos, por mutaciones, recombinaciéon de genes, flujo genético, asilamiento
geografico y adaptacion a diferentes ambientes (Hedrick, 2011). Johnson et al.
(2002), encontraron resultados similares, caracterizaron 228 accesiones de Poa
pratensis L. procedentes de 26 paises, encontraron alta variabilidad morfologica
entre accesiones de diferentes regiones, lo cual fue corroborado con marcadores
moleculares RAPD, ademas pudieron identificar el origen de cada accesién, ya
que algunas plantas colectadas en un sitio, tenian origen distinto. Cavagnaro et al.
(2006), realizaron Analisis Claster para separar 20 accesiones de Trichloris crinita
en base a produccion de biomasa y encontraron gran diversidad, revelando cuatro
grupos, el grupo dos aglomeré a seis de siete accesiones que tuvieron alta

produccion de forraje (> 110 g MS/planta); el grupo uno aglomerd una accesion
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con alta y otra con mediana produccion (75 a 110 g MS/planta); mientras los
grupos tres y cuatro, se formaron por accesiones que presentaron baja produccion
de forraje (< 75 g MS/planta).

Figura 3.4. Analisis de Conglomerados Jerarquicos resultante del andlisis de
atributos morfologicos, para 57 poblaciones de Leptochloa dubia (Kunth) Nees,
agrupados por region geografica de origen y poblacion.
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3.6. Conclusiones

Existe alta variacion morfol6gica entre poblaciones de Leptochloa dubia (Kunth)
Nees, colectadas en regiones templadas semiaridas del centro y norte de México.
La agrupacién por regiones, detectd poblaciones del Valle de México, Altos de
Guanajuato y Valle del Mezquital con caracteristicas morfolégicas sobresalientes y
alto rendimiento de forraje, que pueden ser utilizados en programas de
mejoramiento y las poblaciones que presentaron menor rendimiento de forraje

fueron las originarias del Altiplano y Sierra de Organos.
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CAPITULO IV

NIVEL DE PLOIDIA EN POBLACIONES DE Leptochloa
dubia (Kunth) Nees DEL CENTRO-NORTE DE MEXICO
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NIVEL DE PLOIDIA EN POBLACIONES DE Leptochloa dubia (Kunth)
Nees DEL CENTRO-NORTE DE MEXICO

4.1. Resumen

El género Leptochloa comprende aproximadamente 32 especies anuales,
perennes, rizomatozas, estoloniferas o decumbentes, diploides y poliploides con
distribucion tropical y subtropical. Algunas de éstas son de importancia forrajera
como: L. dubia, L. chinensis, L. obtusiflora, L. paniceae. Leptochloa dubia (Kunth)
Nees, es nativo del centro y norte de México, contribuye de manera importante en
la alimentacion del ganado y fauna en zonas de escasa precipitacion con clima
templado o frio, su numero cromosémico basico es x=10 y su nivel de ploidia va
de diploide (2n=2x=20) a octaploide (2n=8x=80). El objetivo fue determinar el
namero cromosOmico y nivel de ploidia de una coleccion de 67 poblaciones de
Leptochloa dubia. Los conteos cromosOomicos se realizaron en apices de raices en
crecimiento activo (5 a 10 mm), tratadas con 8-hidroxiquinolina (2 mM) por 3.5 h,
fijadas en solucion (3:1 v/v alcohol absoluto y &cido acético glacial) y se
conservaron a 4 °C hasta el momento de su evaluacion. El recuento de
cromosomas se efectlo en un microscopio compuesto con contraste de fases, se
observaron células en metafase, por lo menos, cinco preparaciones y 10 células
por preparacion, para cada planta. El 96% de las plantas analizadas fueron
tetraploides (2n=4x=40) y el 4% diploides (2n=2x=20). Las plantas diploides
procedentes de seis poblaciones de Hidalgo, Guanajuato y de la zona limitrofe
entre Aguascalientes, Jalisco y Guanajuato, las plantas tetraploides se
encontraron en todas las poblaciones evaluadas, sin embargo no se encontré que
existan diferencias significativas (P>0.05) entre localidades de acuerdo a su nivel
de ploidia. Los niveles encontrados son indicativos del amplio centro de origen de
esta especie.

Palabras clave: Leptochloa dubia, cromosomas, diploide, tetraploide.
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PLOIDY LEVEL OF Leptochloa dubia (Kunth) Nees POPULATIONS
NATIVE TO THE NORTH CENTRAL MEXICO

4.2. Abstract

The genus comprises about 32 species of Leptochloa annual, perennial,
rhizomatous, stoloniferous or decumbent, diploid and polyploidy with pantropical
distribution. Some of these are important forage as: L. dubia, L. chinensis, L.
obtusiflora, L. paniceae. Leptochloa dubia (Kunth) Nees (Green Sprangletop) is a
perennial forage grass, native to north-central Mexico, suitable for regions with
limited precipitation. Its basic chromosome number is x=10, and has ploidy levels
ranging from diploid (2n=2x=20) to octaploid (2n=8x=80). The objective was to
determine the chromosome number and ploidy level of a collection of 67
populations of Leptochloa dubia. Chromosome counts were performed on young
root tips with active growth (5 to 10 mm), treated with 8-hydroxyquinoline (2 mM)
for 3.5 h, fixed in solution (3:1 v/v absolute alcohol and glacial acetic acid) and
stored at 4 °C until evaluation. The chromosome counting was done using a
phase-contrast optical microscope. Metaphasic cells were observed in at least five
preparations and 10 cells for each plant and population. Most 96% of the analyzed
populations were tetraploid (2n=4x=40) and 4% were diploid (2n=2x=20). Diploid
plants were detected from six native populations from the states of Hidalgo,
Guanajuato, and Aguascalientes, and the border between the states of Jalisco and
Guanajuato. Tetraploid plants were found within all studied populations, but no
significant differences (P>0.05) were detected among localities regarding their
level of ploidy. The ploidy levels found are indicative of the broad center of origin
for this species.

Key words: Leptochloa dubia, chromosomes, diploid, tetraploid.
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4.3. Introduccién

Leptochloa es un género que comprende aproximadamente 32 especies anuales y
perennes, rizomatozas, estoloniferas o decumbentes (Snow, 1997), algunas con
importancia econdmica y ecolégica como malezas (L. coerulescens, L. fascicularis,
L. filiformis, L. fusca, L. scabra, L. uninervia y L. virgata), y otras, como forrajeras
(L. dubia, L. chinensis, L. obtusiflora y L. paniceae), poseen una distribucién
tropical y subtropical en el mundo (Watson y Dallwitz, 1992). En el continente
Americano se han reportado 17 especies de Leptochloa, 13 de éstas como nativas
(Peterson et al., 2001, 2007), y en México trece especies distribuidas

principalmente en los trépicos (Davila et al., 2006).

Leptochloa dubia (Kunth) Nees, es perenne amacollado de crecimiento erecto,
alcanza una altura de 30 a 110 cm, hojas verdes brillantes de 10 a 25 cm de
longitud por 2 a 5 mm de ancho, panicula en forma piramidal con 3 a 12 racimos
espigados ascendentes, casi siempre de 4 a 12 cm de largo (Anderson et al.,
1995; Snow et al., 2008), es de rapido crecimiento, posee buen potencial de
produccion de biomasa en zonas de escasa precipitacion, alta tolerancia al frio
(-10 °C), buen contenido de proteina, excelente digestibilidad y buena capacidad
para asociarse con otras gramineas (Polk et al., 1976; Pitman, 1980; Mielke, 1993;
Jaramillo, 1994; Urrutia et al.,, 2000; Beatriz et al., 2005). Su distribucion
geografica se extiende desde el sur de Estados Unidos hasta Argentina, se han
encontrado desde los 100 hasta 2600 y en ocasiones hasta los 3150 msnm en la
cordillera de los Andes (Valls, 1978; Snow, 1997; Pefnaloza et al., 2002; Snow et
al., 2008).

Los estudios citolégicos en gramineas son importantes (Morares-Fernandez et al.,
1973), ya que el conocimiento citolégico, muestra las relaciones dentro de
especie, género o familia, ayudan a caracterizar germoplasma, clarificar el origen
de los hibridos naturales y variedades cultivadas (Stace, 2000; Pozzobon et al.,
2006). Ademas, complementa la informacién obtenida por métodos moleculares
para el mejoramiento genético de las plantas, cuando se usan en cruzas intra e
interespecificos (Garcia, 1990; Sybenga, 1992; Stace, 2000).
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La informacion citolégica es basica en programas de cruzamiento, asi como para
relacionar el potencial forrajero con el nivel de ploidia (Do Valle et al., 1998;
Quero et al., 2007; Morales et al., 2007). L. dubia se caracteriza por un namero
basico x=10 cromosomas (Brown, 1951; Gould, 1960; Valls, 1978), estudios
previos reportaron cuatro complementos cromosémicos que van desde nivel
diploide (2n=2x=20) hasta octaploide (2n=8x=80) (Covas, 1949; Brown, 1951;
Gould y Soderstrom, 1967; Valls, 1978). La poliploidia es comun en gramineas
(Echandi, 1970), y ésta puede aparecer como consecuencia de fallos en la meiosis
que conducen a la formacidn de gametos no reducidos, con cambios
consecuentes en la morfologia, fisiologia y la creacién de barreras de aislamiento
gue conducen a la divergencia evolutiva o por hibridacién de especies diploides
(De Wet, 1980; Therman, 1995; Lacadena, 1996). La alta frecuencia de poliploides
en gramineas sugiere que ha hecho una contribucién importante al proceso de
diversificacion y especiacion entre las especies (Thompson y Lumaret, 1992;
Leitch y Bennet, 1997). A mayores altitudes y latitudes existe un aumento en la
poliploidia, esto debido a que los genes que controlan caracteres de valor
selectivo pueden acumularse con mayor facilidad en los poliploides, por lo que
pueden adaptarse mas rapidamente a condiciones ambientales extremas
(Granados y Lopez, 1980; Lacadena, 1996; Comai, 2005).

El centro de origen de Leptochloa dubia se localiza en el centro-norte de México
(Mielke, 1993; Pohl y Davidse, 1994; Rodriguez, 2000). En los centros de origen
de otras gramineas forrajeras como: Panicum, Brachiaria, Tripsacum, Paspalum y
Bouteloua es donde se ha encontrado la mayor riqueza de morfotipos, citotipos,
resistencias a plagas, enfermedades y factores adversos (Nakajima et al., 1978;
Quero et al., 1997; Morales et al., 2006; Dahmer et al., 2008; Quero et al., 2010);
en éstos puede existir hibridacion dentro de la especie con diferente nivel de
ploidia (De Wet, 1968; De Wet, 1986; Do Valle y Savidan, 1996), aunque la
mayoria de los individuos hibridos son estériles o apomicticos algunos de ellos
pueden presentar ventajas evolutivas y fijar algunos caracteres de importancia
agronomica (De Wet, 1986; Sites y Reed, 1994; Litch y Bennet, 1997), en estas
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zonas es donde ocurre mayor dinamica de flujo genético entre los diversos niveles
de ploidia (Quero et al., 2010).

En las plantas la poliploidia ocurre de 35 a 40% y en gramineas, hasta 70%, lo
gue indica que representa una ventaja de adaptacion al ambiente (Stebbins, 1972;
Thompson y Lumaret, 1992). En gramineas forrajeras se ha encontrado que la
mayoria de las especies incrementa la produccion de biomasa, debido a células
de mayor tamafo y plasticidad del genoma para adaptarse a condiciones adversas
(Echandi, 1970; Quero et al., 2010). El objetivo fue determinar el numero
cromosémico y nivel de ploidia de 67 poblaciones de Leptochloa dubia, nativas del

centro-norte de México y relacionarlos con su origen geografico.

4.4. Materiales y Métodos
4.4.1. Colecta del material vegetal

Se colectdé semilla de 67 poblaciones de Leptochloa dubia (Kunth) Nees, en
diferentes regiones de 10 estados de la republica mexicana (Fig. 4.1), en el area
de su distribucion natural: Aguascalientes, Chihuahua, Durango, Guanajuato,
Jalisco, México, Michoacan, Querétaro, San Luis Potosi y Zacatecas, entre los
paralelos (19° a 28° N) y 1500 a 2450 msnm. En cada sitio se recolecté semilla de
10 plantas diferentes y estas fueron consideradas como una poblacion. Se
sembraron 6 semillas de 5 plantas diferentes por poblacion en charolas de
germinacion de 200 cavidades llenas con “peat moss” como medio de crecimiento,
tres semanas después de la emergencia fueron trasplantadas en macetas de 15
cm de didmetro y 20 cm de altura, utilizando como sustrato tierra, las plantas
estuvieron condiciones de invernadero a una temperatura que fluctuaba de 18 a
26 °C y se regaron cada tercer dia (Fig. 4.2). El trabajo se realiz6 en el Laboratorio
de Cruzas Amplias, del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo
(CIMMyT) en Texcoco, Edo. de México.
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Figura 4.1. Mapa de localizacion de los sitios de colecta de poblaciones de
Leptochloa dubia (Kunth) Nees. Numeros en negro representan poblaciones
tetraploides. Numeros rojos, poblaciones con plantas diploides y tetraploides.
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Figura 4.2. Coleccion de poblaciones de plantas de Leptochloa dubia (Kunth)
Nees. A, Charola de germinacion. B, C, D, E, Macetas etiquetadas con diferentes
genotipos colectados en distintos sitios de México.

