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RESUMEN

Variabilidad genética para la senescencia de hoja en Cenchrus ciliaris L.
Silvia Cervantes Sanchez, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2014
El pasto Buffel (Cenchrus ciliaris L.) es ampliamente reconocido por su resistencia
a sequia y capacidad de propagacién en zonas semiaridas. En dichas regiones de
México, el pastoreo no se puede realizar de forma ecolégicamente eficiente
(pastoreos programados a 95% de interceptacion luminosa) debido a varias
razones: tamafo de potreros, e infraestructura requerida. Siete genotipos
resistentes a frio originarios de zonas altas de Africa, de la colecta de recursos
genéticos de CGIAR-ILCA fueron evaluados a diferentes fechas de hoja
senescente en contenido de pigmentos fotosintéticos, anatomia foliar y calidad de
forraje y en comparacién con Buffel comuin (testigo) con baja tolerancia a frio; lo
anterior, con la finalidad de detectar materiales con mayor tolerancia a frio y
calidad de forraje en hoja senescente. Nueve macetas por genotipo fueron
mantenidas en invernadero en instalaciones del Colegio de Postgraduados
Campus Montecillo, fertilizadas y regadas de forma similar, el desarrollo de hoja se
muestredé mediante mediciones cada tercer dia. Las hojas se analizaron mediante
microscopia e integracion de imagenes, se determiné el tejido digestible (floema,
mesdfilo), tejido medianamente digestible (epidermis y vaina del haz vascular) y
tejido no digestible (xilema, y fibras de la extension de la vaina). El contenido de
pigmentos fotosintéticos se determind a 470, 649 y 665 nm, mediante
espectrofotometria. Se colectdé material foliar a estados de desarrollo (0, S1, S2 'y
S3). Los datos se analizaron mediante diversos modelos estadisticos acorde al
modelo de distribucién de las variables de respuesta, en caso necesario, los datos
se transformaron para normalidad, la comparacion de medias se realizé mediante
la prueba Tukey (P<0.05). Se detectaron diferencias en morfologia los genotipos
G-10, G-8 y G-11 mostraron mayor area de mesofilo en comparacién al testigo. No
se observaron diferencias significativas a 45 dias de expuesta la ligula (S3) (P>
0.05); sin embargo, el G-11 y G-10 mostraron concentraciones mayores de
clorofila total. A 35 dias de ligula expuesta (S2) el mayor contenido de pigmentos
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se observé en G-5, sin que fuera diferente al resto de los genotipos (>0.05)
exceptuando G-3. El area de lignina fue menor para el testigo y no se detectaron
diferencias en contenido de lignina ni Fibra detergente neutro (NDF) entre
genotipos. La edad es un factor que influencia la actividad fotosintética y la calidad
del forraje. Existen diferencias entre genotipos para las variables de respuesta
evaluadas. Los genotipos G-10, G-11 y G-5 pueden tener comportamiento
superior en calidad al resto de los genotipos aunado a la mayor resistencia a bajas
temperaturas en comparacion con el testigo.

Palabras clave: hoja senescente, pigmentos fotosintéticos, anatomia foliar,

calidad de forraje.



ABSTRACT
Leaf senescence genetic variability for genetic resources of Cenchrus ciliaris
L.
Silvia Cervantes Sanchez, M. Sc.
Colegio de Postgraduados, 2014

Buffelgrass has been worldwide recognized as drought resistant species; however,
in semi-arid lands of México it is difficult to achieve the best use of the grass
regrowth (harvesting to 95% light interception) due mainly to paddock size, cost for
fencing, and low plant cover. Seven novel genotypes of Buffelgrass originated from
the CGIAR-ILCA genetic resources bank at Addis-Abbeba, Ethyopia were
evaluated for leaf morphology, fiber analysis, photosynthetic pigments content
during four leaf growth stages (juvenile —half-length development-, 15, 35, and 45
days after ligule exposure). Nine pots per genotype were managed under
greenhouse conditions at the Campus Montecillo of the Colegio de Postgraduados
with similar watering and fertilization conditions. Two years old plants in pots for
each genotype were sampled for leaf development. Leaf growth was determined
every third day. At the leaf age required leaves were sampled; for morphology
studies these were fixed using FAA solution and stained, analyzed using
microscopy and image integrative software for digestible tissue (phloem and
mesophyll), medium digestible tissue (epidermis and vascular sheath) and non-
digestible (xylem, vascular bundles and marginal fibers); for photosynthetic
pigment studies, these were determined using spectrophotometer at 470, 649 and
665 nm light waves); for fiber analysis Van Soest procedures were used for the leaf
ages mentioned. Data was analyzed using different models according to data
distribution; also data was transformed to give normality, and mean comparison
was performed using Tukey test (P <0.05). Leaf morphology differences among
genotypes were detected bigger mesophyll area were detected for G-10, G-8, and
G-11 with respect to common Buffelgrass as control. Lignin area was minor for the
control and no differences for lignin or NDF concentrations (P> 0.05) among
genotypes were detected within the same growth age. No differences (P >0.05)
were detected to 45 days of leaf age for chlorophyll content; however G-11 and G-
10 showed higher contents for total chlorophyll. To 35 d of leaf development G-5
showed higher photosynthetic pigments content and no difference among
genotypes was detected (P >0.05) but to G-3. Leaf age influences photosynthetic
activity and forage quality. Differences do exist among genotypes for the studied
variables. Genotypes G-10, G-11, and G-5 may show a better grazing response
due to forage quality in comparison with the other genotypes including the low-cold
resistant placebo Buffel Comun.

Keywords: leaf senescence, photosynthetic pigments, leaf anatomy, forage quality.
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1. INTRODUCCION

Los sistemas ganaderos son muy diferentes en areas de pastizal, éstos regulan
dindmica de la vegetacion, poseen baja cobertura vegetal y amplia diversidad de
especies vegetales, o que demanda practicas de manejo del pastoreo en términos
de aporte de nitrdgeno y frecuencia e intensidad de defoliacion (Wilkins, 1995).
Sus posibles consecuencias sobre el crecimiento neto y digestibilidad del forraje
deben ser mejor entendidas, dado que conceptos actuales de crecimiento en
gramineas forrajeras no se ajustan al uso eficiente del pastizal. Los modelos de
crecimiento basados en la eficiencia de uso de radiacion no suelen tener en
cuenta la senescencia y baja cobertura vegetal (Belanger et al., 1992; Duru y
Ducrocq, 2000).

Los pastizales en zonas &ridas de México carecen de infraestructura para lograr
pastoreos sistematicos donde se maximicen las tasas de rebrote de los pastos y
se coseche con eficiencia el forraje, perdiendo el aprovechamiento maximo del
crecimiento compensatorio durante la estaciéon de crecimiento. Normalmente, las
areas de pastoreo en México arido poseen superficies en potreros de 250 a 1000
h o mas, dificultando la cosecha eficiente, como consecuencia del costo elevado
de la infraestructura necesaria (elevada cantidad de potreros y, por tanto, cercos)
principalmente cuando los pastos han pasado a la fase reproductiva (Quero,
2013).

Dada la fragilidad del pastizal, la agricultura de secano es poco recomendable en
areas semiaridas, la promocién de especies perennes que requieren del minimo
laboreo para lograr su establecimiento y persistencia es la mejor forma de apoyar
al pastizal, lo que se reflejard en mayor sustentabilidad y produccion del recurso.
La agricultura de riego promueve efectos secundarios de salinidad de suelo en la
mayoria de las cuencas endorreicas predominantes en estas areas. Similarmente,
en estudios de historia de uso del pastizal, se ha sefialado que las tierras abiertas

a la agricultura y dejadas en sucesion secundaria, para uso bajo pastoreo en
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pastizales semiaridos, presentan mayor erosion que las tierras que solamente son
sobrepastoreadas por largos periodos (Evans y Geerken, 2004; Rowntree et al.,
2004). Esto es, la combinacion de agricultura y pastoreo de ruderales y vegetacion

en sucesion secundaria promueve marcadamente la erosion.

En México, se reportan 1,070 especies de gramineas con gran importancia
ecoldgica y econdémica. Este es uno de los grupos taxondmicos mas abundantes
en pastizales y son fuente de forraje barato que sustenta a la ganaderia
(Hernandez, 2013). En las regiones aridas y semiaridas, los sistemas pecuarios
son principalmente extensivos. Sin embargo, muchos ganaderos usan el
agostadero indiscriminadamente, lo que afecta la persistencia de pastos de alta
calidad forrajera en el pastizal y pone en riesgo la estabilidad ecoldgica de los
ecosistemas aridos bajo pastoreo. En estos sistemas de produccién los forrajes
cultivados juegan un papel muy importante en la sostenibilidad de los mismos; sin
embargo, las opciones para producir forraje en estas areas son muy limitadas por
la escasa precipitacion, por lo que se requiere el uso de especies forrajeras con
tolerancia a sequia. El pasto Buffel (Cenchrus ciliaris L.) tiene caracteristicas tales
como ser tolerante a sequia, disminuye la erosion, es resistente al pastoreo y es
aceptado por el ganado. Debe sembrarse en tierras marginales o de baja
productividad en la agricultura, abandonadas o erosionadas con poca o nula
cubierta vegetal, con precipitaciones desde 250 mm y una altitud hasta los 2,000

msnm (Jiménez et al., 2005; Ibarra et al., 2013).

El objetivo del presente estudio fue evaluar genotipos noveles, recibidos de zonas
altas de Africa via el International Livestock Research Institute (CGIAR-ILRI) de
Buffel Cenchrus ciliaris, durante la senescencia, determinando filocron, mediante
la tasa de expansion de hoja, por estado de desarrollo de hoja a: (J= Hoja al 50%
de su longitud a madurez; S1= Hoja madura de 15 dias posterior a la exposicion
de la ligula; S2= Hoja senescente de 35 dias después de la exposicion de la ligula;
S2= Hoja senescente a 45 dias después de la exposicion de la ligula) mediante

cuantificacion de pigmentos fotosintéticos, estructura de hoja y variacion en
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componentes estructurales: tejido altamente digestible, de mediana digestibilidad,
no digestible y lignina (%), Asi como la determinacion de composiciéon del forraje
de hoja, mediante Fibra Detergente Neutro (FDN), Fibra Detergente Acido (FDA),
Lignina (L), Proteina Cruda (PC), y Cenizas para los cuatro estadios de desarrollo
de hoja. Identificar materiales genéticos que inicien el crecimiento temprano y
mantengan la actividad y calidad de hoja para rumiantes en pastoreo por mayor
tiempo post finalizado el crecimiento de hoja. Evaluando la senescencia de hoja en
estos genotipos, podremos conocer la dinamica de la calidad del forraje a edades
avanzadas edades de rebrote y/o durante la reduccion de crecimiento por efecto
del ambiente.

