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BIOSINTESIS DE LIGNINA Y COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO EN TRES
PASTOS DE CLIMA TEMPLADO

Juan Manuel Vargas Romero, Dr.

Colegio de Posgraduados 2012

RESUMEN

Tres especies de gramineas de clima templado, el hibrido Festulolium y sus
progenitores Festuca arundinacea y Lolium perenne, se evaluaron en invernadero para
determinar el crecimiento, fracciones de la fibra y caracteristicas anatomicas de cada
especie. Ademas se extrajo el ADN de las tres gramineas para realizar un analisis
molecular y calcular correlaciones entre los marcadores y las variables analizadas. De
acuerdo con los resultados, el Festulolium fue distinto a F. arundinacea y L. perenne en
el nimero de laminas por tallo; respecto a la abundancia relativa de lignina, area de
xilema y floema, el contenido fue similar entre Festulolium y L. perenne, mientras que
los valores de densidad de tricomas en el haz fueron semejantes entre Festulolium y F.
arundinacea. Se encontraron tres marcadores moleculares (LPSSR HO1 A 10, NFAA
027 y NFAA 036) correlacionados significativamente con la abundancia relativa de
lignina en las tres especies. El andlisis de los resultados permite concluir que el
Festulolium no segregd hacia F. arundinacea o L. perenne de manera determinante en

patrén de crecimiento o caracteristicas anatomicas.

Palabras clave. paredes celulares, FDN, FDA, estomas, tricomas, microscopia

electrénica, Festuca, Lolium, Festulolium



LIGNIN BIOSYNTHESIS AND PERFORMANCE IN THREE TEMPERATE CLIMATE
GRASSES

Juan Manuel Vargas Romero, Dr.
Colegio de Posgraduados 2012

ABSTRACT

Three species of temperate climate grasses, Festulolium hybrid and its parents Festuca
arundinacea and Lolium perenne, were evaluated in a greenhouse to determine growth,
fiber fractions and anatomical characteristics of each species. Besides, DNA was
extracted from the three grasses to carry out molecular analysis and calculate
correlations between the markers and the analyzed variables. According to the results,
Festulolium was different to F. arundinacea and L. perenne in the number of blades per
stem; regarding the relative abundance of lignin, xylem and phloem area, content was
similar between Festulolium and L. perenne, whereas values of adaxial trichomes
density were similar between Festulolium and F. arundinacea. We found three
molecular markers (LPSSR HO1 A 10, 027 and NFAA NFAA 036) significantly
correlated with the relative abundance of lignin in the three species. The analysis of the
results allows concluding that Festulolium did not segregate decisively towards F.

arundinacea or L. perenne in growth pattern or anatomical features.

Key Words cell walls, NDF, FDN, trichomes, electron microscopy, Festuca, Lolium,

Festulolium.
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INTRODUCCION

1.1 Planteamiento del problema

Las fracciones de la fibra (celulosa, hemicelulosa y lignina) determinan la digestibilidad
de un forraje, la cual disminuye al aumentar la edad de la planta (Jung et al., 1997).
Esta reduccién se atribuye parcialmente a la lignina, y especificamente a las
variaciones en su estructura tridimensional, caracteristicas hidrofobicas, incrustacion y
enlaces con otros componentes matriciales (Chesson, 1986). La lignina es importante
en el crecimiento y desarrollo de los forrajes por ser un componente determinante de la
rigidez en las células de soporte (esclerénquima) y de transporte (xilema),
contribuyendo también a prevenir la entrada de algunos patdégenos a la planta. Hay
varios estudios e investigaciones acerca de su biosintesis y modelos de pared celular
(Onerud et al., 2002).

La variacion genética constituye la base de la evolucion la cual depende de la
informacion genética disponible y esta en funcion de los tipos de alelos en los loci, sus
frecuencias entre los individuos y sus combinaciones particulares como genotipos;
ademas, el grado y clase de variacion son afectados por la mutacion, flujo genético,
recombinacién, deriva genética y seleccion natural (Marzorcca, 1985). Esta variabilidad
molecular (genética) sucede en las proteinas y acidos nucleicos; puede evaluarse
mediante la comparacion de las caracteristicas morfolégicas o con marcadores
moleculares usados en los estudios taxondmicos porque no son influenciados por el
ambiente y proporcionan numerosos caracteres que se pueden comparar y analizar

para el establecimiento de relaciones filogenéticos (Moody, 2001). Las poblaciones que



presentan variaciones genéticas seran diferentes en sus procesos biosintéticos vy
tendran diferente comportamiento productivo; por ello se requieren estudios genéticos
para analizar esta variacion y posibles diferencias productivas entre especies forrajeras
(Barriere et al., 2004; Raes et al., 2003).