4.4.2. Conteos cromosOdmicos

El nimero cromosdmico somatico (2n) fue determinado a partir de muestras de
apices de raices en crecimiento activo (5 a 10 mm), con la finalidad de muestrear
el meristemo 4pical, donde se encuentra el mayor nimero de células en divisién
(Becerra et al., 2002), el momento de muestreo varid entre 10:00 y 11:00 am,
cuando se encontr6 mayor numero de células en metafase. Las raices se trataron
con 8-hidroxiquinolina (2 mM) a temperatura ambiente (18 a 24 °C) durante 3.5 h,
se fijaron en solucién (3:1 v/v alcohol absoluto: acido acético glacial), se tifieron en

orceina acética al 2% y se conservaron a 4 °C hasta su evaluacion al microscopio
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compuesto (Garcia, 1990). Para observar los cromosomas al microscopio, se
hirvieron en &cido acético al 45% por 30 s, se separ6 la masa celular y se coloco
sobre un portaobjetos con una gota de acido acético al 45%; enseguida se ejerciod
presion uniforme con el pulgar sobre el cubreobjeto, para dispersar los
cromosomas, se hicieron los recuentos cromosémicos al menos en cinco
preparaciones y 10 células metafasicas por preparacion por planta, con el objetivo

de inmersidn 100x con contraste de fases (Garcia, 1990; Valladolid et al., 2004).

4.4.4. Analisis estadistico

Para determinar diferencias entre localidades y nivel de ploidia, los datos por
localidad (para mas de un nivel de ploidia) fueron analizados empleando analisis
categorico de datos, con tablas 2 x r, donde 2 represento los niveles de poliploidia
(diploides y tetraploides) y r las localidades (SAS, 1997).

4.5. Resultados y Discusién
4.5.1. Numero cromosémico y nivel de ploidia

El ndmero cromosomico fue determinado en 224 plantas de 67 poblaciones de
Leptochloa dubia colectadas en diferentes regiones (Fig. 4.1), se detectaron 215
plantas tetraploides (2n=4x=40) representaron el 96% de las plantas evaluadas y
se presentaron en todas las poblaciones analizadas; ademas, se observaron
nueve plantas diploides (2n=2x=20), 4% de las plantas evaluadas y éstas fueron
encontradas en seis poblaciones, en tres regiones distintas (Fig. 4.1; Cuadro 4.1),
suroeste de Hidalgo (Poblaciones 43 y 45); Guanajuato, una planta diploide
(Poblacion 1) y tres sitios en los limites de Guanajuato, Jalisco y Aguascalientes
(Poblaciones 11, 17 y 19). Covas (1949), encontr6 que L. dubia poseia 40
cromosomas 2n=4x=40 en Sudameérica; mientras que Brown (1950), en Texas,
observé plantas hexaploides (2n=6x=60); Gould (1960), encontro tres accesiones
diploides (2n=2x=20) y una tetraploide (2n=4x=40), en Texas y dos tetraploides en
Arizona. Carnahan y Hill (1961), reportaron 20 cromosomas Yy Valls (1978),

encontré ocho accesiones 2n=8x=80 y cuatro 2n=4x=40, en Texas.
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Cuadro 4.1. Poblaciones evaluadas de Leptochloa dubia (Kunth) Nees, sitio de
colecta, ubicacién del sitio de colecta, numero de individuos por poblacién

revisados y nimero de cromosomas somaticos (2n) por planta.

No. Sitiode Colecta Coordenadas Plantas evaluadas (2n)
Pob. Estado Norte Oeste MSNM 1 2 3 4 5
1  San Miguel de Allende Gto 20°51°04” 100°30°38” 2161 20 40 40 40
2 San Luis de la Paz Gto 21°17°11” 100°35'09” 1983 40 40 40 40
3 Dolores Hidalgo Gto  21°10’55” 100°52’37” 1950 40 40 40
4  Ocampo Gto 21°42°06” 101°30'04” 2280 40 40 40
6 Pinos Zac  22°18’35” 101°35’53” 2451 40 40 40
7  Panfilo Natera Zac  22°40°51” 102°06°25” 2133 40 40 40 40
8  ElSaladillo Zac  22°40°08” 102°02°29” 2032 40 40 40
9 SantaElena Zac  22°35'41” 102°04’99” 2044 40 40 40
10 Carretera Salinas -Zacatecas Zac  22°3821” 101°52°46” 2115 40 40 40
11  El Liafo Gto  21°15’39” 100°41’35” 2003 40 40 20 40
12 Ojuelos Jal  21°50'41” 101°35'40” 2230 40 40 40
13  Rincén de Ramos Ags  22°13’30” 102°27°28” 1932 40 40 40
14 Camino Encinillas — Matancillas  Ags  21°58’02” 101°42°’51” 2122 40 40 40
15 Carretera Pinos - Villa Hidalgo Zac 22°19°02” 101°39’53” 2266 40 40 40
17 Tepezala Ags  22°13’25” 102°11°01” 2064 20 20 40 20
18  Carr. Noria de Angeles -Loreto Zac  22°21'09” 101°56°20” 2121 40 40 40 40
19 Los Campos Jal 22°00'32” 101°48'11” 2143 40 40 40 20
20 Palo Alto Ags  21°56’22” 101°58’35” 2021 40 40 40
21 Carretera Campos — Buenavista Ags 22°01'31” 101°46’38” 2203 40 40 40
22 VillaJudrez Ags  22°05’21” 102°03’22” 2018 40 40 40
23 Espiritu Santo SLP  22°59'51"” 101°3'05” 2135 40 40 40 40
24  Villa Hidalgo Zac 22°21'51” 101°43’46” 2139 40 40 40
25 Carr. Campos San José de la Palma Jal 21°59'16” 101°45'13” 2168 40 40 40 40
26 Ahualulco SLP  22°22°48” 101°09'57” 1840 40 40 40
28 Ojo de Agua Jal 22002’30” 101°56'04” 2056 40 40 40
29 Patrocinio SLP  22°23’54” 101°35'44” 2272 40 40 40 40 40
31 Carranco Hondo SLP  21°48'36” 101°06’15” 1956 40 40 40
32 Villa de Reyes SLP  21°48’34” 100°57°48” 1828 40 40 40
33 El Novillo Gto  21°39'58” 101°34'54” 2142 40 40 40
34 Paso de Mota Qro 20°19'39” 99°59’57” 2152 40 40 40
35 Guadalupe Hgo 20°17°16” 99°47°07” 2244 40 40 40
37 Huichapan Hgo 20°22'14” 99°39'54” 2116 40 40 40
38 Tecozautla Hgo 20°25’25"” 99°35'49” 2126 40 40 40
39 Jonacapa Hgo 20°25’42” 99°31’'17” 2341 40 40 40
40 Portezuelo Hgo 20°29'58” 99°18'29” 1799 40 40 40
41 San Sebastian Tenoch Hgo 20°17°15” 99°41'47"” 2245 40 40 40
42  Nopala Hgo 20°14’18” 99°34'06"” 2435 40 40 40
43  El Marquez Hgo 20°13'29” 98°28'27"” 2214 40 20 40 20 40
44 Tepetitlan Hgo 20°12°30"” 99°924'00” 2122 40 40 40 40
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Cuadro 4.1. Poblaciones evaluadas..... continuacion.

45 Chapantongo Hgo 20°16’44” 99°24'37"” 2158 40 20 40 40
46 Epitacio Huerta Mich 20°07°04” 100°14’16” 2415 40 40 40
47 Presade Endo Hgo 20°10°03” 99°22'01” 2012 40 40 40
48  Axapusco Méx 19°43’07” 98°45’28” 2346 40 40 40
49 Km 1 carretera Salinas — Pinos SLP  22027°28” 101°33’'15” 2176 40 40 40
50 Calabazal Zac  23°45’13” 103°50'34” 2145 40 40 40
51 Vicente Guerrero Dgo 23°44’48” 103°58'26” 1942 40 40 40
52  Gachupines Gto  21°45’54” 101°33’53” 2194 40 40 40
53 Villa Gonzalez Ortega Zac  22°31'33” 101°55’19” 2167 40 40 40
54  Villa de Arriaga SLP  21°53’41” 101°21°18” 2185 40 40 40
55 Texcoco Méx 19°29'11” 98°52'57” 2250 40 40 40
56 LaVaquita Zac  22°04’36” 101°33’56” 2169 40 40 40
57 Chihuahua Chih  28°35’43” 106°04'01” 1500 40 40 40
58 San Vicente Chicoloapan Méx 19°24’56” 98°53’35” 2254 40 40 40
59 Molino de Flores Méx  19°30°55” 98°50°'17” 2322 40 40 40
60 SanJosé Hgo 20°28’19” 99°19'49” 1830 40 40 40
61 Alfayucan Hgo 20°25’35” 99°20'04” 1919 40 40 40
62 San Martin de las Piramides Méx  19942’52" 98°948'56" 2307 40 40 40
63 Acelotla Hgo 19°953’10” 98°38’02" 2533 40 40 40
64 km 16 Carr. Texcoco—Tlaxcala ~ Méx  19933’13” 98°44’15” 2703 40 40 40
65 Autopista Zac. - SLP SLP  22°28’33” 101°32’14” 2125 40 40 40
66 Carrillo Prieto SLP  22°18’53” 101°09’55” 1891 40 40 40
67 San Tiburcio Zac 24°09'13” 101°29'32” 1891 40 40 40
68 Salinas de Hidalgo SLP  22°37'37” 101°42’41” 2077 40 40 40
69 Km 115 carretera SLP — Zac. Zac  220°38'05” 101°51’55” 2122 40 40 40
70 Km 127 carretera SLP — Zac. Zac  22°29'35” 101°59'14” 2136 40 40 40
71 Km 135 carretera SLP — Zac. Zac  22°40'11” 102°03'59” 2064 40 40 40
72 Km 166 carretera SLP — Zac. Zac  22°44’37” 102°20°'44” 2156 40 40 40

Estados de México: AGS Aguascalientes, CHIH Chihuahua, DGO Durango, GTO Guanajuato, HGO Hidalgo, JAL Jalisco,
MEX Estado de México, MICH Michoacan, QRO Querétaro, SLP San Luis Potosi, ZAC Zacatecas.

En gramineas es comun la variacion intraespecifica del nimero cromosomico y la
hibridacién entre éstas (Khidir, 1985; Fernandez et al., 1991). La poliploidia puede
aparecer como consecuencia de la formacion de gametos no reducidos, por la
fecundacion simultanea de un gameto femenino y dos masculinos o por la
formacion de quimeras o mosaicos poliploides dando origen a poliploides
(Lacadena, 1996). A mayor nivel de ploidia, es mayor el tamafio del nucleo celular
como resultado de la duplicacion cromosdémica y hay mayor produccion de
biomasa (Mayers, 1947; Echandi, 1970; Lacadena, 1996; Quero et al., 2010). En
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especies simpatricas con diferente nivel de ploidia, la hibridacion es abundante,

por lo que éstos son fuente de diversidad genética (De Wet, 1986).

4.5.2. Estadisticos de comparacion entre localidades por nivel de ploidia

El estadistico Qs tuvo un valor de 0.0018 (Cuadro 4.2) y p=0.96; Qp tiene un valor
de 3.51 y p=0.62, ambos no son significativos; por tanto, se concluye que no hay
diferencia entre las localidades basandose en el nivel de ploidia. El valor QMH
para la correlacion no cero fue igual a 0.0018, con 1 grado de libertad, valor no
significativo, reforzando la conclusion de que no existen diferencias entre
localidades con base al nivel de ploidia (Cuadro 4.3). En las localidades la
frecuencia de diploides fue menor (tres magnitudes), en comparaciéon con las
tetraploides. Las plantas tetraploides tienen mayor valor adaptativo en
comparacion con plantas diploides. Hay tres ventajas de los poliploides. Las
primeras dos, heterosis y redundancia geénica, resultan de duplicacion de genes;
mientras que la tercera, reproduccion asexual (apomixis) significa una ruta de
escape a la esterilidad por desbalance embrién: endospermo (Quero et al., 2010).
La heterosis causa que los poliploides sean mas vigorosos que sus congéneres
diploides, mientras que la redundancia génica los protege de efectos deletéreos de
las mutaciones. La reproduccion asexual posibilita a los poliploides a reproducirse
en ausencia de comparferos sexuales (Comai, 2005). Solo en Tapezala (17) se
encontr6 una mayor presencia de individuos diploides que tetraploides. Una
posible explicacién es que los poliploides adaptados que evitan la extincion entran
en una trayectoria evolutiva de diploidizacion, durante la cual la redundancia

gendmica es reducida (Comai, 2005).
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Cuadro 4.2. Estadisticos de comparacion entre localidades de acuerdo al nivel de

ploidia.

Estadistico Gl Valor Probabilidad
Chi-Cuadrada 5 3.5156 0.6210
Taza de verisimilitud Chi-Cuadrada 5 3.4474 0.6314
Chi-Cuadrada Mantel-Haenszel 1 0.0018 0.9665
Coeficiente Phi 0.3750

Coeficiente de Contingencia 0.3511

Cramer's V 0.3750

Cuadro 4.3. Estadisticos de Cochran-Mantel-Haenszel (basados en puntuaciones

de tabla).