Para el aprovechamiento de la diversidad genética de Buffel, es necesario, tener la
problematica a resolver claramente establecida y detectar materiales destacados
qgue inicien crecimiento temprano y retengan mayor calidad de hoja durante la

senescencia



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Importancia de las gramineas

Poaceae es una familia de la mayor importancia, se utiliza ampliamente para la
alimentacion, fibra y forraje. Los pastos forrajeros son miembros de esta familia.
Las tres especies de gramineas que mas se cultivan en el mundo son trigo
Triticum aestivum (L), arroz Oryza sativa (L.) y maiz Zea mays (USDA, 1992). Sin
gramineas forrajeras, el sector ganadero, como lo conocemos, no existiria
(Wilhelm y McMaster, 1995). La importancia del desarrollo vegetativo se ha
reconocido siempre en las gramineas forrajeras ya que el material vegetativo es
econémicamente importante para la produccién ganadera (Buchanan-Wollaston et
al., 2003; Wilhelm y McMaster, 1995). El Desarrollo vegetativo en gramineas se
caracteriza por la iniciaciéon regular y aparicion de hojas sucesivas. La tasa de
iniciacion de la hoja en el meristemo apical y la tasa de aparicion de hojas por
encima de la pseudotallo o verticilo son controladas principalmente por la

temperatura (Van Esbroeck et al., 2008).

En el noreste de México, mas de la mitad de la superficie (21, 083,877 ha) se
dedican a actividades pecuarias; especificamente, el Estado de Coahuila cuenta
con 10, 738, 505 ha (72%), Nuevo Leon 5, 535, 938 ha (86%) y Tamaulipas 4,
809, 434 ha (60%) de areas para la produccion en pastoreo. En esta regién
predominan los sistemas de produccién extensivos y la fuente de alimentacion
mas importante del ganado bovino es la vegetacion nativa, forrajeras introducidas
y esquilmos agricolas; por otra parte, se estima que Coahuila cuenta con 104, 783
has, Nuevo Leon registra 527, 167 has y, por su parte, Tamaulipas con alrededor
de 600, 000 ha de praderas de pasto Buffel, por lo cual, la importancia de esta
graminea en el noreste de México es indiscutible. Asimismo, el inventario del hato
bovino en esta region asciende a 2, 060, 023 cabezas de ganado (GOmez et al.,
2007).



2.2 Pasto Buffel (Cenchrus ciliaris L)

Ampliamente reconocido por su resistencia a la sequia por su sistema radical
profundo y su temperatura éptima de fotosintesis 35°C (Voigt y MaclLauchlan,
1985; Hanselka, 1985) y produccion de forraje; similarmente, su capacidad
invasiva y dominancia sobre gramineas nativas (lbarra et al., 2013) y su utilizacion
como recurso forrajero es ampliamente discutida; sin embargo, ante el nivel de
sobrepastoreo en la mayor parte del territorio nacional, la alternativa (suelo
desnudo y erosion) presenta mayor riesgo para el ecosistema semiarido, que su
utilizacion. Buffel es un pasto amacollado, rizomatoso, perenne, con la ruta
fotosintética C, con facilidad de establecimiento y tolerancia al pastoreo, con
amplia distribucién en los agostaderos del norte de México y sur de los Estados
Unidos. Sin embargo, Buffel presenta inconvenientes (superables mediante
manejo agrondémico y mejoramiento genético): limitada tolerancia a frio (para
regiones mas al norte de 30° de latitud N y regiones aridas y semiaridas con mas
de 1500 msnm), susceptibilidad a salivazo (Aenolamia sp.), enfermedades
fungosas (Claviceps spp.) y suelos inundables (en tropico seco; Sherwood et al.,
1980; Voigt y MacLauchlan, 1985). El centro de diversidad genética (Harlan, 1971)
de este pasto es el Sahel (LeHoérou, 1985; Voigt y MacLauchlan, 1985; Savidan,
1991). Este pasto se recupera rapidamente después del inicio de las lluvias y

contindia produciendo hoja durante el florecimiento.

La mayoria de las variedades de pasto Buffel se reproducen por apomixis
aposporica (Ozias-Akins et al., 1997; Quero et al., 2010), lo cual significa que la
progenie de estos ecotipos es copia fiel de las plantas progenitoras. La sexualidad
es limitada en esta especie y por tanto, la recombinacion genética queda
marcadamente restringida. Para atender las necesidades de utilizacién de Buffel
(resistencia a frio y pastoreo fijo), es necesario escudrifiar la diversidad genética
buscando materiales de crecimiento temprano y mantengan la mayor calidad de

hoja posible (durante la senescencia), lo que impacta significativamente la
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produccion de rumiantes en pastoreo y resultaria en mejores utilidades para el

ganadero extensivo y la condicion de los pastizales de las zonas aridas de Pais.

2.3 Senescencia Foliar

La madurez de hoja juega un rol importante en la calidad de ésta; los pastos,
sufren envejecimiento y muerte celular programada, regulada genéticamente
(Buchanan-Wollaston et al., 2003; Hortensteiner, 2006). Una vez que la hoja
detiene su elongacion, ésta inicia cambios fisioldgicos, bioquimicos vy
estructurales. Las hojas pierden gradualmente clorofila, se desorganiza la
maquinaria fotosintética y reciclan productos de degradacion de macromoléculas
hacia otras partes en crecimiento (hojas jovenes, flores, frutos) u 6rganos de

almacenamiento (Zarate, 2013; Fig. 1).

Iniciacion Cascadas Regulatorias Sindrome de
Senescencia
e \ Degradac_ic')n
. _ / JEPtTae de clorofila,
Sefales y —— > IR proteinas,
Auténomas Izm2l] ipi
— —— lipidos y
ARN,
b e > }  exportacion
- e de nutrientes
—_— PR
Sefiales — a l
ambientales }  _  -------e- >
> > Muerte
\ e celular

Figura 1. Rutas metabdlicas y plasticidad de la senescencia foliar (Gan y Amasino,
1997).

Durante la senescencia, la degradacion de clorofila se inicia rapidamente como
respuesta al estrés bidtico y abidtico, asi como en etapas de las rutas metabdlicas
(Barry et al., 2008; Hortensteiner 2006; Ren et al., 2010; Schelbert et al., 2009;
Wei et al., 2011). La clorofilasa cataliza la conversién de clorofila a fitol y actta
preferentemente sobre la clorofila a; sin embargo, acepta como sustrato a la

Clorofila b y feofitinas (Hortensteiner 2006). La regulacion de la via de degradacion

6



de clorofila es, en gran parte, desconocida (Wei et al., 2011). La clorofila a, b y las
concentraciones de carotenoides se correlacionan con el potencial fotosintético de
una planta y dan indicacién del estado fisiolégico de ésta (Danks et al., 1983;
Gamon y Surfus, 1999; Young y Britton, 1990). Las estimaciones de la
concentracion de pigmentos son informativas de la dinamica espacial y temporal
de las plantas ante el estrés (Filella et al., 1995; Schepers et al., 1996). Existen
multiples rutas metabdlicas que responden tanto al ambiente como autbnomas de
éste estan posiblemente interconectados para conformar una red regulatoria; en
dicho modelo, una simple mutacion que inactiva algin componente de la ruta
puede no afectar significativamente la progresion de la senescencia (Fig. 1; Gan y
Amasino, 1997).

La calidad nutritiva de los pastos estad condicionada por atributos morfolégicos y
bioguimicos asociados a la ruta fotosintética y, debido a su estructura, los pastos
C, son de menor calidad forrajera en comparacion a pastos Cj;. Los subtipos
fotosintéticamente predominantes de las especies C4 (PCK, NAD-ME y NADP-
ME), difieren uno de otro en términos bioquimicos y morfologia. Buffel es una
graminea C4, con via fotosintética NAD-ME. En zonas aridas, los pastos C, tipo
NAD-ME abundan en las regiones secas y el subtipo NADP-ME, en regiones de
mayor precipitacion. Ademas, la digestibilidad de forraje a menudo se expresa en
relacion a dias post-defoliacién (Demarquilly, 1989; Fick et al., 1994) y permite
conocer los efectos de intensidad de defoliacion o suministro de nitrégeno y agua
(Gastal et al., 1996; Duru y Ducrocq, 2000).

2.4 Andlisis de Fibras y Lignina.

Dependiendo de las condiciones ambientales y desarrollo de la pradera, el
momento de inicio del pastoreo altera las caracteristicas del forraje: potencial de
rebrote, produccion, calidad del forraje y salud de la pradera. Tanto la temperatura
y la precipitacién se deben considerar al determinar cuando comenzar el pastoreo

(Brueland, 2003). Entender la morfologia y desarrollo de forrajeras es importante
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para tomar decisiones de manejo; éstas, implican medir intervalos en el desarrollo
de la planta. Las respuestas fisiolégicas a la defoliacion y crecimiento posterior

afectan la morfologia y desarrollo (Brueland et al., 2003; Parsons, 1988).

La baja calidad de gramineas forrajeras resulta en menor relacion hoja:tallo y
disminucién de la calidad de los componentes de la hoja (Hides et al., 1983). La
maduracion del forraje, relacionada con lignificacion de la pared celular, afecta el
contenido y disponibilidad de minerales para los animales que las consumen
(Minson, 1990; Fig. 2; Fig. 3). La calidad del forraje se basa en la composicién de
compuestos digeribles o fermentables y el consumo de forraje por los rumiantes
(Mott y Moore, 1970). Los tejidos degradables estan correlacionados
positivamente con coeficientes de digestibilidad, y se asocian negativamente con

la rigidez de la pared celular y agregacion de lignina (Queiroz et al., 2000).

Analisis proximal _ Constituyente quimico Analisis de Van Soest
PC Proteina
NNP
EE Lipidos Material
Pigmentos
soluble

Azucares
Acidos organicos
Extracto Libre de Nitrédgeno Pectinas
Hemicelulosa
Lignina alcali-soluble } Lignina
Lignina alcali-insoluble
Fibra Cruda N unido a la fibra ADF
Celulosa
Minerales detergente-insolubles
Minerales detergente-solubles

NDF

Cenizas

Figura. 2. Analisis tradicional proximal y su equivalente en el analisis de fibras
(Carpita, 1996).

PC:proteina cruda EE: extracto etéreo , ADF: Fibra detergente acido, NDF=Fibra
detergente neutro, NNP: Nitrégeno no proteico

Las hojas de las plantas deben, eventualmente, morir, lo cual representa una fase
de desarrollo clave, genéticamente programada (Buchanan-Wollaston, 1997) y
resulta de especial interés debido a que la calidad del forraje esta en funcion de su
edad (Van Soest, 1976). Hay evidencia que la composicién quimica de la lignina

puede ser mas importante que la calidad de la digestibilidad y la inhibicién de las



diferencias en la composicion de que pueden explicar por qué la concentracion de
lignina no esta estrechamente correlacionada con la digestibilidad entre especies
(Gordon, 1975; Reeves 1985). Las principales alteraciones fisiolégicas de la planta
durante la senescencia incluyen aumento en degradacion de cloroplastos como
interruptor de asimilacion de carbono, promoviendo catabolismo de recursos

energéticos: proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Fukao et al., 2012).

v o
Fraccién Vain 3|ul H . . L 3
accio Floema/ aina Ceélulas aces esclerénquima = 3
Anatémica mesofilo  delhaz epidermis vasculares n 3
Contenido .
Constituyentes de la pared celular
celular
Digestion
microbiana .
Acidos <
y grt?e}mcols ~ Hemicelulosa no S | Hemicelulosa
Fraccion o'S solubles protegida © protegida
Quimica S 0| S
Proteina cruda © 2 =
S @ |0
Extracto Celulosa no 8 Célulosa
etéreo protegida protegida
Cenizas
Digestibilidad Potencialmente digestible Indigestible

Figura 3. Relacion entre fracciones morfoldgicas, quimicas y la digestibilidad del
forraje (Minson, 1990).