Estadistico Hipotesis alternativa Gl Valor Probabilidad
1 Correlacion no cero 1 0.0018 0.9665

2 Difer. Calific. Promedio hileras 1 0.0018 0.9665

3 Asociacion general 5 3.3750 0.6424

Los recuentos cromosomicos en Leptochloa dubia (Kunth) Nees son
particularmente dificiles, debido a la dureza de las paredes celulares y al tamafio
pequefio de los cromosomas, caracteristico de la tribu Eragrostideae que es de 2
a 3 micras en la mayoria de los casos (Valls, 1978; Granados y Lépez, 1980). Es
posible que debido a estas dificultades, ningun trabajo citolégico sobre Leptochloa
dubia que presente descripciones del -cariotipo. Sin embargo, nuestras
observaciones muestran que predominan los cromosomas metacéntricos y
submetacéntricos (Fig. 4.3-d). Por lo dificii que resulta realizar conteos
cromosomicos en esta especie, debido a lo cual algunos autores trataron de
estimar el nivel de ploidia por métodos indirectos. Valls (1978), tratd de relacionar
el nivel de ploidia con el tamafio de polen y estomas, encontrd que el tamafio del
grano de polen y del estoma era significativamente mas grande, cuando se trataba

de plantas octaploides en comparacion con plantas tetraploides.
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Figura 4.3. Metafase mitética de Leptochloa dubia (Kunth) Nees. a) 19-3
(2n=4x=40), b) 23-3 (2n=4x=40), c) 17-1 (2n=2x=20), d) 43-1 (2n=4x=40), e) 64-1
(2n=4x=40, f) 45-2 (2n=2x=20), g) 22-3 (2n=4x=40), h) 39-3 (2n=4x=40), i) 60-3
(2n=4x=40).

#
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4.6. Conclusiones

El 96% de las plantas evaluadas fueron tetraploides (2n=4x=40) procedentes de
todos los sitios de colecta y 4% fueron diploides (2n=2x=20) provenientes de 6
poblaciones diferentes. Las plantas diploides se ubicaron en tres regiones: una en
el suroeste de Hidalgo, sureste de Guanajuato y zona limitrofe entre
Aguascalientes, Guanajuato y Jalisco. No se encontr0 que existan diferencias

significativas entre localidades de acuerdo a su nivel de ploidia.
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BIOLOGIA REPRODUCTIVA Y MORFOLOGIA DE LA INFLORESCENCIA
DE POBLACIONES DE Leptochloa dubia (Kunth) Nees

5.1. Resumen

El objetivo fue revisar el sistema reproductivo (cleistogamia o casmogamia), su
distribucion en la inflorescencia y relacionarlo con variables morfologicas de 40
poblaciones colectadas en ocho estados del centro y norte de México. Se cortaron
seis espiguillas en la base, parte media y terminal de la inflorescencia en
diferentes estados de desarrollo en cada planta, se extrajeron los ovarios y sacos
polinicos, se fijaron con FAA durante 24 h [50% etanol, 5% &cido acético glacial,
10% formaldehido, 35% de agua destilada], fueron deshidratadas en alcohol
butilico terciario durante 12 h, se embebieron en parafina, se realizaron cortes a
12 um, se colorearon con safranina y fast-green, las variables morfologicas se
midieron en el periodo de floracion en agosto de 2011. Se realizd analisis de
varianza y las medias se compararon con la prueba Student-Newman-Keuls
(SNK), andlisis de componentes principales (ACP) y correlacion de Pearson. El
81% de espiguillas presentaron cleistogamia y 19% casmogamia. EXxistieron
diferencias (P<0.05) en la distribucion de espiguillas con cleistogamia en la
inflorescencia, la base present6 95%, parte media 83% y parte terminal 64%.
Entre regiones, se encontraron diferencias (P<0.05), las poblaciones del Valle de
México, Sierra de Organos y Altiplano presentaron los niveles mas altos de
cleistogamia, con 86, 86% y 85%, las poblaciones del Valle del Mezquital 80%,
Altos de Guanajuato 79% y Llanuras de Ojuelos 76%, presentaron niveles mas
bajos de cleistogamia. EI CP1 explico 33% de la varianza total; CP2 20% y CP3
11%. Las variables mas importantes para CP1 fueron porcentaje y longitud de
anteras de las espiguillas con cleistogamia en la base, parte media y terminal de
inflorescencia. Para CP2 ramas por inflorescencia, longitud de las ramas,
espiguillas por rama de inflorescencia y altura de planta. La longitud de
inflorescencia se correlaciond positivamente (P<0.05) con porcentaje de
espiguillas con cleistogamia en la base (R?=0.34), parte media (R*=0.46) y
terminal de la inflorescencia (R?=0.34) y negativamente (P<0.05) con longitud de
antera en la base (R?=-0.30), parte media (R?=-0.40) y terminal de la inflorescencia
(R*=-0.37); mientras que, longitud de antera en la parte terminal se correlacioné
negativamente (P<0.05) con el porcentaje total de espiguillas con cleistogamia
(R?*=-0.31).

Palabras clave: Cleistogamia, casmogamia, componentes principales.
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REPRODUCTIVE BIOLOGY AND MORPHOLOGY INFLORESCENCE OF
POPULATIONS Leptochloa dubia (Kunth) Nees

5.2. Abstract

In order to define the reproductive system (cleistomay or chasmogamy) and its
distribution through the inflorescence, and relate it with morphological variables, 40
populations from eight Norther-Central Mexican states were evaluated. Six
spikelets from each basal, middle and apical inflorescence parts were cutted in
several development stages for each plant, ovaries and pollen sacs were fixed
using FAA solution during 24h [50% ethanol, 5% glacial acetic acid, 10%
formaldehide, 35% distilled water], samples were dehydrated using tertiary butilic
alcohol during 12h, then paraphin embedded and sliced with 12 um cuts, colored
using saphranin and fast green colorants, inflorescence morphological variables
were measured during the flowering period in august 2011. Data analysis was
performed using ANOVA and mean comparison through Student-Newman-Keuls
(SNK), Principal Components Analysis (ACP) and Pearson’'s Correlation.
Spikelests were cleistogamous at 81% and the remaining chasmogamous.
Differences do exist (P<0.05) on spikelet's cleistogamy distribution within the
inflorescence; basal part showed 95%, middle part 83% and apical portion 64%.
Among regions, differences (P<0.05) were detected, populations from the Valle de
México, Sierra de Organos, and Altiplano showed higher cleistogamy levels with
86, 86 and 85%, populations from the Valle del Mezquital 80%, Altos de
Guanajuato 79%, and Llanuras de Ojuelos 76%, showed the lower cleistogamy
levels. Principal Component one explained 33% of the total variance; CP2 20%,
and CP3 11%. The most important variables for CP1 included anthers percentage
and length from basal, middle and apical part of the inflorescence’s cleistogamic
spikelets. For CP2 ramets per inflorescence, ramet’s length, and spikelets per
ramet, and plant height. Inflorescence length was positively related (P<0.05) with
spikelet's basal (R*=0.34), middle (R?=0.46), and apical (R?*=0.34) cleistogamy
percentage, and negatively (P<0.05) with anther length within the basal (R*=-0.34),
middle (R?=-0.40) and terminal inflorescence part (R?*=-0.37); by the other hand,
anther length within the middle and apical inflorescence portion were negatively
related (P<0.05) to total spikelets showing cleistogamy (R?=-0.31).

Key words: Cleistogamy, chamogamy, principal components.
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5.3. Introduccion

Leptochloa es un género que comprende aproximadamente 32 especies con 10
subespecies anuales y perennes, distribuidas en regiones tropicales vy
subtropicales del mundo entre un rango latitudinal aproximado de 48° Ny 45° S
(Snow, 1997; Snow et al., 2008). Las areas con mayor rigueza en especies de
este género incluye Estados Unidos, México, Tanzania, Etiopia y Australia, siendo
Leptochloa fusca la especie mas diseminada y coincide con los limites latitudinales
del género (Snow, 1997). En México, se han encontrado 13 especies de
Leptochloa: L. aquatica, L. digitatiformis, L. dubia, L. fascicularis, L. filiformis, L.
nealleyi, L. panicoides, L. scabra, L. univervia, L. virgata, L. viscida y se distribuyen
principalmente en tropico (Davila et al., 2006). Las especies del género Leptochloa
son plantas bisexuales, de espiguillas con flésculos hermafroditas, cleistbgamas y

casmogamas (Watson y Dallwitz, 1992).

La mayoria de las especies son anuales, pero existen algunas especies perennes
como: Leptochloa acuatica, L. caudata, L. coerulescens, L. malambrica, L. fusca,
L. chinencis y L. fascicularis y se distribuyen en ambientes tropicales hiumedos
cerca del ecuador, a orillas de estanques de agua; mientras que especies
perennes, como L. dubia en zonas semiaridas, montafiosas de EUA, Mesoamérica
y algunas porciones de Sudamérica (Snow, 1997). En el Sur de Africa L. eleusine
prefiere suelos bien drenados. Mientras L. digitata en Australia y L. gigantea en
Africa, crecen en ambientes semihimedos (Clayton y Renvoize, 1986). L. fusca se
distribuye en muchos ambientes incluso tiene alta tolerancia a salinidad (Joshi et
al., 1983).

Leptochloa dubia (Kunth) Nees es una graminea nativa, perenne, amacollada que
tiene buen valor forrajero, en México se encuentra presente en mesetas, colinas
secas, pendientes rocosas, pastizales medianos abiertos del norte del pais, zonas
de riego del centro, ruderales, areas costeras, planicies y sabanas del sur
(COTECOCA, 1991; Pohol y Davidse, 1994; Cantua, 2011). Se distribuye desde
Chiapas hasta Baja California principalmente en regiones templadas, aunque

también se ha reportado en trépico (Villasefior y Espinosa, 1998).
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El comportamiento reproductivo de L. dubia, es caracterizado por presentar
cleistogamia obligada en las espiguillas axilares y cleistogamia facultativa en las
espiguillas terminales. En la formacién de un saco embrionario (SE) normal
proliferan las antipodas; ocasionalmente, ocurre germinacion temprana del polen
en las anteras y frecuente degradacion del polen; después, puede llegar a una
etapa trinucleada, este patron generalmente no se modifica con el nivel de ploidia
(Valls, 1978). La biologia y morfologia floral de L. dubia es complicada por tres
factores: 1) Ocurrencia facultativa de cleistogamia en las inflorescencias
terminales, 2) Temprana degradacion de granos de polen bajo algunas
circunstancias y 3) Frecuente dafo de estructuras florales por insectos en la parte
terminal de la inflorescencia (Valls, 1978).

En Poaceas, la cleistogamia es frecuente, se han encontrado 70 géneros y 321
especies de gramineas. Las regiones con mayor numero de gramineas con
cleistogamia es Sudamérica con 39%, Centro y Norteamérica con 19%, Australia y
Nueva Zelanda 14% (Campbell et al., 1983). Conocer el sistema reproductivo y
estructura genética de los cultivos es indispensable para caracterizar nuevas
poblaciones, disefiar programas de mejoramiento genético, mantenimiento varietal
y produccion de semilla de cualquier especie (Jain, 1975). Las plantas
cleistbgamas tienen alto grado de homocigosis y las poblaciones estan
fuertemente estructuradas en lineas puras, mientras que las especies con
fecundacion cruzada tienen plantas heterocigotas y las poblaciones presentan una
importante diversidad genética entre los individuos (Cubero, 2003). Eckstein y Otte
(2005), estudiaron el efecto de la cleistogamia y casmogamia en la polinizacion,
produccion de semilla, vigor de la descendencia y adaptacién en tres ambientes
de tres especies en peligro de extincion (Viola elatior, V. pumila, V. stagnina) y
concluyeron que la exclusion de insectos polinizadores solo tuvo pequefios efectos
sobre la produccion de semilla, que las semillas con cleistogamia fueron de menor
tamafio que las semillas con casmogamia, el crecimiento de plantulas fue
significativamente mayor en las que provenian de semillas con casmogamia, que
las de cleistogamia y encontraron depresion exogamica debido a que provienen de

poblaciones pequefas y aisladas. El objetivo fue determinar el tipo de saco
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embrionario, sistema reproductivo (cleistogamia o casmogamia), su distribucion en
la inflorescencia y entre poblaciones agrupadas en regiones donde se colectaron,
asi como relacionar el sistema reproductivo con caracteristicas morfologicas de

inflorescencia de 40 poblaciones de Leptochloa dubia (Kunth) Nees.

5.4. Materiales y Métodos
5.4.1. Colecta del material vegetal

Se evaluaron 40 poblaciones de Leptochloa dubia (Kunth) Nees, colectadas en
diferentes regiones de ocho estados la Republica Mexicana (Fig. 5.1), en el area
de su distribucién natural: Aguascalientes, Durango, Guanajuato, Jalisco, México,
Querétaro, San Luis Potosi y Zacatecas, entre los paralelos (19° a 23° N) y 1500 a
2450 msnm. En cada sitio se tomd la latitud, longitud, altitud y se colectdé semilla
de 10 plantas diferentes y éstas fueron consideradas como una poblacion. Se
sembraron semillas de cuatro plantas diferentes por poblacion en charolas de
germinacion de 200 cavidades llenas con “peat moss” como medio de crecimiento;
tres semanas después de la emergencia fueron trasplantadas en macetas de 15
cm de didmetro y 20 cm de altura, utilizando como sustrato tierra, las plantas
estuvieron condiciones de invernadero a una temperatura que fluctuaba de 18 a

26 °C y se regaron cada tercer dia, hasta alcanzar la floracion.