La lignina es un polimero de subunidades aromaticas, por lo general derivados de
fenilalanina. Su sintesis es un proceso bioquimico de formacion de
fenilpropanoides denominando a las macromoléculas resultantes como lignina
(Sarkanen y Ludwig, 1971), término que define a redes tridimensionales
construidas por unidades de fenilpropano y sirve como matriz alrededor de
componentes polisacaridos, de la pared celular, proporciona rigidez, resistencia a
la compresion y al agua (Wheten y Sederoff, 1995). En general, esta estructura

estd constituida por precursores coniferil, sinapil y alcoholes p-cumaril,
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ensambladas por polimerizacion dehidrogenativa (Theander y Westerlund, 1993).
La relacion entre el guayacil, p-hidroxifenil y unidades de siringil, en diferentes
tipos de lignina es crucial y difiere entre especies, su balance influye
marcadamente la accesibilidad a los carbohidratos de la pared celular y dentro de
la célula madura y en mayor proporcion que la cantidad de lignina presente; en
pastos maduros, existen grandes cantidades de residuos arométicos y las
unidades de p-hidroxifenil son mayores en la lignina de pasto que en aquella de
arboles (Jung et al., 1993).

Las plantas terrestres evolucionaron sélo después la biosintesis de lignina, el
soporte y transporte de agua estructurales son fundamentales para las plantas
terrestres superiores. Los tejidos estructurales tienen mayor proporcién de
paredes gruesas (esclerénquima, fibra del xilema, y de los vasos del xilema) y los
tejidos fotosintéticos menos (mesofilo, chlorenchyma), lo que resulta en que los
tallos tiene concentracion mas alta de lignina en la pared celular en comparacion
con las hojas (Wilson y Kennedy, 1996). Estas caracteristicas estructurales
necesarias para el desempefio exitoso de las plantas, a menudo actian para
reducir de manera significativa la calidad del forraje para rumiantes, por lo que su
cuantificacion y conservacion a niveles bajos son importantes (Akin et al., 1990).

Asociado con la madurez de la pared celular, ocurren incrementos de celulosa,
xilano y lignina, con reduccion de la pectina en la pared celular, estos cambios en
composicién se reflejan en las paredes secundarias por material que se acumulan.
La composicién quimica varia de una planta a otra y dentro de las diferentes
partes de la misma planta (Driehuis et al., 1997); similarmente, es afectada por el
ambiente. No obstante, la calidad del forraje es severamente afectada por la
madurez de la planta (Buxton y Fales, 1994). Una disminucién en la digestibilidad
como consecuencia de mayor madurez es casi una constante entre las gramineas
utilizadas por los rumiantes. El valor nutritivo de los forrajes para rumiantes

depende de la capacidad de los microorganismos del rumen para degradar la
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pared celular de la planta y para el fermento hidratos de carbono disponibles (Akin,
1973). Todos estos procesos responden a factores ambientales (manejo del
pastoreo y disponibilidad de nutrientes), los cuales afectan la cantidad e impacto
de la lignificacion. La temperatura, humedad del suelo, cantidad y calidad de luz y

nutrientes del suelo, tienen efectos en la lignificaciéon (Moore y Jung, 2001).

2.5 Crecimiento de hoja.

El filocron ha sido definido como una caracteristica morfogenética definida como el
intervalo de tiempo entre la aparicidon de dos hojas sucesivas y es considerado
constante cuando es medido como tiempo térmico (Skinner y Nelson, 1995).
También conocido como el ritmo de emision de hoja (Eggers et al., 2004). Otra
definicion es la que lo considera como el intervalo de tiempo termal entre la
aparicion de hojas sucesivas (Gramig y Stoltenberg, 2007). Esta caracteristica
morfogenética varia de acuerdo a factores ambientales: temperatura,
disponibilidad de agua y nutrientes (especialmente N); asi como la reserva de
carbohidratos, concentraciéon de sales, CO,, y la cantidad y calidad de luz.

El filocron en asociacidon con otras caracteristicas morfogenéticas determinan la
estructura de la pradera y su indice de area foliar (Chapman y Lemaire, 1993). La
tasa de aparicion de hoja y la tasa de filocron, son variables relacionadas y juegan
un papel central en la produccién de forraje (Eggers et al., 2004). En arroz los
fitbmeros (hoja+ nudo+ entrenudo+ brote axilar), juegan un papel importante en el
desarrollo y organizacion modular y la tasa de produccion de fitbmeros esta
sincronizada con la tasa de emergencia de hoja o filocron (Itoh et al., 2001).
Los cambios en las tasas del filocrén se pueden dar por:

a) Composicion genética entre y dentro de especie vegetal

b) Cambios ambientales

c) Manejo de la pradera
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El cambio en filocron debido al ambiente, se refleja en cambios estacionales:
temperatura, cantidad y calidad de luz. Aspectos de manejo que modifican al
filocron incluyen: fertilidad de suelo, disponibilidad de humedad, asignacion de
forraje (intensidad/frecuencia de pastoreo), historia de vida de la planta, etc.
Debido a la importancia de los pastos en la alimentacion de rumiantes, es
necesario conocer y comprender el proceso de desarrollo de la hoja como el
producto de mayor importancia de éstos; sobretodo, controlar los procesos de
crecimiento, dado que su productividad depende de la continua emision de hojas y
pseudotallos, procesos importantes para restaurar el area foliar después del

pastoreo o corte (Gomide y Gomide, 2000).

Un pasto en condiciones vegetativas puede ser definido por sus caracteristicas o
combinacion de sus variables morfogénicas, de modo que la aparicion de hojas,
alargamiento foliar y duracién de vida de hoja son caracteristicas importantes. La
combinacion de estas variables morfogenéticas determina las principales
caracteristicas estructurales de la pradera: tamafio de hoja, densidad de tallos y
hojas vivas por tallo (Lemaire y Chapman, 1993). Con relacién a pastizales de
zonas aridas y semiaridas, para gramineas nativas y exoticas existe poca
informacion sobre la morfogénesis de especies sobresalientes y su relacién a
condiciones de ambiente y presion de pastoreo.

La morfogénesis permite entender mejor la dinAmica de sucesion de praderas
multiespecificas. A través del conocimiento del ritmo de emisién y extension de
hoja (filocron), ademéas del ritmo de formacion de tallo, para las diferentes
especies y con el consumo (defoliacién), es posible explicar la productividad,
dominancia/desaparicion de especies de la comunidad y consecuentemente, su
composicion botanica. El filocron puede aplicarse al establecimiento de modelos
matematicos para determinar practicas de manejo: cortes, pastoreos, descansos,

aplicacion de fertilizantes o pesticidas (Eggers et al., 2004).

Bajo condiciones de primavera y verano el filocron para Paspalum notatum F; y

Coelorhachis selloana (Hack.) fue de 156 °C y 238 °C, respectivamente, a pesar
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de la época del afio, la asignacion de forraje y la posicion topografica (Eggers et
al., 2004). Las caracteristicas de tallo (longitud y edad de lamina, hojas por tallo)
dependen de caracteres morfogénicos: tasa de aparicion y expansion de hoja,
duracion del crecimiento de hoja y vida de hoja (Duru y Ducrocq, 2000). La
longitud de lamina sucesiva, su duracion del crecimiento y vida se incremento
mientras su tasa de aparicion decrecia, de tal manera que la tasa de expansion de
la lamina y el nivel de tallo permanecieron constantes. Estos cambios fueron
asociados con incremento en longitud de vaina, la cual regula tanto la tasa de
aparicion de la lamina y la duracién del crecimiento. Asi, conforme se incrementa
la temperatura, la tasa de expansién de la lamina y el nUmero de laminas, se
incrementan simultdneamente. Por tanto, la temperatura elevada acelera los
cambios en las caracteristicas del tallo, los cuales ocurren como un crecimiento
progresivo. Para algunas gramineas y maleza de hoja ancha se reportaron valores
de filocron de 37.2, 34.4, 17.3, 42.2, 65.2 y 34.2 dias grado de crecimiento por
hoja (Gramig y Stoltenberg, 2007).

La variabilidad intraespecifica para filocron fue reportada en arroz y mostré alta
dependencia en genotipo y/o duracién del crecimiento; sin embargo, no mostro
asociacion con iniciacion floral o temperatura, indicando que los cambios del
filocrén podrian reflejar cambios internos o fisioldgicos los cuales ocurren durante
el ciclo de vida del arroz (Itoh et al., 2001). Trabajos previos sobre la significancia
ecologica de la variacion en tamafio del genoma entre especies de plantas
sugeririan que plantas tetraploides, debido a su genoma amplio y mayor tamafio
de las células, mostrarian mayor capacidad para crecer a bajas temperaturas en
comparacion a plantas diploides. Contrariamente a las predicciones, las diploides
produjeron mas hoja en todos los ambientes durante el invierno y en periodos
tempranos de primavera, en comparacion con los tetraploides. Por tanto, los
incrementos de ADN nuclear no permitieron un crecimiento mas rapido en invierno
en tetraploides de Dactylis glomerata. Sin embargo, las tetraploides florecieron
mas temprano que las diploides en todos los ambientes, confirmando que las
diferencias observadas en el tiempo de floracion tienen una base genética en

Dactylis glomerata (Bretagnolle y Thompson, 1996)
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La fertilizacién con N infuencio el filocron de Brachiaria brizantha y B. decumbens.
El filocron también fue influenciado por la interaccion de especie con dosis de N
(Silva et al., 2009). Por su parte, B. brizantha mostr6 mejor respuesta a dosis de
160 mg N/dm? de suelo, proporcionando menor valor de filocrén de 6.8 dias/hoja.
En B. decumbens la dosis que proporcioné menor valor de filocron fue de 160 mg
N/dm® de suelo con 6.0 dias/hoja. (Silva et al., 2009). B. decumbens presenté
menor valor de filocrén en relacion a B. brizantha para todas las dosis de N. Estos
resultados indican diferencias entre las dos especies: B. brizantha es clasificada
como graminea de exigencia nutricional de media a alta, en tanto que B.

decumbens es clasificada como de exigencia nutricional de media a baja.

Alejandrino et al. (2004), evaluando el filocron en B. brizantha, encontraron que
con el aumento N, el filocrén se redujo de 12.2 a 6.99 dias, respectivamente, en
plantas fertilizadas con 0 a 40 mg de N/ dm?® de suelo. Asimismo Martuscello et al.
(2005), encontraron valores de filocron para B. brizantha de 11.45 a 8.81 dias,
fertilizado con 120 mg N/dm?®. Se observé un efecto significativo en la fertilizacién
con N sobre las caracteristicas estructurales y morfogenéticas y en rendimiento de
MS, excepto en MS de raiz. La tasa de elongacién de hoja se incremento
linealmente hasta 37% a una tasa de fertilizacion con N de 120 mg/dm3. La
defoliacion influencié la tasa de elongacion de hoja, filocron, longitud de hoja, hoja

vivas por tallo, tasa de senescencia y rendimiento de MS de retofio y raiz.

En B. brizantha la tasa de aparicion de hoja mostro efecto significativo cuando el
nivel de N se incrementd. Las plantas que recibieron 40 mg dm™ semana™ de N
mostraron menor filocrén (6.99 dias hoja™) en comparacion al control (12.20 dias
hoja™). La tasa de aparicién de hoja fue muy sensible a N y se incrementd
conforme el nivel de N se incrementd, 185.24 y 264.32%, respectivamente, para
plantas que recibieron 20 y 40 mg dm™ semana™ de N. La longitud media de hoja
mostré un efecto positivo y significativo, cuando el nivel de N se incrementé. Los

niveles de N y edad de rebrote mostraron efecto significativo positivo sobre
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namero de hojas vivas por tallo y peso medio del tallo. Aunque el nimero de hojas
vivas por tallo fue mas alto, las plantas que recibieron niveles de N tuvieron
mayores pérdidas por senescencia. Los factores cuantitativos también mostraron

efecto significativo y positivo en densidad de tallos (Alexandrino et al., 2004).