5.4.2. Sacos embrionarios y polinicos

Se cortaron seis espiguillas de la base, seis en parte media y seis en la porcién
terminal de la inflorescencia, en diferentes estados de desarrollo para cada planta,
se extrajeron los ovarios, sacos polinicos y se fijaron en solucion FAA durante 24 h
[50% etanol, 5% acido acético glacial, 10% formaldehido a una concentracién de
37%, 35% de agua destilada]; las espiguillas fueron deshidratadas en una serie de
alcohol butilico terciario al: 30, 50, 70, 100%, etanol 50% y 50% xileno, y xileno al
100% durante 12 h en cada concentracion, posteriormente se embebieron en
parafina y se realizaron cortes seriados con el microtomo a 12 um. Se montaron

en portaobjetos y colorearon con safranina y fast-green. Finalmente se
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observaron, fotografiaron sacos embrionarios y polinicos de cada una de las

preparaciones con un microscopio Axio Imager M1 Zeizz, con camara integrada

AxioCam MRc5 y capturadas las fotografias con el Software Axio Vision 4.6. Las

fotografias se editaron en el Software IngeJ versién 8.0. El trabajo se realizé en el

Laboratorio de Microhistologia del Colegio de Postgraduados y en el Laboratorio

de Cruzas Amplias, del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz y Trigo

(CIMMyT) en Texcoco, Edo. de México.

Figura 5.1. Mapa de localizacion de los sitios de colecta de 40 poblaciones, de
Leptochloa dubia (Kunth) Nees y regiones donde se ubica cada poblacion.
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5.4.3. Descriptores morfologicos y reproductivos

Las mediciones fueron realizadas a 40 poblaciones utilizando cuatro plantas por
poblacién. La evaluacién se realiz6 cuando las plantas llegaron a su fase
reproductiva, se realiz6 utilizando 14 variables relacionadas con las inflorescencias
para correlacionarlas y buscar alguna relacion con el sistema reproductivo de
cleistogamia o casmogamia (Cuadro 5.1).

Cuadro 5.1. Descriptores morfolégicos y reproductivos utilizados para caracterizar
40 poblaciones de Leptochloa dubia (Kunth) Nees.

Codigo  Descriptor

AP Altura de planta (cm)

LI Longitud de inflorescencia (cm)

NRI Numero de ramas por inflorescencia

LRI Longitud de ramas de la inflorescencia (cm)
NER Numero de espiguillas por rama

%EBCL Porcentaje de espiguillas en la base de la inflorescencia con cleistogamia
%EMCL Porcentaje de espiguillas en la parte media con cleistogamia
%ETCL Porcentaje de espiguillas de la parte terminal con cleistogamia

LABI Longitud de anteras de la base de la inflorescencia (um)
LAMI Longitud de anteras de la parte media de la inflorescencia (um)
LATI Longitud de anteras de la parte terminal de la inflorescencia (um)

%TECL Porcentaje total de espiguillas con cleistogamia
LAECL Longitud de anteras de espiguillas con cleistogamia (um)
LAECA Longitud de anteras de espiguillas con casmogamia (um)

5.4.4. Andlisis estadistico

Para determinar diferencias entre los porcentajes de espiguillas con cleistogamia y
casmogamia en la base, parte media y terminal de la inflorescencia por regiones
geograficas, se realizé un andlisis de varianza y comparacion de medias mediante
la prueba Student-Newman-Keuls (SAS, 1999). También se realizdé un Analisis de
Componentes Principales (ACP) para determinar atributos relevantes a las
poblaciones, calculandose los autovalores y autovectores de las variables en cada
componente principal. Para visualizar el agrupamiento de las poblaciones y las
variables, se realiz la representacion en el plano mediante un biplot en base a los
dos componentes principales. Para medir el grado de relacién entre 17 variables
geograficas, morfoldgicas y reproductivas se realizé un analisis de correlacién de
Pearson. Los datos se analizaron con el programa estadistico (InfoStat, 2008).
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5.5. Resultados y Discusion
5.5.1. Comparacion de medias por el método Student-Newman-Keuls (SNK)

El analisis de varianza y la prueba de comparacion de medias por el método de
Student-Newman-Keuls (SNK), mostraron que existen diferencias significativas
(P<0.05) entre las espiguillas colectadas en la base, parte media y terminal de la
inflorescencia en cuanto al porcentaje de espiguillas con cleistogamia y
casmogamia, en la base se present6 4.87% de espiguillas con casmogamia, en la
parte media 17.2% y en la parte terminal 35.8% (Cuadro 5.2). El 80.7% de
espiguillas presentaron cleistogamia y 19.3% casmogamia. Esto coincide con Valls
(1978), quien menciond que L. dubia presenta cleistogamia obligada en la base y
en la parte terminal presenta cleistogamia facultativa. Capoino y Rua (2003),
encontraron que en Digitaria bicornis se presentan espiguillas con cleistogamia y
casmogamia en el mismo racimo, 65% de las espiguillas presentaron cleistogamia
y 35% casmogamia y encontraron una disminucion de la cleistogamia hacia la
base de la inflorescencia, pero no encontraron diferencias entre longitud de antera
para los dos tipos de espiguillas. Los porcentajes de cleistogamia y casmogamia
estan influenciados por factores ambientales, lo que aparentemente es una
estrategia reproductiva, cuando las plantas se encuentran en condiciones
restrictivas aumentan las flores con cleistogamia, para no depender de la
polinizacién cruzada, al examinar las bases moleculares de la cleistogamia y
casmogamia en Arabidopsis thaliana, se ha reportado que ésta regulada por la
expresion de un gen o varios genes cuya expresion se modifica de acuerdo a las

condiciones ambientales (Morinaga et al., 2008).

El analisis de varianza y la prueba de comparacion de medias de Student-
Newman-Keuls (SNK), mostraron que existen diferencias significativas (P<0.05)
en porcentajes de cleistogamia y casmogamia entre plantas colectadas en
diferentes regiones; las poblaciones colectadas en el Valle de México, Sierra de
Organos y Altiplano presentaron los niveles mas altos de cleistogamia con 85.78,
85.78 y 84.85%, respectivamente (Cuadro 5.3). Las poblaciones que presentaron
menores porcentajes de espiguillas con cleistogamia fueron del Valle del Mezquital
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80.22%, Altos de Guanajuato 78.68% y Llanuras de Ojuelos 75.59%. Los sitios
evolutivos de estas poblaciones contrastan en fisiografia y ambiente y durante
largos periodos de tiempo, resulté en distintas variantes alélicas para el sistema
reproductivo y otros atributos, con el fin de adaptarse a diferentes habitats (Klug et
al., 2006). Tanto la cleistogamia y casmogamia se encuentran reguladas
genéticamente pero estan influenciadas por factores ambientales; Clay (1982), en
Danthonia spicata encontré que intervienen varios componentes genéticos y
determind una heredabilidad para estos caracteres, en 52.6%, tanto los

porcentajes de cleistogamia como de casmogamia tiene baja heredabilidad.

Cuadro 5.2. Comparacion de medias de distribucion de cleistogamia y
casmogamia en la base, parte media y terminal de la inflorescencia de 40
poblaciones de Leptochloa dubia (Kunth) Nees, evaluadas en Texcoco Edo. de
Meéxico.

Partes de la inflorescencia % Cleistogamia % Casmogamia
Base 95.13 A 487 C
Media 82.77 B 17.23 B
Terminal 64.17 C 35.83 A
Media 80.69 19.31

A, B, C; Medias con distinta literal entre columnas son diferentes (SNK; P<0.05).

Cuadro 5.3. Comparaciéon de medias del porcentaje de cleistogamia vy
casmogamia de 40 poblaciones de Leptochloa dubia (Kunth) Nees, agrupadas en
seis regiones geograficas de colectadas, evaluadas en Texcoco Edo. de México.

Regiones % Cleistogamia % Casmogamia
Valle de México 85.78 A 14.22 B
Sierra de Organos 85.78 A 14.22 B
Altiplano 84.85 A 15.15B
Valle del Mezquital 80.22 B 19.78 A
Altos de Guanajuato 78.68 B 21.32 A
Llanuras de Ojuelos 75.59 B 24.41 A

A, B, C; Medias con distinta literal entre columnas son diferentes (SNK; P<0.05).
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Las poblaciones del Valle de México, Sierra de Organos y Altiplano no presentaron
espiguillas con casmogamia en la base de la inflorescencia; en la parte media,
presentan hasta 15%, parte terminal entre 20 y 30%, en general presentan menor
namero de espiguillas con casmogamia (Fig. 5.2). Las poblaciones del Valle del
Mezquital, Altos de Guanajuato y Llanuras de Ojuelos presentaron el mayor
porcentaje de espiguillas con casmogamia; en la base, de 5 a 10%, en parte
media, de 15 a 20% y en la parte terminal de la inflorescencia, entre 30 y 40%.
Aunque el porcentaje de cleistogamia y casmogamia se puede modificar por
factores ambientales, Clay (1982) en Danthonia spicata, al evaluar los porcentajes
de cleistogamia y casmogamia en condiciones al aire libre y de invernadero

encontré que en el invernadero se incrementd en 12% la cleistogamia.

El desarrollo del saco embrionario (SE) sigue el mismo esquema en todas las
poblaciones observadas, incluyendo las plantas diploides y tetraploides, se inicia a
partir de la megéaspora funcional, originado por mitosis un saco embrionario al
principio binucleado; posteriormente ocurren dos divisiones mitéticas pasando a
estado 4-nucleado y posteriormente a un saco 8-nucleado. A la madurez, los
sacos embrionarios de todas las poblaciones tienen la estructura tipo Polygonun
(Fig. 5.3; Fig. 5.4), constituidos por dos sinérgidas, oosfera, dos nucleos polares y
tres antipodas. Se observo en el 80.7% de los ovarios estudiados y para estadios
de desarrollo de antesis o anteriores, el desarrollo del endospermo y embridn,
comienza antes que se produzca la antesis, o que indica que el mecanismo
reproductivo dominante es por cleistogamia (Fig. 5.4). Si bien la presencia de
cleistogamia ha sido mencionada anteriormente, por otros autores (Valls, 1978;
Pohl y Davidse, 1994; Snow, 1997) no se habian realizado estudios en los que se
siguiera el proceso de desarrollo de la espiguilla, anteras y saco embrionario de
espiguillas cleistbgamas y casmdgamas antes y después de antesis. Caponio y
Pensiero (2002), en un estudio del comportamiento citolégico y reproductivo de la
especie Setaria pflanzii, encontraron que es una especie alotetraploide
(2n=4x=36), el SE es tipo Polygonum, presenta un sistema de reproduccion sexual

donde predomina la autogamia.
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Figura 5.2. Porcentaje de espiguillas con cleistogamia y casmogamia en la base,
parte media y terminal de inflorescencias de 40 poblaciones de Leptochloa dubia
(Kunth) Nees, agrupadas en seis regiones geograficas donde fueron colectadas.
CL: Cleistogamia (@) Casmogamia CA: (7).

Sierra de Organos

Valle de México

100 -

100
80 -

80
€ 60 x 60 -
40 40
20 20

Terminal Base Media Terminal

Altiplano Valle del mezquital
100 100
80 80
X 60 X 60
40 40
20 20
0 0
Terminal Terminal
Altos de Guanajuato Llanuras de Ojuelos
100 100
80 80
e 60 ¥ 60
40 40
20 20
0 0
Terminal Terminal

98



Figura 5.3. Desarrollo* floral, sacos polinicos y embrionarios de Leptochloa dubia (Kunth) Nees, en espiguillas con
casmogamia.

8 d antes de antesis 4 d antes de antesis Antesis 4 d después de antesis 8 d después de antesis

Espiguillas

-I‘
Sacos embrionarios

*Anteras fuera de espiguilla, de mayor tamafio y con mayor cantidad de granos de polen. Existe sincronia en el desarrollo, para que la singamia ocurra cercana al momento de antesis.
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Figura 5.4. Desarrollo* floral, sacos polinicos y embrionarios de Leptochloa dubia (Kunth) Nees, en espiguillas con
cleistogamia.

8 d antes de antesis 4 d antes de antesis Antesis 4 d después de antesis 8 d después de antesis

Espiguillas

Sacos polinicos

Sacos embrionarios

*Anteras dentro de esplgunla de menor tamafio y con menor cantidad de granos de polen. La fecundacién ocurre antes que la de las espiguillas casmogamicas.
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5.5.2. Andlisis de componentes principales (ACP)

Seis componentes principales explicaron 85% de la varianza total (Cuadro 5.4); el
primer componente principal (CP1) fue el mas importante, su autovalor fue 4.64,
explico 33% de la varianza total; el segundo componente principal (CP2) con un
autovalor de 2.85, explico 20%; tercer componente (CP3) tuvo un autovalor de 1.51,
explicé 11% vy el cuarto componente (CP4) tuvo un autovalor de 1.13 explica 8% de
la varianza total. La varianza que contiene cada CP resultante, es explicada por

autovectores de cada variable (Rencher, 2002).

Cuadro 5.4. Componentes Principales resultantes de la matriz de correlacion de 14
variables morfolégicas y reproductivas, de 40 poblaciones de Leptochloa dubia
(Kunth) Nees, evaluadas en Texcoco, Edo. de México.