El filocron de Paspalum notatum y Coelorhachis selloana no mostraron respuesta
a asignacion de forraje. Las diferencias observadas fueron relacionadas a
condiciones de humedad del suelo y, con la temperatura, influyé en el filocréon
(Eggers et al., 2004). En cultivos, dependiendo de la fecha de siembra, las plantas
pueden producir de 12 hasta mas de 40 hojas en el culmo principal, en las cuales
la altura varia de 1 m a mas de 5 m en variedades de sorgo. Las tasas de
iniciacidén y aparicion de hojas (plastocrén y filocron) fueron constantes para una
fecha de siembra, en algunos casos se produjeron menos de 20 hojas
(generalmente en siembras tardias). En contraste las tasas fueron bilineales para
fechas de siembra tempranas, por lo cual las plantas produjeron méas de 20 hojas.
Las tasas secundarias, las cuales ocurrieron de 20 hojas en adelante, fueron
Gnicamente la mitad de la tasa inicial. El plastocron y el filocrén mostraron grandes
variaciones a través de las fechas de siembra y fueron correlacionadas con el
incremento en la tasa de altura de la planta. Plastocron y el filocron se
correlacionaron positivamente con temperatura del suelo y negativamente con
longitud del dia y cambios dia a dia de la longitud de dia prevalecientes en la
emergencia de la planta, pero estos factores explicaron Unicamente la mitad de la
variacion observada. Aunque llegaran a ser grupos genéticamente diferentes y
tener diferente altura y sensibilidad al fotoperiodo, las variedades de sorgo
estudiadas mostraron un patron similar de respuesta y de tasas de desarrollo entre
fases fenologicas y estaciones (Clerget et al., 2008). Se observé mayor filocron a
menores frecuencias de defoliacion, con 14.93 y 13.35 dias para frecuencias de
defoliacion de 9 y 7 hojas, respectivamente. No se observaron diferencias en el

filocrén para intensidades de defoliacion de 10 y 20 cm (Marcelino et al., 2006).
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El brote del apice es el lugar donde las interacciones entre sefiales internas y
externas actlan cooperativamente en las células (Itoh et al., 1998; Asai et al.,
2002; Huang et al., 2005; Tamaki et al., 2007; Itoh et al., 2012), Por lo tanto el
comportamiento del apice da una pista para entender la variabilidad de un fenotipo
particular a través de los entornos (o plasticidad fenotipica); Schlichting, 2008; Itoh
et al., 2012).

En Poaceae, la mayor parte del desarrollo de hoja desde primordio, se encuentra
posicionado en la base del tallo, oculta entre las vainas de hojas maduras.
Posteriormente, una lamina de hoja en desarrollo comienza a aparecer desde la
vaina de la hoja superior y éste es el Unico evento de referencia de desarrollo
vegetativo que puede ser captado visualmente (Itoh et al., 2012). Generalmente,
el crecimiento y el desarrollo ocurren de forma simultanea. Sin embargo, éstos no
son mutuamente incluyentes ni excluyentes. Bajo condiciones especificas, puede
ocurrir uno sin el otro. El estrés ambiental frecuentemente permite al desarrollo
avanzar mientras se detiene el crecimiento (Wilhelm y McMaster, 1995). Una
forma de estimar la tasa de aparicién de hoja es utilizando el concepto de filocron,
que se define como intervalo entre aparicién de hojas sucesivas, en un tallo con
dimensién: tiempo, hoja (Telles et al., 2011). Un concepto mas amplio se utiliza
cuando el intervalo entre los eventos se puede medir de diferentes maneras:
tiempo, calor o unidades fototérmicas. La Unica restriccidbn es que la medida de
tiempo significativa refleja la respuesta de la planta para estos intervalos. Varios
términos han sido utilizados indistintamente para describir la tasa de aparicion de
hoja: plastocrono, auxochron, y filocrono (Wilhelm y McMaster, 1995). El filocron
puede utilizar mediciones estandar de tiempo asi como tiempo térmico (Wilhelm y
McMaster 1995; Hokmalipour, 2011) y éste se basa en el hecho de que la tasa de
produccion de nuevos fitbmeros tiende a ser constante de la etapa de plantula a la
expansién de la hoja bandera, cuando se expresa en unidades de tiempo

térmicas (grados-dia) en trigo, maiz y sorgo (Hokmalipour, 2011).
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El estudio de filocron permite explicar el crecimiento vegetativo y ayuda a simular
el crecimiento de la planta. Ademas, es el pardmetro basal en la prediccion de
namero total de hojas y fecha de floracion. EI numero de hojas por planta en
cualquier etapa se calcula determinando cuando aparece la punta de la hoja y el
tamafio maximo de hoja puede modelarse como funcién de la posicion de hoja
(Dwyer y Stewart, 1986; Teixeira et al.,, 2011). Las hojas se expanden en
progresion aproximadamente lineal, desde la aparicion del apice, hasta la de la
ligula, cuando la hoja ha alcanzado su maximo tamario al inicio de senescencia de
hoja, el area foliar se mantiene constante. Después de ésto, comienza la

senescencia y avanza hasta que la hoja se desprenda (Teixeira et al., 2011).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Localizacién del area experimental

El trabajo se llevo a en condiciones de invernadero en instalaciones del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo en Texcoco, Estado de México, entre 19°29°
latitud norte y 98°53" de longitud oeste, a 2250 msnm. El clima es Cb(wo)(w)(i’)g,
correspondiente a templado con veranos frescos, temperatura media anual entre 12
y 18°C (Garcia, 1998). Las variables de respuesta fueron determinadas en el
Laboratorio de Histoquimica y Microscopia del Colegio de Postgraduados, Campus

Montecillo, Texcoco, Edo. de México.

3.2 Material Genético

Se utilizaron ocho genotipos de Buffel (Cenchrus ciliaris L.), incluyendo como testigo
Buffel naturalizado (Americano, T-4464, Comun). Los pastos se trasplantaron en
macetas de polietileno de 30x30cm, con volumen de 5 | con suelo arcilloso como
sustrato este fue esterilizado a vapor para evitar maleza. Los materiales vegetales
tenian dos afios de establecido al inicio del experimento, una vez trasplantados a las
macetas mencionadas se les dio riego cada tercer dia para evitar estrés hidrico y se
fertilizaron con 1g de triple 17 (NPK) por litro de agua cada 8 dias, durante el periodo

de evaluacion.
3.3 Elongacion y senescencia de hoja
Se utilizaron nueve macetas por genotipo, en cada maceta se marcaron cinco

macollos individuales (15 tallos por repeticion) y éstos fueron identificados con anillo

de plastico de color, en cada maceta. Se midié cada tercer dia la longitud de hoja,
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desde punta emergente visible, hasta que ésta alcanz6 maxima elongaciéon (ligula

expuesta), cada tercer dia, con vernier de acero (30 + 0.01 cm).

El muestreo permitio detectar el momento de maxima longitud (ligula visible) de
lamina. Posteriormente, conociendo la elongacidon maxima de hoja, se contaron dias
Gregorianos para la colecta de material testigo y senescente de hoja; Estados de
desarrollo de hoja (J, S1, S2 y S3), donde:

J Hoja joven con el 50% de su longitud a madurez (testigo).

S1 Hoja madura de 15 dias posterior a la exposicion de ligula

S2 Hoja senescente de 35 dias después de la exposicion de ligula.
S3 Hoja senescente de 45 dias después de la exposicion de ligula.

3.4 Clorofila, fijacién, tincién y cuantificacién de tejidos fotosintéticos

Se colectaron tres hojas por genotipo para cada estado de desarrollo de hoja;
posteriormente, éstas se fragmentaron, se registr6 peso fresco por muestra y se
maceraron en mortero con N liquido y cada muestra se coloc6 en tubo de ensayo
con 5ml de etanol (96%) y se centrifugaron, por cinco minutos. Posteriormente, se
tomé una alicuota de 0.5ml de sobrenadante y se coloc6 en celda de cuarzo para
medir absorbancia en un espectrofotometro (Thermo Genesys 10w) utilizando etanol
al 96% como control, las longitudes de onda utilizadas fueron 470, 649 y 665nm. Los
datos de absorbancia para cada longitud de onda se usaron para calcular la
concentracion de cada tipo de clorofila (a, b, xantofilas y carotenoides de acuerdo a
Lichtenthaler y Wellburn (1983):

Etanol (96%) Cp=24.96Ag49 — 7.32A665
Ca=13.95A665— 6.88A649 Cx+c = (1000A470 - 2.05Ca— 114.Cb /245) 5
donde:
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13.95, 6.88, 24.96, 7.32, 1000, 2.05, 104 y 5 son constantes; mientras que, Ases, Asao
y As470, Son valores de absorbancia obtenidos en espectrofotdmetro para cada
longitud de onda. Los resultados obtenidos en cada ecuacién son los valores de
concentracion de las diferentes clorofilas en pg L™.

3.5 Caracterizacion anatomica de hoja

Se colectaron cinco hojas por genotipo a (J, S1, S2, S3), se cortaron 2cm de hoja
transversal, en la parte media de hoja y se conservaron en formaldehido: acido
acético: agua: etanol al 90% (FAA). Posteriormente, se deshidrataron en series de
etanol y xileno, se infiltraron en parafina, a continuacion realizaron cortes de tejido de
10-15um en micrétomo, se montaron en portaobjetos y se tifieron con safranina O y
verde rapido (Johansen, 1940). Finalmente, las muestras se observaron en
microscopio 6ptico (20x), se tomaron imagenes de la parte central, lateral y marginal
de la hoja (Motic Cam 2.5 megapixeles con dimensiones 1600x1200).
Posteriormente, se calculd la proporcion de tejido componente de la hoja para el
estadio de desarrollo (S1), los tejidos se dividieron de acuerdo a digestibilidad: 1).alta
Digestibilidad (AD): mesdfilo y floema, 2). medianamente digestible (MD): vaina del
haz y epidermis y 3). no digestible (ND): xilema, fibras de extensién de la vaina y
fibras marginales (Meenwtemeyer, 1978), seccionando las areas de tejido de interés
de las imagenes, con el software GIMP 2.8.8 (GNU Image Manipulation Program,
http://www.gimp.org). Una vez que se obtuvieron las imagenes segmentadas, se
estimé el area (Image Tools). Para determinar el porcentaje de lignina, se calcularon
las areas con GIMP 2.8.8 y con Image Tools

(http://sourceforge.net/projects/imagetoolsnet/) de edades de hoja senescente.

3.6 Filocron

Se utilizaron las mismas macetas con el mismo manejo que las de desarrollo de
hoja para morfologia, se siguié el crecimiento de hojas individuales debidamente
marcadas. Los tratamientos estuvieron compuestos por tres repeticiones, cada

repeticion estuvo formada por tres macetas, con marcado de cinco tallos por
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maceta. Se realizaron cortes a 5 cm sobre el nivel de suelo, para promover
rebrote. Durante el desarrollo vegetal se registr6 temperatura maxima y minima
diaria dentro del invernadero con termémetro digital HOBO® data logger + 0.01
°C. Se utilizaron ocho genotipos de Buffel Cenchrus ciliaris, incluyendo al testigo
Buffel Comun (Sin. T-4464; Americano). Los pastos tenian dos afios de
establecimiento. Se eligieron cinco macollos marcados de forma individual (50
tallos por tratamiento), identificados con anillo de plastico de color dentro de cada
maceta. Se midio longitud de hoja, desde punta visible, hasta que la hoja alcanz6
maxima elongaciéon (ligula expuesta), los valores de medicion se registraron
registrados cada tercer dia, utilizando regla de acero de 30cm +0.01 cm, lo que

permitié detectar el momento en que la lamina alcanz6 su maxima longitud.

Con esta informacién se calculé la duracién de crecimiento de la hoja, periodo entre
la aparicion de la lamina foliar y el momento de ligula visible). Conociendo la longitud
de hoja madura y la duracién del crecimiento, serd posible calcular la tasa de

crecimiento promedio de la lamina, una vez que ésta haya aparecido.

3.7 Andlisis de Fibras y Lignina

Se muestre6 el desarrollo de hoja y se colectaron 3 g de hoja para cada estado de
desarrollo (J, S1, S2 y S3) de los ocho genotipos de Buffel). Posteriormente, se
realizaron analisis bromatoldgicos en el Laboratorio de Nutricibn Animal del programa
de Ganaderia del Colegio de Postgraduados, Campus Montecillo, Texcoco, Edo. de

México.

Las muestras colectadas se secaron en una estufa a 70°C durante 48h.
Posteriormente, se molieron en molino Wiley con malla 20; a continuacién, se
realizaron las determinaciones. Para determinar Fibra Detergente Acido (FDA) Fibra
Detergente Neutro, FDN y Lignina se utilizaron bolsas (F57 Fiter bags AT; Ankom).
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3.7.1 Materia seca

Se tomaron crisoles de porcelana de la estufa libres de humedad y se colocaron en
desecadores a continuacion se les tomo el peso seco, después se agregaron 0.5 g
de muestra de hoja posteriormente se colocaron en estufa a 102 °C por 24 horas,
transcurrido tiempo se retiraron las muestras y se colocaron en desecador para evitar

humedad y finalmente se pesaron.

3.7.2 Proteina Cruda

Se pesaron 0.3 g de muestra, se colocaron en tubos de ensayo en Microkjeldahl, se
agregaron 3ml de acido sulfarico concentrado y 200ug de catalizador de proteina.
Las muestras se colocaron en bloque Biodigestor a 350°C durante 50 minutos bajo la
campana de extraccion (AOAC, 1975). Posteriormente las muestras se pasaron a
un microdestilador y se les agregaron 10ml de hidroxido de sodio (NaOH) al 40% v,
finalmente, las muestras destiladas se titularon con 6ml de &cido bérico (HsBO3) con
acido clorhidrico (HCI) al 100%. Posteriormente, se calculé la proteina cruda con la

siguiente ecuacion:

% N= (ml)(Normalidad del acido)(1.4)
*"" Peso de la muestra en gramos

la proteina calculada se obtiene con % N x 6.25.

3.7.3 Fibra detergente neutro (FDN)

Mediante la técnica de bolsa de filtro Ankom®® en una Balanza Analitica Ohaus
(100 g +0.1mg), se pesaron 0.5mg de muestra de hoja con los estados de
desarrollo mencionados y estas se colocaron en bolsas filtro previamente pesadas
(F57 Fiter bags AT). A continuacion, estas muestras se colocaron en un digestor
(Ankom?®®, 65rpm, Ankom Technology— AT) al que se le agregaron 1800ml de
solucion detergente neutro con pH de 6.9 y 7.1, se agitaron por 45 minutos a

100°C, posteriormente, se enjuago tres veces por 5 minutos con 1800ml de agua
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desionizada, las muestras libres de exceso de agua se sumergieron durante 5
minutos en acetona (99.6%) se retiraron las muestras y se secaron por 24 h a 102
*+ 2 °C, en estufa. Se retiraron las muestras de la estufa cuidadosamente en un
desecador, evitando que las muestras adquiriesen humedad ambiental y se
procedié a pesar cada una de las muestras, Finalmente se procedioé a realizar los

calculos mediante la siguiente ecuacion:

% NDF=[W;z— (W, x C;)] 100
W3

donde:
W, = peso de bolsa
W, = peso de muestra
W3 = peso seco de bolsa con muestra, después de la extraccion

C, = correccion por blanco

3.7.4 Lignina

Las muestras secas y libres de humedad se depositaron en 400ml de acido
sulfarico (H,SO,) por tres horas. Posteriormente éstas se enjuagaron tres veces
en el analizador de fibras por 5 min; enseguida, se sumergieron en acetona

(99.6%) por 5 min y se colocaron a 102 £2°C, por 24hrs y, finalmente, se pesaron.

3.7.5 Fibra detergente acido

Mediante la técnica de bolsa filtro Ankom?® en una Balanza Analitica Ohaus (100 g
+0.1mg) se pesaron 0.5 miligramos de muestra de hoja con edades de desarrollo
antes mencionadas, éstas se colocaron en bolsas filtro previamente pesadas (F57
Fiter bags AT), 24 A continuacién, estas muestras se colocaron en un digestor
(Ankom?®, 65rpm, Ankom Technology— AT) al que se le agregaron 1800ml de
solucion detergente en medio &cido, se agitaron por 45 minutos a 100°C,
posteriormente, se enjuago tres veces por 5 minutos con 1800ml de agua

desionizada, las muestras libres de exceso de agua se sumergieron durante 5
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minutos en acetona (99.6%) después se retiraron las muestras y se secaron por 24 h
a 102 + 2 °C, en estufa, por ultimo se sacaron las muestras de la estufa
cuidadosamente en un desecador, evitando que las muestras adquiriesen humedad
ambiental y se procedio a pesar cada una de las muestras, Finalmente se procedio a

realizar los calculos mediante la siguiente ecuacion

% FAD:[\N§ — (Wl * Cl)] 100
W,

donde:
W, = peso de bolsa
W, = peso de muestra
W3 = peso seco de bolsa con fibra después de extraccion

C1 = correccidn por blanco

3.7.6 Cenizas

Se reutilizaron las muestras que sirvieron para la determinacion de lignina,
previamente pesadas, éstas se colocaron en crisoles de porcelana y se llevaron a la
Mufla a 550 y 600°C por tres horas, después se bajé a 100°C, hasta que llegaron a
temperatura ambiente a continuacion se colocaron en desecador, finalmente se

pesaron inmediatamente para evitar absorcion de humedad ambiental.

Para determinar la cantidad de cenizas presentes en la muestra se utilizé la férmula:

%Cenizas= (Peso crisol+ muestra)-(Peso crisol + cenizas) x 100

3.8 Anaélisis estadisticos

3.8.1 Cuantificacién de pigmentos

Se utilizé6 un modelo mixto:
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yijk=“+gj+B1tijk+th§k+ui+eijk’ (1)
donde:
Yik variable respuesta, para la maceta i-ésima (i=1,...,24), genotipo j-ésimo (j=1,...,8)
y repeticion k-ésima (k=1,2),
g, efecto de genotipo j-ésimo,
tix es el tiempo en el que se realizd la medicion Yiko
B, Y B, coeficientes de regresion para cambios en el tiempo de ViU intercepto

aleatorio que induce dependencia entre las observaciones. Se supone u;~N(0,03,),
(i=1,...,24), eijk~N(0,0§), Ui Y € Se suponen independientes.

El modelo fue ajustado mediante la rutina PROC MIXED de SAS 9.1 para Windows.
3.8.2 Anatomia de hoja

Se ajustd el modelo MANOVA con dos criterios de clasificaciébn (genotipos y
secciones), dadas las multiples variables respuesta (area total, mesofilo, floema,
epidermis, vaina del haz, xilema, fibras del margen). El modelo estadistico estuvo

dado por:
yijk=p+si+gj+eijk1(2)
donde Vi €S el vector de variables respuesta (area total, mesofilo, floema, epidermis,

vaina del haz, xilema fibras del margen) para la seccion i-ésima (i=1,...,3), genotipo j-

ésimo(1,...8) y replica k-ésima(l,..3). s; es el efecto de la seccion i-ésima g, efecto
del genotipo j-€simo y ey error aleatorio. EI modelo fue ajustado en el programa SAS

9.1 para Windows usando la rutina GLM.
3.8.3 Composicion quimica

Para el andlisis estadistico de calidad de hoja se utilizé6 un analisis de covarianza

(ANCOVA). El modelo estadistico utilizado es el siguiente:

25



yij=p+geni+BEdadij+gen><Edadij+eij 3)

donde u es la media general, y;; es el valor de la variable respuesta para el
genotipo i-ésimo y edad j-ésimo gen; es el efecto del genotipo i-ésimo, g es el
efecto de la edad, gen X Edad;; es la interaccion genotipo-edad y e;; es el error

aleatorio.El modelo fue ajustado mediante el procedimiento GLM del programa

estadistico SAS 9.1 para Windows.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Diversos aspectos afectan la utilizacion eficiente (95% de interceptacion luminosa
durante la época de crecimiento activo) de los pastos en zonas aridas: baja cobertura
vegetal, pobre infraestructura para pastoreo planeado y tamafio de potreros, entre los
principales. Lo anterior, provoca que la lamina foliar de los pastos inicie senescencia
sin ser cosechada y se reduzca tanto el rendimiento por efecto compensatorio como

la calidad del forraje cosechado (Da Silva et al., 2008).

4.1 Clorofilaa

Los pigmentos vegetales estan integralmente relacionados a la funcionalidad de la
hoja, las clorofilas absorben energia luminosa y la transfieren al aparato fotosintético;
los carotenoides contribuyen con energia a éste y la funcion de las xantofilas, bajo un
exceso de luz, es disipar el exceso de energia, evitando dafios al sistema; por su
parte, las antocianinas (pigmentos rojo-rosados y morados) pueden proteger a las
plantas del exceso de luz (Sims y Gamon, 2002). La senescencia es un proceso
programado de degradacién y muerte que origina movilizacion y exportacion de
minerales y nitrégeno, con la desintegracion del aparato fotosintético en los
cloroplastos y la reduccion colateral de la actividad fotosintética: pérdida de RuBP-
carboxilasa-oxigenasa (Buchanan-Wollaston, 1997). Los pigmentos del ciclo de
xantofilas, zeaxantina y antexantina se forman a partir de la violaxantina bajo
condiciones de exceso de energia de exitacion y se cree que estan involucrados en

el proceso de disipacion fotoprotectiva (Gilmore, 1997).

Debido a la importancia de los pigmentos para la funcién foliar, las variaciones en su
contenido proveen informacion sobre el estado fisioldgico de las hojas; la clorofila
tiende a declinar mas rapido que los carotenoides bajo estrés o en senescencia
(Gamon y Surfus, 1999).El estado de desarrollo de la hoja y el genotipo influyeron en
el contenido de clorofila a (P<0.05), mostrando variabilidad para las edades
evaluadas después de la senescencia, siendo (J) edad 1 como testigo. Se

encontraron diferencias significativas entre genotipos (P< 0.001) los resultados de la
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comparacion de medias de Tukey se muestran en el Cuadro 1. Los genotipos con
mayor concentracion de clorofila durante las cuatro edades fueron G-10, G-11 y BC
(Fig. 4). Dentro de fecha, G-10 y G-11 mostraron mayores niveles de clorofila a,
respecto al resto de los genotipos, a los 15 dias de senescencia. Por su parte, a los
35 dias de senescencia G-5, BC y G-10 fueron similares entre ellos (P>0.05) y
diferentes al resto de los genotipos (P<0.05), mostrando mayor contenido de clorofila
a; a los 45 dias, los genotipos con mayor contenido de clorofila a incluyeron a G-10 y
G-11 (P<0.05), los cuales son valiosos para una menor reduccion en el contenido de

clorofila a durante los periodos considerados.