Componente Valor Diferencia Proporcion Acumulada
principal

1 4.64 1.79 0.33 0.33

2 2.85 1.34 0.20 0.53

3 151 0.38 0.11 0.64

4 1.13 0.16 0.08 0.72

5 0.97 0.12 0.07 0.79

6 0.85 0.27 0.06 0.85

El CP1 y CP2 en su conjunto explican el 53% de la varianza total. Las variables mas
importantes del CP1 fueron porcentaje de espiguillas con cleistogamia y longitud de
anteras en la base, parte media y terminal de la inflorescencia. Para CP2 numero de
ramas por inflorescencia, longitud de ramas, espiguillas por ramas de inflorescencia y
altura de planta (Cuadro 5.5). Morales et al. (2008), al realizar un Andalisis de
Componentes Principales en caracteristicas morfolégicas de Bouteloua curtipendula,
encontraron que los tres primeros componentes explicaron el 63.3% de la variacion
total, para el CP1, las variables mas importantes fueron longitud de inflorescencia,
diametro de tallo en la base y diametro de tallo en la altura media de los hijatos; para
el CP2, densidad de tallos, altura de forraje y altura de planta; en el CP3, longitud de
ramas, longitud del raquis de la inflorescencia y numero de ramas. EI CP1 se

caracteriz0 por agrupar variables relacionadas con el tallo; el CP2 reflej6 que el
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potencial produccion de forraje esta relacionado con la densidad de tallos y altura de
forraje; las variables en el CP3 establecen que la longitud y nimero de ramas se
relacionan con el rendimiento de semilla. Morales et al. (2009), al realizar la
caracterizacion morfolégica de 177 ecotipos de Bouteloua gracilis colectados en
Chihuahua, encontraron que los tres primeros componentes principales CP
explicaron 57.3% de la variacion morfologica. Para el CP1 las variables de mayor
contribucion en la explicacion de la variacion morfolégica fueron rendimiento de
forraje, densidad de tallos y altura de forraje; para CP2, grosor de espigas, longitud
de inflorescencia y niumero de espigas y en el CP3, grosor de tallo, ancho de hoja y
longitud de espiga. El CP1 se caracterizG6 por agrupar variables relacionadas con
produccion de forraje; mientras que, el CP2 incluyd variables relacionadas con
produccion de semilla, lo cual refleja rasgos de dispersion y propagacion y CP3
reunio variables relacionadas con la calidad forrajera. Por su parte Campbell (1982),
evalué morfolégica y citoembrioldgicamente, once especies del género Adropogon
gue presentan cleistogamia y casmogamia, encontrd alta correlacion (P<0.01) entre
longitud del pedunculo floral, longitud de la espiguilla y longitud de la antera con un

mayor porcentaje de espiguillas con casmogamia.

Cuadro 5.5. Autovectores caracteristicos de las variables de mayor valor descriptivo
para cada variable original, respecto a su componente principal de 40 poblaciones de
Leptochloa dubia (Kunth) Nees, evaluadas en Texcoco, Edo. de México.

Variables CP1 CP2
Altura de planta -0.04 0.32
Longitud de inflorescencia -0.27 0.24
NUumero de ramas por inflorescencia 0.10 0.52
Longitud de ramas de la inflorescencia -0.12 0.50
Numero de espiguillas por rama -0.15 0.48
Porcentaje de espiguillas en la base de la inflorescencia con CL -0.39 -0.07
Porcentaje de espiguillas en la parte media con CL -0.36  0.06
Porcentaje de espiguillas de la parte terminal con CL -0.40 -0.16
Longitud de anteras de la base de la inflorescencia 0.36 0.06
Longitud de anteras de la parte media de la inflorescencia 0.34 -0.02
Longitud de anteras de la parte terminal de la inflorescencia 0.40 0.13
Porcentaje total de espiguillas con CL -0.13 -0.09
Longitud de anteras de espiguillas con CL 0.04 -0.07
Longitud de anteras de espiguillas con casmogamia -0.10 -0.16

CL= Cleistogamia
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CP 2(20.3%)

Se correlacionaron longitud de anteras en la parte terminal, en la base y parte media
de inflorescencia; a su vez, estas caracteristicas se correlacionaron con las
poblaciones 17, 41, 44, 14, 13, 20, 15, 22, 1 y 39 (Fig. 5.5). Altura de planta se
correlacioné con longitud de ramas de la inflorescencia, nimero de ramas por
inflorescencia y numero de espiguillas por rama y éstas se relacionaron con las
poblaciones 6, 34, 2, 35, 45 y 47. El porcentaje de espiguillas con cleistogamia en la
base, parte media y terminal de la inflorescencia se correlacionaron con las
poblaciones 48, 59, 55 y 7. El porcentaje total de espiguillas con cleistogamia se
relacionaron con las poblaciones 31, 24, 62, 54 y 29, la longitud de anteras de
espiguillas con casmogamia se asociaron con las poblaciones 12, 19, 32, 43, 11, 50,
51 y 53 y longitud de anteras de espiguillas con cleistogamia se correlacioné con las
poblaciones 28, 4, 40, 68 y 37.

Figura 5.5. Distribucién espacial de 40 poblaciones de Leptochloa dubia (Kunth)
Nees (puntos azules), 14 variables evaluadas (puntos amarillos), elaborado en base
a los dos primeros componentes principales (CP1 y CP2).
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CP 1 (33.2%)

AP Altura de planta, LI Longitud de inflorescencia, NRI Niumero de ramas por inflorescencia, LRI Longitud de ramas de la
inflorescencia, NER Numero de espiguillas por rama, %EBCL Porcentaje de espiguillas en la base de la inflorescencia con
cleistogamia, $EMCL Porcentaje de espiguillas en la parte media con cleistogamia, %ETCL Porcentaje de espiguillas de la
parte terminal de la inflorescencia con cleistogamia, LABI Longitud de anteras en la base de la inflorescencia, LAPMI
Longitud de anteras en la parte media de la inflorescencia, LAPTI Longitud de anteras en la parte terminal de la
inflorescencia, %TECL Porcentaje total de espiguillas con cleistogamia, LAECL Longitud de antera de espiguillas con
cleistogamia, LAECA Longitud de antera de espiguillas con casmogamia.
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5.5.3. Correlacion de Pearson

El Cuadro 5.6 muestra el analisis de correlacibn de 17 variables geograficas,
morfoldgicas y reproductivas. Altura de planta se correlacioné positivamente (P<0.01)
con longitud de ramas de la inflorescencia (R*=0.57). Longitud de inflorescencia se
correlacioné positivamente (P<0.05) con longitud de ramas de la inflorescencia
(R?=0.35), numero de espiguillas (R?=0.54), porcentaje de espiguillas con
cleistogamia en la base (R?*=0.34), parte media (R*=0.46) y terminal (R?*=0.40) de la
inflorescencia y negativamente con longitud de anteras en la base (R?*=-0.30), parte
media (R%=-0.40) y terminal de la inflorescencia (R*=-0.37). Ntiimero de ramas de la
inflorescencia se correlacioné positivamente (P<0.01) con longitud de las ramas de la
inflorescencia, nimero de espiguillas por rama (R?*=0.66) y negativamente (P<0.05)
con porcentaje de espiguillas con cleistogamia en la parte terminal de la
inflorescencia (R?=-0.42). Porcentaje de espiguillas con cleistogamia en la base de la
inflorescencia se correlacion6 positivamente (P<0.05) con porcentaje de espiguillas
con cleistogamia en la parte terminal de la inflorescencia (R*=0.71) y negativamente
(P<0.05) con longitud de anteras en la base (R?=-0.84), parte media (R?=-0.49) y
terminal de la inflorescencia (R?=-0.72). Porcentaje de espiguillas con cleistogamia
en la parte terminal de la inflorescencia se correlacioné negativamente (P<0.05) con
longitud de anteras en la base (R*=-0.59), parte media (R*=-0.51) y terminal de la
inflorescencia (R?=-0.91). Longitud de anteras en la base de la inflorescencia se
correlacioné positivamente (P<0.05) con longitud de anteras de las espiguillas en la
parte media (R*=0.47) y terminal de la inflorescencia (R*=0.59). Longitud de anteras
de las espiguillas en la parte terminal de la inflorescencia se correlacioné
negativamente (P<0.05) con porcentaje total de espiguillas con cleistogamia
(R?=-0.31). Campbell (1982), evalu6 morfoldgica y citoembriolégicamente once
especies del género Adropogon que presentan cleistogamia y casmogamia, encontré
alta correlacion (P<0.01) entre longitud del pedunculo floral (rs = 64), longitud de la
espiguilla (rs = 49), longitud de la antera (rs = 69), numero de granos de polen con
longitud de antera (rs = 94), también menciond que los Taxa con alta frecuencia de
cleistogamia en la floracion, son mas exitosos colonizadores en héabitats perturbados,

debido a que se autopoliniza con la espiguilla cerrada.
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Cuadro 5.6. Matriz de correlacién de Pearson entre 17 variables geogréficas, morfoldgicas y reproductivas.

Latitud Longitud Altitud AP LI NRI LRI NER %EBCL %EMCL %ETCL LABI LAPMI LAPTI %TECL LAECL LAECA

Latitud 1.00
Longitud 0.97** 1.00
Altitud -0.28 -0.29 1.00

AP -0.29 -0.23 -0.09 1.00

LI 0.15 0.08 0.13 0.12 1.00

NRI 0.22 0.25 -0.28 029 0.13 1.00

LRI 0.003 0.03 -0.17  0.57** 0.35* 0.66*** 1.00

NER 0.40* 0.36* -0.15 0.24 0.54* 0.66** 0.67** 1.00
%EBCL -0.06 -0.06 0.12 0.12 034 -029 0.16 0.11 1.00

%EMCL 0.17 0.17 0.10 -0.05 0.46** -0.04 0.26 0.36* 0.49** 1.00

%ETCL -0.09 -0.15 0.21 -0.04 0.34* -0.42* 0.05 0.06 0.71*** 0.60*** 1.00

LABI 0.06 0.06 -0.08 -0.13 -0.30* 0.25 -0.10 -0.15 -0.84*** -0.43* -0.59*** 1.00

LAPMI  -0.18 -0.15 -0.07 0.08 -0.40* 0.11 -0.12 -0.27 -0.49** -0.82** -0.51** 0.47** 1.00

LAPTI  0.06 0.09 -0.08 -0.005 -0.37* 0.33* -0.09 -0.09 -0.72*** -0.56** -0.91*** 0.59** 0.54** 1.00

%TECL -0.25 -0.28 -0.09 -0.04 0.07 -0.15 0.07 -0.03 0.22 0.10 0.27 -0.05 -0.09 -0.31* 1.00

LAECL -0.13 -0.14 0.20 -0.02 -0.16 -0.16 -0.07 -0.12 -0.19 0.22 -0.06 0.14 -0.12 0.07 -0.27 1.00
LAECA -0.01 -0.02 -0.01 -0.11 0.004 -0.13 -0.14 -0.03 0.13 0.11 0.27 0.22 0.07 -0.23 0.24 -0.03 1.00

AP Altura de planta, LI Longitud de inflorescencia, NRI Numero de ramas por inflorescencia, LRI Longitud de ramas de la inflorescencia, NER Numero de espiguillas por rama,
%EBCL Porcentaje de espiguillas en la base de la inflorescencia con cleistogamia, EMCL Porcentaje de espiguillas en la parte media con cleistogamia, %$ETCL Porcentaje de
espiguillas de la parte terminal de la inflorescencia con cleistogamia, LABI Longitud de anteras en la base de la inflorescencia, LAPMI Longitud de anteras en la parte media de la
inflorescencia, LAPTI Longitud de anteras en la parte terminal de la inflorescencia, %$TECL Porcentaje total de espiguillas con cleistogamia, LAECL Longitud de antera de espiguillas
con cleistogamia, LAECA Longitud de antera de espiguillas con casmogamia.

*, k¥ k%% Gignificancia de correlacion P<0.05, P<0.01, P<0.001, respectivamente.
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5.6. Conclusiones

Leptochloa dubia presenta saco embrionario Unico tipo Polygonun constituidos por
dos sinérgidas, oosfera, dos nucleos polares y tres antipodas. El 81% de las
espiguillas presentaron cleistogamia y 19% casmogamia. Existieron diferencias en
cuanto a la distribucion de espiguillas con cleistogamia en la inflorescencia, la
base presentd 95%, parte media 83% y parte terminal 64%. Entre regiones, las
poblaciones del Valle de México, Sierra de Organos y Altiplano presentaron los
niveles mas altos de cleistogamia con 86, 86 y 85%, las poblaciones del Valle del
Mezquital 80%, Altos de Guanajuato 79% y Llanuras de Ojuelos 76% presentaron
los niveles mas bajos de cleistogamia. La longitud de inflorescencia se
correlacioné positivamente, con porcentaje de espiguillas con cleistogamia y

negativamente con longitud de antera.
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CAPITULO VI

DIVERSIDAD MORFOLOGICA, CITOLOGICA Y VALOR
NUTRITIVO DE SIETE NUEVOS GENOTIPOS DE PASTO
BUFFEL (Cenchrus ciliaris L.) Y UN CULTIVAR
TOLERANTES A FRIO
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DIVERSIDAD MORFOLOGICA, CITOLOGICA Y VALOR NUTRITIVO DE
SIETE NUEVOS GENOTIPOS DE PASTO BUFFEL (Cenchrus ciliaris L.)
Y UN CULTIVAR TOLERANTES A FRIO

6.1. Resumen

En 2006 fueron sembrados 36 genotipos de Cenchrus ciliaris L. en el Colegio de
Postgraduados, Campus San Luis Potosi, introducidos de Africa y se evaluaron
para tolerancia al frio, los siete genotipos que presentaron mejor adaptacion, se
caracterizaron por su morfologia, citologia, sistema reproductivo, valor nutritivo y
se compararon con el cultivar comercial Buffel “Frio”. Todos los genotipos
presentan multiples sacos embrionarios lo que indica que se reproducen por
apomixis apospoérica. Los datos se analizaron por medio de Componentes
Principales (CP) y Conglomerados Jerarquicos (CJ). Los siete genotipos
seleccionados fueron tetraploides (2n=4x=36) y el cultivar Frio pentaploide
(2n=5x=45). Los tres primeros componentes explicaron 79% de la variacion total.
El CP1 explico 49%, CP2 22% y CP3 9% de la variacion total. Para CP1 las
variables mas importantes fueron: altura de planta, longitud de inflorescencia,
altura de forraje, FDN, FDA, lignina, materia seca total y de tallos. Para CP2 fue
materia seca de hojas, digestibilidad in vitro de MS, relacién hoja:tallo y cenizas.
Las variables altura de planta, altura de forraje, diametro de tallo, largo de
inflorescencia, materia seca de tallos y total se correlacionaron positivamente
(P<0.05) con FDN, FDA vy lignina pero, negativamente, con relacion hoja:tallo,
Proteina Cruda y digestibilidad in vitro de MS. Los ocho genotipos se clasificaron
en tres grupos: grupo uno se formo por los genotipos B-1, B-2, B-4, B-5 y B-6 se
asociaron positivamente con rendimiento de MST, pero negativamente con
variables de calidad; grupo dos se formé por los genotipos B-3 y B-Frio se
asociaron con variables de calidad del forraje, aunque presentaron menor
rendimiento de MST, el grupo tres se formé por B-7 presentd caracteristicas

asociadas con la inflorescencia y rendimiento de semilla.