Cuadro 1. Contenido de clorofila a, y b de hoja en cuatro estados de desarrollo de
ocho genotipos de Buffel (Cenchrus ciliaris L.)

Genotipo Chla (mg g PF?) Chlb(mg g PF™)

Estados de desarrollo
J S1 S2 S3 J S1 S2 S3

11 1.04* 0.88* 066 0.73*° 0.86° 0.53* 0.47*® 0.55°
10 0.67**° 0.94* 0.75%* 0.71° 0.47° 0.54* 0.51* 0.44%
0.30° 0.6b° 0.70* 0.62®  0.21° 0.47* 0.45° 0.30®
0.50° 0.62™ 056 0.52*  0.36™ 0.41° 0.36° 0.45%®
0.52° 053° 0.86* 0.59*  0.36™ 0.41° 053* 0.39%
0.56° 0.56° 0.50® 0.51*  0.46™ 0.39° 0.29° 0.42%
0.65b° 0.54° 0.73® 0.54*  0.49™ 0.38* 0.41*° 0.36%
BC 1.10*  0.76® 0.78®  0.61° 0.64®® 0.55* 0.53* 0.23°

R W 01 N

J= Hoja joven con el 50% de su longitud a madurez; S1= Hoja madura de 15 dias
posterior a la exposicion de la ligula; S2= Hoja senescente de 35 dias después de la
exposicion de ligula.; S3= Hoja senescente a 45 dias después de la exposicion de
ligula; La media de los genotipos con la misma letra no son estadisticamente
diferentes.

El contenido de clorofila a fue superior al de clorofila b, lo que reafirma lo planteado
por Herrera (2004), quien sefalo que, en los pastos, los principales pigmentos en la
absorcion de la luz en la fotosintesis son la clorofila a y clorofila b, especialmente la

primera por su mayor tenor, sin embargo, los carotenoides son pigmentos accesorios
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que pueden absorber y transferir la luz hacia la clorofila a asi como evitar la
fotoxidacion de las clorofilas.
4.2 Clorofilab

Se encontraron diferencias significativas (P<0.01) entre genotipos para el estado de
desarrollo J y S3 donde el genotipo G11 presento mayor contenido de clorofila, y en
S1y S2 no se encontraron diferencias significativas, se muestran en el cuadro 2. Se
observé amplia variabilidad. Se concluye que los genotipos que presentaron mayor
contenido para este pigmento se encontraron en G-11 G-10 y BC, respectivamente
(Fig. 5). Cabe sefalar que el contenido de clorofila a y b indican la capacidad
fotosintética de las plantas superiores es la cantidad de clorofila por unidad de las
hojas ya que representa una medida de las dimensiones del sistema fotosintético y

de su eficiencia (Huang et al., 2004).

Cuadro 2.Contenido de carotenoides+xantofilas (c+x) y clorofila total de hoja en
cuatro estados de desarrollo de ocho genotipos de Buffel (Cenchrus ciliaris L.)

Genotipo C+x(mg g/PF) Clorofila total (mg g/PF)
Estados de desarrollo
J S1 S2 S3 J S1 S2 S3

11 0.04  0.17% 0.08* 0.10*® 1.89° 1.39% 1.13* 1.27°
10 0.07*  0.15®  0.12* 0.12° 1.14™ 148 1.26%® 1.16°
8 0.22°  0.05° 0.10*° 0.09* 0.51° 1.06™ 1.15% 0.92°
7 0.02°  0.09™ 0.08% 0.02® 0.87° 1.03* 0.92%* 0.97°
5 0.11*  0.04° 0.13* 0.06® 0.86° 0.95° 1.39° 0.99%
3 0.03*  0.06° 0.09° 0.10® 1.02™ 0.94° 0.79° 0.93%
1 0.06  0.07° 0.09* 0.06® 1.13™ 0.92° 1.13® 0.89%

BC 0.14*  0.07° 0.09° 0.13% 1.74® 1.32% 1.30® 0.832

J= Hoja joven con el 50% de su longitud a madurez; S1= Hoja madura de 15 dias
posterior a la exposicion de la ligula; S2= Hoja senescente de 35 dias después de la
exposicion de ligula.; S3= Hoja senescente a 45 dias después de la exposicién de
ligula; La media de los genotipos con la misma letra no son estadisticamente
diferentes
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Figura 4. Contenido de clorofila a en cuatro estados de desarrollo de hoja en ocho
genotipos de buffel (Cenchrus ciliaris L). J= Hoja al 50% de su longitud a madurez;
S1=Hoja madura de 15 dias posterior a la exposicion de la ligula; S2= Hoja
senescente de 35 dias después de la exposicion de la ligula; S3=Hoja senescente
a 45 dias después de la exposicion de la ligula.

4.3 Clorofila total (a+b)

Similarmente, se observaron diferencias significativas (P<0.05) para contenido de
clorofila a+b en J, S1 y S2 con respecto al estado de hoja y genotipo, y no se
encontraron diferencias significativas para S3 (Cuadro 2) Fig. 6). Los genotipos con
mayor concentracion durante las cuatro edades fueron G-11,G-10 y BC. La suma de

las clorofilas tuvo el mismo patrén de respuesta.
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Figura 5. Contenido de clorofila b en cuatro estados de desarrollo de hoja en ocho
genotipos de buffel (Cenchrus ciliaris L). J= Hoja al 50% de su longitud a madurez:
S1= Hoja madura de 15 dias posterior a la exposicion de la ligula; S2= Hoja
senescente de 35 dias después de la exposicion de la ligula; S3=Hoja senescente
a 45 dias después de la exposicion de la ligula.

4.4 Xantofilas y carotenoides

No se observd significancia para xantofilas y carotenoides (P>0.05; Fig. 7). Los
carotenoides son componentes integrales de la membrana tilacoide y estan, por lo
general, asociados a muchas proteinas que constituyen el aparato fotosintético y su
funcién principal es proteger al mismo durante las fluctuaciones de energia luminosa
(Young y Briton, 1990)
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Figura 6. Contenido de clorofila a+b en cuatro estados de desarrollo de hoja en
ocho genotipos de buffel (Cenchrus ciliaris L). J= Hoja al 50% de su longitud a
madurez: S1= Hoja madura de 15 dias posterior a la exposicion de la ligula; S2=
Hoja senescente de 35 dias después de la exposiciéon de la ligula; S3=Hoja
senescente a 45 dias después de la exposicion de la ligula

Lu et al., 2001 al evaluar la senescencia en trigo indican que la clorofila total se
redujo de 550 a 100 p mol m™?, mientras que la proporcién de clorofila a:b se
incrementd de 2.5 a 3.5; lo anterior desde la antesis hasta 28 dias después de
ésta. La reduccién de clorofila en la hoja bandera no fue notoria antes del dia 20
post-antesis y fue marcada del dia 20 al 28, pasando de 524 a 110 p mol m™.El
contenido de clorofila (mg g™ peso fresco) fue determinado en respuesta a varios
tratamientos y dias de exposicidn en hojas de trigo fluctué de 1.33, 1.24, 0.82,
0.67 y 0.46 a 48 h en control, denaliadenina, ABA o metil jasmonato (Ma y Wang,
2003). Las técnicas espectrales tienen baja correlacién con el contenido de
clorofila, debido a que la reflectancia foliar tiene efecto en la variacion de éstas.
Sims y Gamon (2002), desarrollaron una técnica que considera esta reflectancia y
se ajusta mejor a la lectura de reflectancia en contenido de clorofila, indicando que
otros pigmentos no afectan la lectura, e indican que un indice de reflectancia
fotoquimica desarrollado originalmente para pigmentos del ciclo de las xantofilas

se relaciona positivamente a la razon carotenoides: clorofila en hojas verdes sin
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importar la arquitectura de la hoja. Existen amplias correlaciones entre el método

de medicion.
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Figura 7. Contenido de carotenoides + xantofilas en cuatro estados de desarrollo
de hoja en ocho genotipos de buffel (Cenchrus ciliaris L). J= Hoja al 50% de su
longitud a madurez; S1= Hoja madura de 15 dias posterior a la exposicion de la
ligula; S2= Hoja senescente de 35 dias después de la exposicion; S3=Hoja
senescente a 45 dias después de la exposicion de la ligula.

45 Anélisis Anatémico

Durante su vida, la hoja sufre, al menos, tres fases de desarrollo: 1) rapida
expansion, importaciéon de N y C, sintesis rapida de proteinas y activacion de la
fotosintesis 2) Hoja madura, contribuye a la captura de C y la renovacion de
proteinas se mantiene baja hasta que las condiciones internas y externas inician la
senescencia 3) Hoja senescente, periodo de movilizacion masiva de N, C y minerales
desde la hoja madura hacia otras partes de la planta en un proceso altamente
regulado, involucrando cese de la fotosintesis, lisis de proteinas, pérdida de clorofila
y remocion de amino acidos (Buchanan-Wollaston, 1997), amarillamiento de las
hojas (por degradacion de clorofila) hidrélisis de membranas lipidicas vy
removilizacion de macromoléculas (Lim et al., 2007; Yue et al., 2012). Los factores
internos de senescencia incluyen estadio de desarrollo y niveles de fitohormonas
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(Ruey-Hua et al., 2001). En especies anuales, ha sido bien establecida la relacion de
la senescencia con la floracion y desarrollo de la semilla; sin embargo, no se tiene

claro como funcionan los genes que controlan este proceso (Lacerenza et al., 2010).

En la figura 8, se observan los diferentes tejidos que se obtuvieron para la
segmentacion de areas de interés a) imagen de la parte central de la hoja con
diferentes tejidos, b) Secciones de hoja donde se sefalan los tejidos; alta
digestibilidad, mediana digestibilidad y no digestible c) es la region lateral y d) la
region marginal de la hoja.

En general se observaron diferencias significativas (P<0.01) para el area total de los
genotipos entre los genotipos G7, G3 y G8 mostraron mayor area respecto a BC

(Fig.9).

Figura 8. Corte transversal de hoja, a) Region central, M: Mesofilo, F: Floema, E:
Epidermis, VH: Vaina del haz, X: Xilema, FEV: Fibras de la extensién de la vaina
b) AD: Alta digestibilidad, MD: Mediana Digestibilidad, ND: No digestible c) Region
lateral. de Buffel (Cenchrus ciliaris L.).

Se ajusté el modelo MANOVA con dos criterios de clasificacion (genotipos y
secciones), dadas las multiples variables respuesta (area total, mesofilo, floema,

epidermis, vaina del haz, xilema, Fibras de la extension de la vaina).
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En el area total de la hoja no se encontraron diferencias (P>0.05) para region central
y lateral pero si diferencias significativas para la region marginal con (P<0.05). Para
mesofilo se encontraron diferencias (P<0.005). para floema y epidermis no se
encontraron diferencias en las tres regiones de la hoja, tampoco se encontraron
diferencias para la vaina del haz, en la region central y lateral, mientras que en la

region marginal se encontraron diferencias Cuadro 3,4y 5.