Palabras clave: Caracterizacion morfolégica, caracterizacion citologica,
componentes principales.
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MORPHOLOGICAL DIVERSITY, CYTOLOGICAL AND NUTRITIVE
VALUE OF SEVEN NEW GENOTYPES OF BUFFELGRASS (Cenchrus
ciliaris L.) AND CULTIVAR COLD TOLERANT

6.2. Abstract

Thirty six genotypes were established through transplanting during 2006 at the
Colegio de Postgraduados research area at the Campus San Luis Potosi. Plant
material was original from Africa and evaluated for cold tolerance. Seven cold
tolerant genotypes were characterized for morphology, cytology, reproductive
system and nutritive value, and compared with the commercial cultivar Frio. Data
was analyzed through Principal Component Analysis (PCA) as well as Ordered
Clustering. All the seven cold tolerant genotypes were tetraploid (2n=4x=36) and
the Frio cultivar was pentaploid (2n=5x=45). All genotypes have multiple embryo
sacs which indicate that reproduce by apomixis aposporica. The three first
Components explained 79% of total variability. From total variability, CP1 explained
49%, CP2 22%, and CP3 9%. For CP1 the most important variables included: plant
height, flower length, forage height, NDF, ADF, lignin, total dry matter and stem dry
matter. The most important variables for CP2 included: leaf dry matter, in vitro
digestibility, leaf:stem relation and ashes. Plant height, forage height, stem
diameter, inflorescence length, stem dry matter, and total dry matter were
positively correlated (P<0.05) to NDF, ADF and lignin but negatively to leaf:stem
ratio, PC content, and in vitro digestibility. The eight evaluated genotypes defined
three groups: Group one included B-1, B-2, B-4, B-5, and B-6, and was positively
associated to total dry matter production and negatively related to forage quality
variables. Group two was conformed for genotypes B-3 and Frio and was
associated to forage quality attributes; although showed lower total forage
production. Group three only included genotype B-7 which shown good relation
with attributes related to the inflorescence and seed yield.

Key words: Morphological characterization, cytological characterization, principal
components.

111



6.3. Introduccion

El pasto Buffel (Cenchrus ciliaris L.) es una graminea de crecimiento amacollado o
rizomatoso, perenne, Cy, originaria de Africa (Hatch y Hussey, 1991; Quero et al.,
2010), se encuentra distribuido en regiones subtropicales, aridas y semiaridas de
Africa, Arabia, Pakistan, India, Australia, México, sur de Estados Unidos,
Centroamérica, Este de Brasil y norte de Argentina, en mayor proporcion en
regiones secas; crece en regiones con regimenes pluviométricos superiores a 350
mm, en altitudes desde nivel del mar hasta 2500 msnm (Bogdan, 1997; Mansoor
et al., 2002; Marshall et al., 2011).

Esta graminea fue introducida a México en la década de 1950 a regiones aridas y
semiaridas y sin heladas, ya que posee buena adaptacion a condiciones de
sequia, y excelente rendimiento de materia seca (MS); actualmente, se cultivan
mas de 4 millones de hectareas (Alcala, 1995; Martin et al., 1995) y se cosechan
anualmente 7.2 millones t MS, que en su mayoria provienen de un sélo genotipo el
Comun T-4464 6 Americano (Villegas et al., 2001). Sin embargo, una de las
principales limitantes para el establecimiento y crecimiento del pasto Buffel, es la
baja tolerancia al frio, en localidades montafiosas del altiplano, norte y centro de
México, en donde la temperatura minima promedio del mes mas frio es menor a 5
°C (Ibarra et al., 2011).

Es muy importante caracterizar nuevos genotipos de especies forrajeras en base a
su morfologia, citologia, sistema reproductivo y valor nutritivo, para compararlos
con los existentes, asi como detectar caracteristicas sobresalientes y usos
potenciales (Schultze-Kraft, 1990). Los caracteres morfolégicos pueden ser la
forma de hoja, raiz, tallo, inflorescencia, fruto, forma de semilla, tipo de
crecimiento, y el objetivo de caracterizar es proveer informacion sobre el potencial
de produccion del germoplasma colectado o conservado, y es necesario contar
con esta informacion para iniciar un programa de mejoramiento (Franco e Hidalgo,
2003).

El conocimiento citolégico acerca del niumero cromosdmico, nivel de ploidia y

sistema reproductivo es indispensable para planear esquemas de cruzamiento y
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mejoramiento genético de las plantas y de gran ayuda en los estudios
morfoldgicos, taxondmicos y filogenéticos (Mayers, 1947; Burson y Bennett, 1971).
El nimero cromosomico reportado para el pasto Buffel tiene un rango de 32 a 52,
pero la mayoria de los genotipos son tetraploides 2n=4x=36 (Fisher et al., 1954;
Hignight et al., 1991, Visser et al., 2000). Observaciones citoldgicas indican que
los 36 cromosomas de los genotipos tetraploides son de origen alotetraploides con
10 a 14 bivalentes y 2 a 4 cuadrivalentes en diacinesis (Fisher et al., 1954; Snyder
et al.,, 1955). A pesar de que la formacién del uso acromético y la citocinesis
parecen normales, en los univalentes del 1 al 5 se ha observado que sufren
ocasionalmente un retraso en el anafase | (Higniht et al., 1991). El pasto Buffel se
reproduce principalmente por apomixis apospoérica tipo Panicum [originalmente
descrita en Panicum maximum (Warmke, 1954)], en donde el gametofito se origina
de una célula somética, no reducida, que se divide mitéticamente solamente dos
veces, para dar origen a sacos embrionarios con cuatro nucleos (en vez de ocho
como en la reproduccion sexual tipica) (Asker y Jerling, 1992; Sherwood y
Gustine, 1994).

Una de las limitantes del uso del pasto Buffel en zonas aridas ha sido la baja
calidad del forraje durante el otofio; por tanto, conocer el valor nutritivo de nuevos
genotipos, es importante para compararlos y determinar si cumplen con las
necesidades nutricionales del animal o si es necesario suplementar algun nutriente
(Goémez, 2005). Para el pasto Buffel, se han reportado valores de digestibilidad in
vitro de MS de 40 a 60%, proteina cruda de 19% en crecimiento activo, 11% en
formacion de espigas, 8% en madurez vegetativa y 2 a 4% durante la sequia
(Woodward, 1980; Hussey y Bashaw, 1985; Garcia et al., 2003; Arshadullah et al.,
2011). Sin embargo, se ha encontrado variacion en cuanto a produccion de
materia seca y calidad nutritiva entre genotipos de pasto Buffel. Garcia et al.
(2007), evaluaron cinco nuevas lineas y la variedad Nueces de pasto Buffel,
encontraron diferencias (P<0.05) en cuanto a produccién de MS ha™, desde 6 a 10
t ha, proteina cruda de 8 a 9.6%, celulosa (36.7 a 42.3%), hemicelulosa (18 a
24%) vy lignina (3.3 a 6%). Arshadullah et al. (2011), compararon la produccion y
calidad nutritiva de forraje de cinco genotipos de pasto Buffel, encontraron amplia
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variacion (P<0.05) de 5.2 a 7 t ha™ de MS, proteina cruda de 4.5 a 9.2%, fibra
cruda de 33.2 a 43.8% y nutrientes digestibles totales de 51.5 a 55.2%. En la
actualidad, los atributos que mas se buscan al caracterizar el germoplasma de
gramineas forrajeras, es que sean de buena calidad y resistencia a condiciones
ambientales restrictivas de produccion (Christinck et al., 2000).

La mayoria de los genotipos disponibles de pasto Buffel sufren dafios en otofio e
invierno por sequia y bajas temperaturas, afectando la produccién, calidad y
persistencia de las praderas (Hussey y Bashaw, 1996). A pesar de que existen
variedades que han sido seleccionadas para tolerancia al frio como: Zaragoza-
115, Llano, Nueces y Frio, no han cumplido con las expectativas de los ganaderos
(Ibarra et al., 2011), de ahi la importancia de generar nuevos genotipos de pasto
Buffel que superen a los existentes. Por tanto, los objetivos de esta investigacion
fueron caracterizar la diversidad de siete nuevos genotipos tolerantes al frio,
mediante el nuamero cromosémico, nivel de ploidia, sistema reproductivo,
morfologia, valor nutritivo y compararlos con el cultivar comercial “Frio”.

6.4. Materiales y Métodos

6.4.1. Obtencion de genotipos

En 2006 fueron sembrados 36 genotipos silvestres de pasto Buffel (Cenchrus
ciliaris L.), provenientes del Instituto Internacional de Ganaderia para Africa (ILCA)
de Etiopia, colectados en Africa del Este, establecidos en el area agricola
experimental del Colegio de Postgraduados, Campus San Luis Potosi, situado a
22° 37" N y 101° 42’ O a 2083 msnm, la temperatura minima promedio fue 8.2 y
maxima 25 °C; precipitacion anual de 337 mm, con un periodo largo de heladas en
otoflo e invierno. Después de cinco afios de evaluaciones agronémicas en
condiciones de temporal bajo sequias prolongadas y heladas con temperaturas
minimas extremas de -15 °C, siete de estos genotipos se seleccionaron por
presentar buenos atributos agronomicos, tolerancia a la sequia y frio y se
compararon con el cultivar comercial “Frio” (Fig. 6.1; Cuadro 6.1).
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6.4.2. Conteos cromosomicos

Diez semillas por genotipo fueron germinadas en cajas de Petri con papel filtro,
éstas fueron mantenidas a temperatura ambiente bajo condiciones de obscuridad
por 5 0 6 dias. Después, cuando las radiculas tuvieron una longitud de 1.5 a 2 cm,
se colectaron sus puntas en crecimiento activo (5 a 10 mm). Cinco muestras por
genotipo, fueron tratadas con 8-hidroxiquinolina (2 mM) a temperatura ambiente
(18 a 24 °C) durante 4 h; posteriormente, se fijaron en solucion 3:1 (v/v alcohol
absoluto: acido acético glacial), se conservaron en refrigeracion a 4 °C, hasta su
evaluacion al microscopio (Garcia, 1990). Al momento de observar los
cromosomas al microscopio Optico, se corté la punta de la raiz (2 6 3 mm) y se
hirvieron en acido acético al 45% por 30 s, se separd la masa celular y se coloco
sobre un portaobjetos con una gota de acido acético al 45% y una gota de rojo
carmin al 2% (v/v); enseguida, se ejercio presion uniforme con el dedo pulgar
sobre el cubreobjeto, para que los cromosomas se dispersen, se hicieron los
recuentos cromosomicos al menos en cinco preparaciones y diez células
metafasicas por preparacion por planta, con el objetivo de inmersion 100x con
contraste de fases (Garcia, 1990; Valladolid et al., 2004). El trabajo se realiz6 en el
Laboratorio de Cruzas Amplias del Centro Internacional de Mejoramiento de Maiz
y Trigo (CIMMyT), en el Batan, Texcoco, Edo. de México.

6.4.3. Sacos embrionarios

Para el estudio citoembriolégico se fijaron inflorescencias previo a la antesis, en
soluciones de alcohol al: 30, 50, 70, 85 y 100% durante 12 h en cada
concentracion. Los ovarios se deshidrataron en una serie de alcohol 50% y 50%
xileno, y xileno al 100% por 12 h; posteriormente, se embebieron en parafina y se
hicieron cortes seriados con el microtomo a 12 um. Se montaron en portaobjetos y
se colorearon con safranina y fast-green. Finalmente, se observaron vy
fotografiaron los cortes de los sacos embrionarios, con un microscopio AXxio
Imager M1 Zeizz, con camara integrada AxioCam MRc5 y capturadas las
fotografias con el Software Axio Vision 4.6. Las fotografias se editaron con el

software IngeJ version 8.0. La eventual presencia de uno 0 mas sacos
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aposporicos por ovulo indicaria que la planta esta genéticamente capacitada para
la reproduccion apomictica. Este experimento se realiz6 en el Laboratorio de
Microhistologia del Colegio de Postgraduados y en el Laboratorio de Cruzas
Amplias del CIMMyT.