Cuadro 3. Porcentaje de areas de la region central de hoja en Buffel (Cenchrus
ciliaris L).

A. Digestible M. Digestible N. Digestible
. P . . . V. del . F. ext.
Genotipo Area total Mesdfilo Floema  Epidermis haz Xilema vaina
pm?2 %

11 12306422 71.46% 2.022 8.65% 7.7% 6.16™ 4.00%
10 1344640 74.54° 1.98% 7.87°% 6.64% 5.65™ 3.32%
8 1570736? 62.03% 2.00% 10.90° 14.63° 7.18% 3.26%
7 13098572 66.56% 2.59% 8.63°% 7.94° 9.57%¢ 4.71°
5 13429792 60.88% 2.08% 18.16° 8.08% 6.73% 4.06°
3 12814822 63.19% 2.46% 9.81°% 10.76° 9.17% 4.61°
1 17664852 47.35% 1.892 33.192 7.702 6.74°% 2.992
BC 1047539 50.21° 2.04% 26.88% 11.83° 5.53° 3.51°%

Letras diferentes dentro de columnas son estadisticamente significativas segun Tukey.

Por otro lado el area total se tomé como base (100%), para ver los porcentajes de las
proporciones de tejido AD (mesdfilo y floema), MD (epidermis y vaina del haz)) y ND
(Fibras y extension de la vaina). Se obtuvieron porcentajes indicando para todos los
genotipos que el tejido AD mesdfilo se encuentra 30 -75% y floema con 1-4%.

En el tejido MD para epidermis existe una proporcion de 7-39% y vaina del haz de 7-
24% y para Tejido ND las proporciones para xilema van de 2-13.5% vy fibras de la

extension de la vaina de 0.5-5% (Cuadro 3,4y 5).
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“Cuadro 4. Porcentaje de areas de la region lateral de hoja en Buffel (Cenchrus
ciliaris L.).

A. Digestible M. Digestible N. Digestible
) V. del F. ext.
Genotipo _ Area total Mesdfilo Floema Epidermis haz Xilema vaina
pm2 (%)

11 10784312 50.15% 2.46° 23.79° 13.28° 7.25% 3.07%®
10 11413392 48.28% 2.47° 27.46° 12.18° 7.04% 2.58%
8 1185516 44.05% 2.27° 23.59° 18.96° 7.62" 3.50°
7 1303766° 49.09° 2.63% 20.05° 15.19% 9.36% 3.68°
5 1010838 45.22% 2.822 30.447 12.36° 6.76% 2.41%
3 1153881% 48.26% 2.49° 22.29% 16.05° 8.09%° 2.83%
1 9377442 32.69° 3.23° 24.07° 23.44? 13.28 3.38%
BC 808212° 41.15° 1.972 36.51° 12.972 6.06¢ 1.33°

Letras diferentes dentro de columnas son estadisticamente significativas segun Tukey

Finalmente los genotipos con mayor proporcion de tejido AD de fueron G10 y
Glly G1 y GBC con menor porcentaje de area, en MD fueron minimas las
diferencias, y para ND con mayor porcentaje G7, G3, G8 y G5 y el genotipo con
menor porcentaje GBC Y G1.

Cuadro 5. Porcentaje de areas de la region marginal de hoja en Buffel (Cenchrus
ciliaris L).

A. Digestible M. Digestible N. Digestible
) V. del F. ext.
Genotipo Area total Mesdfilo Floema Epidermis haz Xilema Vaina
pm2 %
11 5598672 50.56° 2.45° 26.42° 13.55* 4.57° 1.18°
10 6339812 46.82% 1.80% 32.392 10.75° 4.32° 2.45°%
8 838014° 41.89% 1.372 38.08? 13.13% 3.22° 2.01°%
7 684685° 45.78% 1.44° 32.62° 12.83%* 3.43° 2.96%
5 499342° 45.48° 2.13° 30.63*  12.36° 3.90° 4.59°
3 804935% 44 55% 1.96% 30.722 15.13% 4.47° 2.00%
1 790528% 47.51% 1.88°% 27.442 16.89* 3.97° 1.05%
BC 476578 42 .49% 1.21° 38.76° 16.89" 2.55° 0.76%

Letras diferentes dentro de columnas son estadisticamente significativas segun Tukey

Batistoti et al., 2011 caracterizaron anatbmicamente hojas de nueve genotipos de

Panicum maximun, las caracteristicas anatdmicas se midieron nervio principal y
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por lo general entre dos o tres haces vasculares para cada seccion transversal. Se
midié el area total seguido por la epidermis adaxial, epidermis abaxial, tejido
vascular, vaina del haz, esclerénquima y mesofilo. Las diferencias morfologicas

entre los genotipos de P. maximum no interfirieron en la acumulacion de biomasa.
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Figura 9. Diagrama de cajas y bigotes para la distribucion del area total de tejido
foliar en genotipos de Buffel (Cenchrus ciliaris L).

Los pastos C, poseen elevada eficiencia fotosintética, lograda mediante la
combinacion de adaptaciones bioquimicas y estructurales. La fotosintesis C; se
conforma a lo largo del eje de desarrollo de la lamina, desde una hoja no
diferenciada en la base, sobre la ligula hasta células del mesofilo y de la vaina del
haz altamente especializadas en la punta de la hoja extendida. (Majeran et al., 2010).
El mesdfilo representa el tejido de mayor digestibilidad de la hoja y se observaron
diferencias significativas entre genotipos (P<0.05), los genotipos con mayor area de

mesofilo fueron G-3, G-7, G-11 y la menor se observo para BC (Fig. 10).
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Figura 10.Diagrama de caja y bigotes para la distribucion de area de mesdfilo en
hoja de ocho genotipos de Buffel (Cenchrus ciliaris L)

Junto con el mesdfilo, el floema como area fotosintéticamente activa y de elevado
contenido de proteinas fotosintéticas, mostré diferencias significativas como
constituyente de la hoja (P<0.05). G7 y G3 mostro mayor floema y Buffel Comudn

mostro la menor area de floema y fue diferente al resto de los genotipos (Fig. 11)
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Figura 11.Diagrama de cajas y bigotes para la distribucion de area de floema en
hoja de ocho genotipos de Buffel (Cenchrus ciliaris L
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Figura 12. Diagrama de cajas y bigotes para la distribucion de &rea de epidermis
en hoja de ocho genotipos de Buffel (Cenchrus ciliaris L)

La epidermis es un constituyente de baja digestibilidad, dada su importancia como
tejido protector de la hoja, tanto fisica como biolégicamente, representa una barrera
de gran importancia selectiva a nivel macro, dado que debe impedir la entrada de
agentes patdégenos y permitir la movilizacion de gases y vapor de agua para el
mantenimiento de la actividad fotosintética. Los mayores niveles de epidermis se
encontraron en G5, G-8, BC. y menor area para G11. Sin embargo, no se observaron

diferencias significativas entre estos valores (P>0.05; Fig. 12).

La vaina del haz encierra los haces vasculares y tiene varias capas para promover la
permeabilidad selectiva, se considera un area de baja a mediana digestibilidad, dada
su necesidad de ser impermeable y mantener la condicibn de soluciones en
condiciones selectivas. Al respecto, Buffel Comun mostro la menor area y la mayor,
se encontré en G1 y G3, observandose diferencias solamente para estos dos grupos
(P<0.05; Fig. 13).
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Figura 13. Diagrama de cajas y bigotes para la distribucion de area de vaina del
haz en hoja de ocho genotipos de Buffel (Cenchrus ciliaris L)

El xilema junto con las fibras de la extension de la vaina se les considera tejido
indigestible, dada su funcién de transporte de soluciones que deben mantenerse
aisladas del metabolismo de las hoja y de las células. Los menores valores de area
de xilema se encontraron para hoja de BC, el cual mostré diferencias Unicamente con

G-1y G-6, los cuales tuvieron los mayores valores de area de xilema (Fig. 14).
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Figura 14. Diagrama de cajas y bigotes para la distribucion del area de xilema en
hoja de ocho genotipos de Buffel (Cenchrus ciliaris L)
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Figura 15. Diagrama de cajas y bigotes para la distribucién del area de fibras de la
extension de la vaina en hoja de ocho genotipos de Buffel (Cenchrus ciliaris L)

4.5.1 Porcentaje de lignina

La lignina representa la barrera principal de la calidad de forraje senescente, dado
gue ésta inhibe el acceso de las enzimas bacterianas a la energia almacenada en
compartimentos celulares y en la célula misma debido a su agregacion, similarmente
en la pared celular. Se observaron diferencias en porcentaje de area lignificada; en
hojas con estado de desarrollo J, S1, y S2 (P<0.05) y no hubo diferencias
significativas en S3. Para el estado de desarrollo J los genotipos con menor
porcentaje de lignina se observaron para los G-10 y G11,y con mayor porcentaje en
G7 y G3, en S1 menor porcentaje para G10 y G1B y mayor porcentaje en G7,G5 y
G3, en S2 con menor contenido fueron los genotipos GBC y los de mayor contenido
de lignina fueron G7, G11 y G5 (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Porcentaje de lignina en hoja de cuatro estados de desarrollo en
genotipos de Buffel (Cenchrus ciliaris L.).

Genotipos Estados de desarrollo
J S1 S2 S3
11 0.16™° 0.22%¢ 0.58% 0.692
10 0.11° 0.14° 0.55% 0.672
8 0.162° 0.222b° 0.532° 0.592
7 0.232 0.382 0.602 0.562
5 0.162° 0.332P 0.542b 0.602
3 0.21%° 0.302 0.5220 0.642
1 0.12° 0.20" 0.61% 0.622
BC 0.13" 0.272° 0.46° 0.60a

J= Hoja al 50% de su longitud a madurez; S1= Hoja madura de 15 dias posterior a la
exposicion de la ligula; S2= Hoja senescente de 35 dias después de la exposicion de
la ligula; S2= Hoja senescente a 45 dias después de la exposicion de la ligula. Letras
diferentes entre columnas son estadisticamente significativas segun Tukey.

Debido a la importancia de la degradacion celular durante la senescencia, 175 de
2500 genes expresados durante la senescencia, codifican para diversas
hidrolasas (incluyendo proteasas) (Gepstein, 2004). El gen stay-green y sus
ortdlogos influencian marcadamente el catabolismo de la clorofila y proteinas en la
hoja senescente (Thomas et al., 2002). Esta lisis resulta en moléculas que pueden
transportarse, via floema, a otra partes de la planta (Buchanan-Wollaston et al.,
2003).

Uno de los atributos de pasto Buffel es su resistencia a la sequia y uno de los
efectos de ésta es la aceleracion de la senescencia foliar, promoviendo reduccion
del dosel, pérdida de la actividad fotosintética y menores rendimientos de materia
seca. Rivero et al., 2007 evaluaron la reduccion de la senescencia y su efecto
sobre la tolerancia a la sequia, y generaron transgénicos que expresaron un gen
isopenteniltransferasa, bajo el control del promotor (estrés y maduracion). Ellos
encontraron que la supresion de la senescencia foliar inducida por la sequia indujo
una sobresaliente tolerancia a la sequia, mostrado por un crecimiento vigoroso

después de un periodo de sequia que mat6 a las plantas testigo.
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4.6 Composicion quimica

Para contenido de lignina, no se encontraron diferencias significativas en J, S1, S2,y
si hubo diferencias en S3 con mayor contenido de lignina G10 y G7 y con menor en
G11, Cuadro 7 y 8 se observo efecto significativo (P <0.05) entre edades de
genotipo. Para el contenido de proteina cruda (PC) encontraron diferencias entre
genotipo, edad y edad x genotipo en edades (P <0.05).