Cuadro 6.1. Sitio de colecta, estatus, altitud de origen, nUmero de cromosomas,
nivel de ploidia y sistema reproductivo de los ocho genotipos evaluados de pasto
Buffel (Cenchrus ciliaris L).

No. de Area Estatus Altitud No. de Ploidia Sistema
genotipo  de colecta (msnm) cromosomas reproductivo
B-1 Shewa, Etiopia Silvestre 1530 36 2n =4x =36 Aposporia
B-2 Shewa, Etiopia Silvestre 1760 36 2n =4x =36 Aposporia
B-3 Sidamo, Etiopia Silvestre 1600 36 2n =4x =36 Aposporia
B-4 Sodo, Etiopia Silvestre 1700 36 2n =4x =36 Aposporia
B-5 Alaba, Etiopia  Silvestre 1750 36 2n =4x =36 Aposporia
B-6 Arsi, Etiopia Silvestre 1670 36 2n =4x =36 Aposporia
B-7 Muranga, Kenia Silvestre 1530 36 2n =4x =36 Aposporia

B - Frio* -- Cultivar -- 45 2n =5x =45 Aposporia

*Cultivar liberado por la USDA-ARS en 1999, bajo las denominaciones T-704, T-409704 y 409704
(Hussey y Burson, 1999).

6.4.4. Caracteres morfoldgicos y quimicos

Las variables morfolégicas y quimicas utilizadas en la caracterizacion, de pasto
Buffel son las mismas que fueron reportadas como las de mayor importancia
forrajera y valor nutritivo (Cuadro 6.2; Wouw et al., 1999; Morales et al., 2008). Las
mediciones se realizaron a todos los genotipos con tres repeticiones por genotipo.
La evaluacion morfolégica se realizd, en etapa reproductiva a la misma edad de
rebrote. En condiciones de campo, la primera precipitacion pluvial apreciable se
presento el 29 de junio de 2011, con lo que inicio el crecimiento del pasto. La toma
de datos se realizé el 29 de septiembre de 2011, cuando finalizé el periodo de
lluvias, a los 93 dias de rebrote, se midieron atributos del tallo, hojas e
inflorescencia; posteriormente, se corto el forraje a ras de suelo para determinar la
produccion de Materia Seca total y sus componentes. La precipitacion acumulada
entre 29 de junio y el 29 de septiembre de 2011 fue de 133 mm, concentrandose
el 73% en septiembre (INIFAP, 2012).
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El forraje cosechado se lavo y separd en hojas, tallos e inflorescencias. Una parte
de este material (100 g) se llevo al Laboratorio de Nutricibn de la Universidad
Auténoma Chapingo, en donde se determiné el contenido de humedad, proteina
cruda (PC) y cenizas (CNS; AOAC, 1995), fibra detergente neutro (FDN), fibra
detergente &cido (FDA), lignina (LIG) y digestibilidad in vitro de MS (DIV) por la
técnica Goéring y Van Soest (1970), con tres repeticiones por genotipo. Se calculd
el rendimiento por hectéarea de hojas, tallos, inflorescencia, material muerto, total y

la relacion hoja:tallo.

Cuadro 6.2. Descriptores morfolégicos y quimicos, utilizados para caracterizar
ocho genotipos de pasto Buffel (Cenchrus ciliaris L.) tolerantes a frio.

Codigo Descriptores Codigo Descriptores
AP Altura de planta (cm) PMS Peso de mil semillas (mg)
AF Altura del forraje (cm) MST Materia seca total (g)
DT Densidad de tallos m? MSH Materia seca de hojas (Q)
DIB Diametro de tallo en la base (mm) MSTA  Materia seca de tallos (g)
DIM Didmetro de tallo en la parte media (mm)  MS| MS de inflorescencia (g)
ALH  Ancho de lamina de la hoja central (mm) RHT Relacion hoja:tallo
LLH  Longitud de lamina de hoja central (cm) PC Proteina cruda
LI Longitud de inflorescencia (cm) FDN Fibra detergente neutro
LDI Longitud del involucro (cm) FDA Fibra detergente acido
FDI Fusion del involucro (mm) LIG Lignina
NIl Numero de involucros por inflorescencia DV Digestibilidad in vitro de MS
DM  Didmetro del macollo (cm) CNS Cenizas

6.4.5. Andalisis estadistico

Para analizar los datos de los valores estandarizados de las variables, se usé el
software InfoStat, (2008). Se analizdé la matriz de correlacion del ACP de 18
variables morfoldgicas y seis quimicas, de los ocho genotipos de pasto Buffel
tolerantes al frio. Asi mismo, se utilizé el Andlisis de Componentes Principales
para determinar atributos relevantes a los genotipos, calculandose los autovalores,
autovectores y el coeficiente de determinacién (R?) de las variables, en cada
componente principal. Para visualizar el agrupamiento de los genotipos y las
variables, se realiz la representacion en el plano mediante un biplot en base a los

dos componentes principales. Ademas, se realiz6 un Analisis de Conglomerados
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Jerarquicos con el fin de clasificar y agrupar los genotipos en base a su similitud.
Se compar6 el rendimiento por componentes, total, relacién hoja:tallo y contenido
nutricional de tallos y hojas mediante un disefio completamente al azar con tres
repeticiones, para comparar las medias se utilizé la prueba de Tukey y se analiz6

con el programa estadistico (SAS, 1999).

6.5. Resultados y Discusion

6.5.1. Caracterizacion citologica y reproductiva

La caracterizacion citologica revelo diferentes niveles de ploidia, los siete
genotipos fueron tetraploides (2n=4x=36) y el cultivar de Buffel “Frio” fue
pentaploide (2n=5x=45; Cuadro 6.1), lo que indica que todos son apomicticos; sin
embargo, existen evidencias (Hignight et al., 1991; Visser et al., 2000), de que
genotipos tetraploides y pentaploides presentan niveles muy bajos de apomixis
facultativa, lo que podria explicar las variaciones morfoldégicas y quimicas
observadas entre genotipos tetraploides (Fig. 6.1). El diferente nivel de ploidia
entre el Buffel “Frio”, generado de fecundacioén de una célula huevo no reducida y
polen reducido normalmente (2n+n=4x+x=36+9) y los siete genotipos podrian
explicar diferencias morfologicas en altura de planta, longitud de inflorescencia y
produccion de forraje; sin embargo, probablemente no sea la razon principal de
estas diferencias, porque existe mayor variacion entre genotipos tetraploides, lo
que sugiere que provienen de poblaciones diferentes. Todos los genotipos
presentan sacos embrionarios (SE) multiples (Fig. 6.2), lo que indica la presencia
de apomixis aposporica tipo Panicum (Burson, 1994), con dos sinérgidas, una
ovocélula no reducida, un nucleo polar y ausencia de antipodas (Winger, 1984).
En la apomixis facultativa (Hignight et al., 1991) se desarrollan de manera
simultdnea SE sexuales y apomicticos en un mismo ovario, los SE sexuales son
de menor tamafio y degeneran por madurez tardia normalmente, lo que promueve
el desarrollo de sacos embrionarios de mayor tamafio que son los apospéricos
(Burson, 1994; Savidan, 2000).
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Figura 6.2. Sacos embrionarios de siete nuevos genotipos y el cultivar “Frio” de pasto Buffel (Cenchrus ciliaris L.)
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SE: Sacos embrionarios. Cada flecha indica la ubicacién de un saco embrionario.




6.5.2. Andlisis de componentes principales (ACP)

El andlisis de correlacion de 18 variables morfoldgicas y seis quimicas mostrd que,
algunas variables se correlacionan fuertemente con una alta probabilidad de
significancia (P<0.05). Altura de planta se correlaciond positivamente (P<0.05) con
altura de forraje (R?=0.95), diametro de tallo (R*=0.75), materia seca total
(R?=0.77), MS de tallos (R?=0.72), fibra detergente neutro (R?=0.70), fibra
detergente &cido (R%=0.92), lignina (R?*=0.82) y negativamente (P<0.05) con
relacién hoja:tallo (R?=-0.23) y proteina cruda (R*=-0.92). El diametro del tallo en
la base y parte media se correlaciono positivamente (P<0.05) con longitud de
inflorescencia, fibra detergente &cido, fibra detergente neutro, lignina vy
negativamente con digestibilidad in vitro de MS. Ancho de lamina de la hoja del
centro, se correlacioné positivamente (P<0.05) con MS total (R?=0.90) y longitud
de inflorescencia (R?=0.70). Materia seca total se correlacioné positivamente
(P<0.05) con MS de tallos (R*=0.95) y negativamente con proteina cruda
(R?=-0.73). MS de tallos se correlacioné negativamente (P<0.05) con proteina
cruda (R?=-0.69), relacién hoja:tallo (R*=-0.55) y digestibilidad in vitro de MS
(R?*=-0.40). Proteina cruda se correlacioné negativamente (P<0.05) con fibra
detergente &cido (R?=-0.83) y lignina (R*=-0.69) (Cuadro 6.3). Griffa et al. (2011),
realizaron una evaluacion morfolégica de cuatro cultivares de Cenchrus ciliaris L.
(Texas-4464, Molopo, Biolela y Lucero) bajo condiciones de sequia, y encontraron
diferencias (P<0.05) entre cultivares, en las siguientes variables: altura de planta,
ancho y longitud de hoja bandera, numero de nudos, ancho del macollo, longitud
del peddnculo y rendimiento de materia seca total. Se observd una correlaciéon
positiva entre altura de planta, numero de nudos y ancho del macollo con
rendimiento de MS. Nufiez y Cantu (2000), determinaron las correlaciones entre
digestibilidad in vitro de MS y composicién quimica de una variedad de Sorgo X
Sudan de nervadura café, encontraron que la fibra detergente neutro se
correlacioné positivamente (P<0.05) con fibra detergente &cido, lignina y

negativamente con proteina cruda y digestibilidad in vitro de MS.
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Los cinco componentes principales explican 93% de la varianza total; el primer
componente principal (CP1) es el mas importante porque explicOo 48% de la
varianza total; el segundo componente principal (CP2) explic6 22%; tercer
componente (CP3) explicé 9% vy el cuarto componente (CP4) explicd 8% de la
varianza total. La varianza que contiene cada CP resultante, es explicada por
autovectores de cada variable (Cuadro 6.4; Rencher, 2002).

Cuadro 6.4. Componentes principales resultantes de la matriz de correlacién de
18 variables morfologicas y seis quimicas, de ocho genotipos del pasto Buffel
(Cenchrus ciliaris L.), tolerantes a frio.

Componentes Valor Diferencia Proporcion Acumulada
principales

1 11.5 6.25 0.48 0.48

2 5.25 2.97 0.22 0.70

3 2.28 0.37 0.09 0.79

4 1.91 0.56 0.08 0.87

5 1.35 0.22 0.06 0.93

Los CP1y CP2, en su conjunto, explican el 70% de la varianza total. Las variables
mas importantes del CP1 fueron altura de planta, longitud de inflorescencia, altura
de forraje, fibra detergente neutro, fibra detergente &cido, lignina, materia seca
total y de tallos. Para CP2 MS de hoja, digestibilidad in vitro de MS, relacion
hoja:tallo y cenizas (Cuadro 6.5). Mientras que Morales et al. (2012),
caracterizaron la diversidad fenotipica y molecular de 91 ecotipos del pasto Punta
blanca [Digitaria californica (Benth.) Henr.] colectados en Chihuahua, encontraron
que las variables que aportaron mayor variacion en el CP1 fueron las relacionadas
con produccion de forraje; para el CP2, ancho de hoja y diametro de tallo y para
CP3 longitud de inflorescencia y densidad de tallos. Escobar et al. (2005),
evaluaron las caracteristicas productivas y quimicas del follaje de tres poblaciones
del pasto Salado [Distichlis spicata L. (Greene)] colectadas en ecosistemas
costeros de Baja California Sur y encontraron que los tres primeros componentes
principales explicaron el 92.7% de la varianza total; el primero (CP1), explico
55.7%; el segundo (CP2) 24% vy el tercero (CP3) sol6 13% de la varianza total. La
varianza del CP1 es explicada por las variables productivas, cenizas y se
correlacion6 negativamente con extracto libre de nitrégeno. La varianza del CP2
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fue explicada por celulosa, hemicelulosa, fibra cruda, fibra detergente acido y
proteina cruda. Para el CP3, la varianza puede explicarse principalmente por las
variables lignina'y FDN.

Cuadro 6.5. Autovectores caracteristicos de las variables de mayor valor
descriptivo para cada variable original, respecto a su Componente Principal, de
ocho genotipos de pasto Buffel (Cenchrus ciliaris L.), tolerantes a frio.