Para Fibra detergente neutro (FDN), se encontraron diferencias significativas (P
<0.05), entre genotipos, y no entre edad, ni edad-genotipo ver Cuadro 7 y 8. En
cuanto Fibra detergente &cido (FDA) se encontraron diferencias significativas
(P<0.05), entre genotipos y entre edades para los estados de desarrollo J, S1y S2y
S3.Con respecto al contenido de cenizas se encontraron diferencias significativas
entre genotipos, edad genotipo y edades.

Cuadro 7. Porcentaje de fibras de hoja en cuatro estados de desarrollo de Buffel
(Cenchrus ciliaris L.)

Genotipos Lignina PC FDA FDN Cenizas Lignina PC FDA FDN Cenizas

J S1
11 7.32%  20.48%° 31.48% 57.42° 12.11*® 454* 17.57* 35.40%® 58.84° 12.56°
10 7.32° 2022 30.34% 56.14%° 12.24° 3.92° 17.98% 36.02%* 60.29°° 12.11°

8 6.63* 19.83° 32.41® 5570 10.20° 5.38% 16.98° 36.13* 59.89" 12.11°
7 7.00°  7.85° 31.62% 57.02° 10.86™ 4.32* 16.67* 35.63% 62.45*° 11.46%
5 573  17.92° 32.35% 59.78% 11.12*° 6.18* 14.71° 39.32° 65.30° 13.32°
3 515%  20.99° 24.77° 4854° 11.04%° 232* 1752 32.35" 57.75° 14.26°
1 3.81° 20.92% 32.69% 49.65° 10.86™ 4.78% 17.48* 3498 57.35° 14.80°
BC 530° 20.05° 26.09° 48.78° 11.57* 2.40* 14.96° 29.15° 59.70° 12.92°

Letras diferentes entre columnas son estadisticamente significativas segin Tukey
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Cuadro 8. Porcentaje de fibras de hoja en cuatro estados de desarrollo de Buffel
(Cenchrus ciliaris L.)

Genotipos Lignina PC. FDA FDN C Lignna PC. FDA FDN C
S2 S3
11 549° 12.13* 30.84° 6095 12.73* 528" 10.31" 37.27* 57.03* 16.91°
10 3.39° 11.76%® 35.62° 57.75%° 12.90* 12.90° 11.20°° 38.90° 55.41* 16.14°
8 5.48% 11.78% 36.81* 59.81°° 12.90° 3.79" 8.74® 40.66* 56.40° 19.90°
7 4.48° 11.31° 37.48" 59.04*° 1327 1251° 7.85° 31.44° 55.87* 19.50°
5 4.75° 11.21° 39.08% 59.09° 15.38% 9.86® 8.34° 40.98° 56.58* 19.26"
3 3.49% 11.43* 3520° 5471 16.99° 7.96%®° 9.44% 39.48% 5448 23.45°
1 4.98% 12.31* 29.37° 53.27° 17.15% 8.11* 1058° 39.32° 54.62° 23.05
BC 3.23° 865° 31.51° 59.52° 1462 6.74® 11.80° 36.11* 57.48% 16.99°

Letras diferentes entre columnas son estadisticamente significativas segiin Tukey

La composicion quimica general de las paredes celulares de monocotiledoneas
incluye: carbohidratos estructurales, lignina y fenoles, proteinas y materiales
hidrofébicos (ceras, cutinas y suberinas) (Carpita, 1996). En alfalfa, la calidad del
forraje declina por la combinacion de dos eventos en la maduracion (Jung et al.,
1997): 1) conforme la maduracién avanza, la razén hoja: tallo declina debido a que
el material se acumula en el tallo tan rapido como en las hojas y reduce la
senescencia y muerte, lo cual es importante debido a que los tallos contienen
mayor material de la pared celular que las hojas y las paredes celulares son
menos digestibles que los componentes solubles de la hoja; 2) conforme avanza la
maduracion los tallos acumulan mayor cantidad de material en la pared celular y
la digestibilidad de éstas por los rumiantes disminuye. Evaluando alfalfa con
diferente edad de rebrote Jung y Engels (2002), indican que después de 21 dias
los entrenudos han completado su elongacion e inician la proliferacion de xilema
secundario el cual se lignifica inmediatamente y la lignificacion del floema primario
y el parénquima de la punta radical inician al finalizar la elongacién. La maduracion
incrementd la proporcién de xilema secundario no degradable y la composicién de
polisacaridos de la pared secundaria cambié de la pectina-predominante a
celulosa. La degradabilidad de la pectina se mantuvo elevada sin importar la

madurez, pero la degradabilidad de la celulosa y hemicelulosa declinaron
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conforme el xilema secundario prolifer6. La degradabilidad de los tallos de alfalfa
mejoraria si la cantidad de xilema secundario lignificado disminuyera (Jung y
Engels, 2004).

Los valores de FDN son la fuente potencial de nutrientes digeribles por rumiantes
y variaciones en su digestibilidad determinan el valor del forraje. El| FDN consiste
en dos entidades conceptuales: 1) FDN potencialmente digestible (PDF) y 2) FDN
no digestible (IDF); el nivel de IDF en el alimento es un predictor de su calidad
(Ellis y Matis, 2005); por tanto es importante diferenciar entre PDF y IDF en el uso
de alimentos para rumiantes; sin embargo, se debe especificar el método de
evaluacion, dado que existen variaciones en los resultados (Ferreira y Mertens,
2007)

Un buen manejo del corte encierra resistencia a sequia y bajas temperaturas (Da
Silva et al., 2008), lo cual habia sido sefialado para tres especies de Bothriochloa
spp, por Pillip et al., 2005, quienes indicaron que los carbohidratos totales no
estructurales y la DMS se redujeron mientras se incrementd la FDN y FDA con
mayor irrigacion, la cual afect6 el valor nutritivo del forraje mediante efectos en la
morfologia y edad fisiol6gica del forraje, por lo que este manejo es una opcion

para mejorar la calidad del forraje.

Los mutantes maiz de la nervadura central café (bmr) muestran una coloracion
café-rojiza en la nervadura central de lamina foliar y en la punta del tallo, lo cual
estd asociado con una reduccion de la agregacion de lignina y es observable
posterior al estadio de cinco hojas expandidas (Cherney et al., 1991). Dilucidando
la informacién bioquimica y molecular disponible sobre genotipos bmr para definir
las rutas probables de agregacion de lignina y acido hiroxicindmico en pastos
(Barriére et al., 2004), indicaron que es un reto el entendimiento de la funcioén de
los genes que agregan lignina y como la diversidad de estos mecanismos
impactan la digestibilidad de la pared celular. La lignina interfiere con la digestion

de los polisacéaridos de la pared celular al actuar como barrera fisica para las
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enzimas microbianas, limitando la digestién de polisacaridos estructurales celulosa
y hemicelulosa (Moore et al., 2001). Estos mismos autores indican que aunque los
pastos y leguminosas pueden tener similares contenidos de lignina, los pastos
tienen mayor concentracion de fibras y menor concentraciéon de contenido celular
facilmente digestible, en comparacion a las leguminosas. Similarmente, los pastos
tropicales poseen mayor contenido de fibra en comparacion con los pastos
templados, lo que los hace menos digestibles.

Comparando lineas mutantes bmr vs. normales para bmr en maiz, sorgo y mijo
Lam, et al., 1996 observaron que no existen diferencias entre contenidos totales
de lignina entre éstas, determinadas mediante la técnica de acetil-bromidio ¢ la
suma de lignina acido-insoluble (Klason) y lignina acido-soluble. Lo anterior, indica
que los mutantes bmr se caracterizan por tener lignina con menor grado de
polimerizacion; indicando qué, el contenido menor de puentes de &cido felurico en
los mutantes bmr puede ser el factor para la elevada digestibilidad de tallo. Se ha
indicado que la alteracién de la estructura o balance de alcoholes componentes de
la lignina no influencia la degradabilidad de la pared celular; contrariamente, una
reduccion en el entreverado de enlaces, hidrofobicidad o concentracion de lignina,
resultard en mayor hidrélisis enzimatica (Grabber, 2005). Enzimas como cinamoil-
esterasas pueden atacar ligaduras especificas de la pared celular, pero su eficacia
en la pared celular lignificada no ha sido evaluada (Graber, 2005) Existe gran
variabilidad intraespecifica para digestibilidad in vitro de materia seca (DIVMS) y
ésta es un atributo con heredabilidad, en sentido angosto, de 0.2 a 0.4, similar al
rendimiento de forraje; el incremento DIVMS de 1%, origina incrementos de 3.2%
en produccién animal y ésta se correlaciona positivamente con el rendimiento de
MS (Vogel y Miranda, 2009). La concentracion de NDF varié de 49.7 a 66.2% y su
tasa de digestién varié de 525 a 735 g kg NDF (Jung et al., 1998).

Las plantas debieron desarrollar mecanismos evolutivos para iniciar diferentes
rutas biosintéticas de los componentes de la pared celular en varios tipos

celulares, sintetizar la cantidad correcta de componentes de la pared y
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ensamblarlos en el sitio correcto para que la célula funcione de manera especifica

en la pared celular (Ruiqgin y Zheng-Hua, 2007).

Brachypodium distachyon, un modelo genético util para estudiar la composicion de
la pared celular y determinar su impacto sobre la digestibilidad ruminal debido al
tamafio pequefio de su genoma, agregacion de lignina y componentes de la pared
celular. Rancour et al. (2012) Indican que el contenido de lignina en dos estadios
de desarrollo de B. distachyon mostraron valores de contenido de lignina desde
53.1 a 157.6 mg*’ de lignina de pared celular. Obel et al. (2009), desarrollaron
metodologia de microdiseccién laser para estudiar la agregacion de carbohidratos
en la pared celular y realizar estudios del metabolismo de la maduracion de ésta.
La diversidad de alelos de dos genes de la Cafeil-CoA 3-O Metil transferasa
(CCoAOMT2 y CCoAOMT1), asi como la del gen de la aldehido O-Metil
transferasa (AIdOMT) fue evaluada para 34 lineas de maiz para ensilar
seleccionadas por alta variabilidad para la digestibilidad de la pared celular (Gilllet-
Claude et al., 2004) Los autores reportan la elucidacion de un indel de 18 pb
asociado a la variacion en la digestibilidad de la pared celular, indicando que el
gen CCoAOMT2n localizé con un QTL para la digestibilidad de la pared celular y
el contenido de lignina.
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5. CONCLUSIONES

Se observaron diferencias en area de forraje digestible entre genotipos.

No se detectaron diferencias en contenido de lignina para las distintas edades
de hojas analizadas. Existen diferencias en contenido de pigmentos
fotosintéticos dentro de edad

Se observaron diferencias en contenido de proteina cruda dentro de edad, y
entre los genotipos.

Se observaron diferencias entre genotipos dentro de edad de hoja para FDA.
Los genotipos G-11, G-10 y G-5 ofrecen alternativas para potreros de baja

infraestructura donde se cosecha forraje senescente, durante el pastoreo.
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