Variable CP1 CP2
Altura de planta 0.28 0.03
Altura de forraje 0.27 0.05
Densidad de tallos -0.18 0.22
Didmetro de tallo en la base 0.23 -0.25
Didmetro de tallo en la parte media 0.22 -0.26
Ancho de la lamina de la hoja central 0.22 0.14
Longitud de la lamina de la hoja central 0.15 0.25
Longitud de inflorescencia 0.28 -0.01
Longitud del involucro -0.23 -0.20
Fusion del involucro -0.10 -0.26
Numero de involucros por inflorescencia 0.07 0.34
Didmetro del macollo 0.04 0.20
Peso de mil semillas 0.18 -0.02
Materia seca total 0.25 0.16
Materia seca de hojas 0.15 0.33
Materia seca de tallos 0.25 0.04
Materia seca de inflorescencia 0.06 0.14
Relacion hoja:tallo -0.13 0.31
Proteina cruda -0.27 -0.07
Fibra detergente neutro 0.24 -0.22
Fibra detergente acido 0.27 -0.08
Lignina 0.25 -0.14
Digestibilidad in vitro de MS -0.13 0.31
Cenizas 0.14 0.22

Una amplia correlaciéon entre MS total producida y las variables diametro de tallo,
FDN, lignina, FDA, altura de planta, altura de forraje, largo y ancho de la lamina de
la hoja central; por su parte, la relacién hoja:tallo muestra una alta correlacion con
la digestibilidad in vitro de MS (Fig. 6.3). Los genotipos B-1, B-2, B-4, B-5y B-6 se
encuentran correlacionados con variables relativas al rendimiento de MS total, con
FDN, FDA, lignina y cenizas; por su parte, B-3 y B-Frio estdn mas asociados con
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relacion hoja:tallo, digestibilidad in vitro de MS, densidad de tallos y proteina
cruda. El genotipo B-7 se relacioné con proteina cruda, longitud del involucro y
fusion del involucro. Garcia et al. (2003; 2007) evaluaron cinco nuevas lineas y la
variedad Nueces de pasto Buffel, encontrando que las lineas que produjeron mas
forraje, tuvieron contenido de FDN, FDA, hemicelulosa més elevados y menos
proteina cruda. Arshadullah et al. (2011), estudiaron el crecimiento estacional,
variaciones genotipicas y su influencia en rendimiento y contenido nutricional de
cinco lineas genéticas de Cenchrus ciliaris L., encontraron que la linea que
produjo mas forraje, presentdé mayor (P<0.05) contenido de fibra cruda y cenizas;
pero, menor porcentaje de proteina cruda, extracto libre de nitrogeno, extracto
etéreo y digestibilidad in vitro de MS, en comparacion con lineas que produjeron

menos forraje.

Figura 6.3. Distribucién espacial de ocho genotipos de Cenchrus ciliaris L.
tolerantes a frio (puntos azules), 18 variables morfoldégicas y seis quimicas
evaluadas (puntos amarillos), elaborado en base a los dos primeros componentes
principales (CP1y CP2).

]

B —Frio

CP 2 (22 %)
[=]

-6 .3 0 3
CP1(48%)
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6.5.3. Andlisis de conglomerados jerarquicos

Para la conformacion de los grupos el Analisis de Conglomerados Jerarquicos
(Fig. 6.4), los grupos estan integrados por 8 genotipos: el grupo uno, lo
constituyeron los genotipos B-1, B-2, B-4 y B-5, el genotipo mas cercano a este
grupo es B-6; por otra parte, el grupo dos, esta formado por el B-3 y B-Frio, y
fueron los mas relacionados entre si, cada uno formando un grupo diferente y el
grupo tres se conformé por B-7, el mas alejado de todos éstos, debido a que su
origen geografico se encuentra en Kenia; mientras que, los otros genotipos son de
Etiopia. Hernandez et al. (2007) evaluaron las caracteristicas morfolégicas y
calidad de césped en 45 ecotipos de pasto Bufalo [Buchloe dactyloides (Nutt.)
Englem.], para ello, los separaron en 2 grupos de interés; en el grupo uno, se
encontraron los ecotipos con las mejores caracteristicas de césped y, en el grupo
dos ecotipos con poca calidad del césped, pero con potencial forrajero. Manzelli et
al. (2005) al aplicar Andlisis Cluster a 16 accesiones de Sorghum bicolor (L.)
nativas de Somalia, en base a 12 caracteristicas morfolégicas y productivas
permiti6 separar a las accesiones, que presentaron las mejores caracteristicas
para produccion grano y forraje.

Figura 6.4. Clasificacion de ocho genotipos de pasto Buffel, basada en 18
caracteristicas morfolégicas y seis quimicas.

0.0 0.25 0.49 0.74 0.99
Distancia: (Braun Blanquet sqrt (1-s))
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6.5.4. Rendimiento de materia seca

Dentro de los componentes del rendimiento de forraje, la produccién de hoja es el
mas importante debido a que poseen mayor contenido de proteina y digestibilidad
(Sierra, 2005). Existieron diferencias (P<0.05) para produccién de hoja, B-4 fue el
mayor con 1255 kg MS ha™ y el menor B-7 con 422 kg MS ha™. El contenido de
tallo fue mayor (P<0.05) en el genotipo B-6 con 2033 kg MS ha™ y el menor lo
presentaron B-Frio, B-3 y B-7 con 951, 944 y 859 kg MS ha™. El contenido de
inflorescencias fue mayor (P<0.05) para el genotipo B-2 con 229 y menor para B-7
con 73 kg MS ha™. El material muerto fue mayor en B-6 con 403 y menor en B-7
con 175 kg MS ha. La produccién de MS total (kg MS ha) fue mayor (P<0.05)
en los genotipos B-6 y B-4 con 3448 y 3427 kg MS ha™, respectivamente y la
menor la presenté el B-7 con 1529 kg MS ha™. La relacién hoja:tallo puede sirvir
como estimador de la calidad del forraje, misma que mostro efectos significativos
(P<0.05); la mayor relacion hoja:tallo la obtuvo el B-Frio con 0.96 y la menor del B-
6 con 0.42 (Cuadro 6.6). En un estudio, en donde compararon 85 genotipos de
pasto Buffel en condiciones de temporal durante la época de lluvias, encontraron
intervalos de produccién de 1 a 5t MS ha™, con un valor medio de 3 t MS ha™
mientras que los testigos Nueces y Comun produjeron 3 y 5 t MS ha™ (Morales,
2003). Garcia et al. (2003), evaluaron cinco lineas de pasto Buffel y el hibrido
Nueces en época de lluvias, encontraron diferencias (P<0.05) para producciéon de

materia seca, la media fue 4.7 t MS ha™ con intervalos de 3.2 a 5.9t MS ha™.

6.5.5. Contenido nutricional de hoja y tallos

El Cuadro 6.7 muestra el contenido nutricional de tallos y hoja de siete genotipos y
el cultivar “Frio” de pasto Buffel. La calidad de los pastos es muy variable,
depende de la etapa fenoldgica, especies, variedades, fertilidad del suelo, época
del afio, parte de la planta (Estrada, 2002). El contenido de proteina, cenizas y
digestibilidad in vitro de MS fue mayor en las hojas, mientras que FDN, FDA y
lignina es mayor en los tallos (Cuadro 6.7). El promedio del contenido de proteina
de hojas fue 10.53%, el valor mas alto (P<0.05) se present6 en el genotipo B-6
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con 13.76 y el menor en B-1 con 8.2%. El contenido de proteina en tallos fue
diferente (P<0.05) entre genotipos, los genotipos B-Frio y B-7 tuvieron los valores
mas altos con 6.87 y 6.82% y el menor fue para el genotipo B-2 con 2.77%. Los
valores mas elevados de FDN, FDA vy lignina en tallo se presentaron en el
genotipo B-1 con 82, 52.7 y 14.5%, respectivamente. El contenido de cenizas
representa la cantidad de minerales presentes en las hojas y fue diferente
(P<0.05) con valores minimos 8.53 y maximos de 16.92%, registrados para los
genotipos B-6 y B-4, respectivamente. El contenido de cenizas de tallos fue
diferente (P<0.05) vari6 6.76 a 8.16% para B-7 y B-1, respectivamente. Mostraron
diferentes contenidos (P<0.05) de digestibilidad in vitro de MS de 76.03 a 70.01%
en hojas de los genotipos B-6 y B-3, respectivamente. Morales (2003), evalué el
contenido nutricional de 85 genotipos de pasto Buffel, encontré diferencias
(P<0.05) para PC con un intervalo de 7 a 9%, para el contenido de FDN encontré
diferencias (P<0.05), la media fue de 73% en un intervalo de 67 a 79%, la FDA
tuvo valores de 42 a 53% con una media de 47%, encontrd diferencias (P<0.05)
para el contenido de cenizas, la media fue de 14% con un intervalo de 11 a 18%, y
la digestibilidad in situ la media fue de 57%, con un intervalo de 50 a 71%. Alba
(2000), evaluo el valor nutritivo y digestibilidad in vitro de MS de hojas y tallos de
tres variedades de pasto Buffel, Comun, Nueces y Llano en primavera, verano e
invierno, registrando diferencias (P<0.01) entre las tres variedades, el Comun
presentd valores mas bajos de PC y digestibilidad en tallos y hojas en las tres
épocas del afo; la variedad Nueces presentd valores mas elevados (P<0.01) de
cenizas en tallos y hojas en todas las épocas del afio, las hojas tuvieron mayor
concentracion de nutrientes que los tallos, en las tres variedades y los valores mas
elevados de PC y digestibilidad se presentaron en verano.
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Cuadro 6.6. Rendimiento de materia seca (kg MS ha™) para hoja, tallo,
inflorescencia, material muerto y relacién hoja:tallo de ocho genotipos de pasto
Buffel (Cenchrus ciliaris L.) durante la estacion de lluvias, en Salinas de Hidalgo,
SLP.

Kg MS ha™ Relacion
Genotipos Hoja Tallo Inflorescencia M. muerto MS total Hoja:tallo
B-1 909° 1551° 83¢ 325° 2868%° 0.59°
B-2 884" 1715% 2292 3579 3185° 0.52¢
B-3 749° 944° 145° 217° 2055% 0.79°
B-4 12552 17092 86° 377 34272 0.73°
B-5 749° 1634° 143° 330° 2856 0.46%
B-6 861° 2033? 151° 4032 34482 0.42°
B-7 422° 859° 73° 175° 1529¢ 0.49¢
B-Frio 909° 951¢ 158° 231° 2249° 0.96°
Media 842 1451 134 302 2702 0.59
EEM 46.27 88.35 10.56 16.71 139.7 0.03
Slg ** ** *%* ** *%* *%*

EEM= Error estandar de la media; Sig.= Significancia, *= (P<0.05), **= (P<0.01).
abede Medias con distinta literal entre filas son diferentes (P<0.05).

6.6. Conclusiones

Los siete nuevos genotipos de pasto Buffel fueron tetraploides (2n=4x=36) y el
cultivar Frio pentaploide (2n=5x=45), todos los genotipos presentan multiples
sacos embrionarios y su tipo de reproduccion es por apomixis aposporica. Existe
variabilidad morfolégica, de rendimiento y calidad nutritiva entre los ocho
genotipos de pasto Buffel tolerantes al frio; las variables altura de planta, altura de
forraje, diametro de tallo, largo de inflorescencia, materia seca de tallos y total se
correlacionaron positivamente con FDN, FDA vy lignina, pero negativamente con
relacion hoja:tallo, proteina cruda y digestibilidad in vitro de MS. Se clasificaron en
3 grupos: el grupo uno, se formd por los genotipos B-1, B-2, B-4, B-5 y B-6, estos
se correlacionaron positivamente con las variables rendimiento de MS total, pero
presentaron menor calidad de MS; el grupo dos, se constituyd por B-3 y B-Frio se
asociaron con variables de calidad del forraje, pero presentaron menor
rendimiento de MST; el grupo tres se conformé por el genotipo B-7, que presento
caracteristicas morfologicas diferentes principalmente asociadas al rendimiento de

semilla.
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Cuadro 6.7. Contenido de PC, FDN, FDA, lignina, cenizas y digestibilidad in vitro de MS (%) de hoja y tallo de siete
nuevos genotipos y el cultivar “Frio” de Cenchrus ciliaris L., tolerantes a frio.

. Hoja Tallo

Genotipos I . . ;

PC FDN FDA Lignina Cenizas DIV PC FDN FDA Lignina Cenizas DIV
B-1 8.02¢ 70.8% 42432 622 16.652 70.58% 3.15° 822 56.712 14.542 8.162  41.42%
B-2 9.63% 69.09° 41.11° 6.72%® 16.512 72.75° 2.77° 81.07%° 50.99° 14.06® 6.92°  40.78°
B-3 10.85" 68.11° 36.16° 6.76® 13.82° 76.3% 4.29° 78.44° 46.29% 11.31% 6.88°  46.83°
B-4 9.94% 6476 39.38° 6.65°° 16.922  71.66™ 4.19° 78.14% 48.69° 12.89° 7.21°  45.58°
B-5 8.74% 69.55°° 40.69°° 6.08° 14.75° 75.252 4.1°  79.89° 44.34° 11.02¢ 7.25°  45.36°
B-6 13.72% 72.63% 39.63° 591° 8.53¢ 70.68% 4.36° 78.69° 47.11°% 11.31°¢ 6.87° 45.54°
B-7 11.75° 63.88¢ 33.23" 6.72% 8.59¢ 70.01¢ 6.822 77.29° 42.22" 10.82° 6.76° 42.12¢
B-Frio 11.6° 65.34% 33.76" 7.38% 13.21° 71.32°¢ 6.87* 74.09° 41.89" 8.76° 6.93° 49592
Promedio 10.53 68.02 38.29 6.55 13.62 72.32 457 787 4728 11.84 7.12 44.65
EEM 037 062 0.68 012 0.66 0.46 029 0.48 0.96 0.38 0.09 0.59
S | g *% *% *% * *% *% *% *% *% *%* *%* *%

PC= Proteina Cruda; FDN= Fibra Detergente Nueutro; FDA= Fibra Detergente Acido; DIV= Digestibilidad in vitro de MS EEM= Error estandar de
la media; Sig= Significancia, *= (P<0.05), **= (P<0.01).

abede pedias con distinta literal entre filas son diferentes (P<0.05).
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