En clima templado hay especies que tienen un valor nutricional sobresaliente y otras
poseen caracteristicas de resistencia a condiciones agroclimaticas adversas en
sacrificio del valor nutricional. Con el cruzamiento entre especies se puede recombinar
la informacion genética para presentar un valor nutricional mayor a la media sin
decremento de la rusticidad. Una cruza estudiada es la que utiliza la Festuca spp. y
Lolium spp. como progenitores, con la cual se obtiene un buen valor nutricional y
rusticidad en una sola planta (Casler et al., 2002).

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue determinar la segregacién genética
mediante la caracterizacion de variables de rendimiento, fracciones de la fibra,
anatomia foliar y abundancia relativa de lignina en un hibrido interespecifico
segregante (Festulolium) asi como de sus progenitores Festuca arundinacea y Lolium

perenne en condiciones de invernadero.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Evolucion de los pastos y herbivoros

Los sistemas de pastoreo son la base de la produccion de los rumiantes y comenzaron
con la domesticacion de los bovinos hasta llegar a los sistemas de pastoreo intensivo
actuales en casi todo el mundo. Esta evolucidon se relaciona con los procesos para
satisfacer las necesidades de la alimentacion del ser humano, en lo cual los bovinos
tienen una participacion importante.

2.1.1 Evolucion de los pastos

Actualmente se conocen cerca de 600 géneros y 6,000 especies de angiospermas, que
pueden o no ser pastos, los cuales utilizan la energia del sol para convertir el bioxido
de carbono y agua en moléculas organicas consumidas por los herbivoros. Las plantas
en convivencia con los herbivoros han desarrollado diversos tipos de proteccion y
sobrevivencia. La proteccidén de tipo mecanico presenta estructuras externas en tallos,
hojas, frutos, flores, con diferentes tamafios, como los cactus cuyas hojas tienen forma
de espinas y repelen a los grandes mamiferos; esta proteccion mecanica contra
pequefios insectos 0 acaros es importante en plantas cultivadas (Chapman, 1992).
También hay defensas de tipo quimico, basicamente polimeros o cristales inorganicos,
convirtiendo a las paredes celulares en elementos indigeribles por los animales debido
a la naturaleza de las paredes celulares cuya digestion sera lenta y los herbivoros
debieron desarrollar diferentes compartimentos con microorganismos simbioticos para
estas funciones. Ademas, algunos metabolitos secundarios de las plantas pueden ser

toxicos y son almacenados en la pared celular de tejidos que aun no tienen la rigidez



proporcionada por la lignina o los silicatos, como en los rebrotes, hojas jovenes, y frutos
inmaduros.
Las plantas pueden compensar la pérdida de hojas incrementando la tasa fotosintética
de las hojas remanentes, pero pueden sufrir efectos negativos por la pérdida de
nutrientes, segun la edad vy los tejidos extraidos (Kénner, 1991). Al ir madurando, las
hojas se convierten en un exportador neto de nutrientes, alcanzando un maximo de
produccion justo antes de la senescencia (Shoonhoven et al., 2005).

2.1.2 Evolucion de los herbivoros
Los rumiantes, en especial bovinos, caprinos y ovinos, evolucionaron, adquirieron la
capacidad de fermentar el alimento en el rumen y tienen enzimas que hidrolizan la
configuracion beta de los enlaces glucosidicos 1-4 de la celulosa. La morfologia y
fisiologia de los rumiantes estan adaptados para albergar simbiontes microbianos que
ayudan a la degradacién de los polimeros de la pared celular, permitiendo la digestiéon
de fibras vegetales. Algunos materiales vegetales se digieren poco debido a la alta
proporcién de fibra lignificada (Nielsen, 1995).

2.1.3 Convivencia planta-herbivoro
No todos los vegetales se consumen porque pueden tener muy pocas proteinas o
sustancias quimicas toxicas que dificultan y dafian a los animales. Los ciclos de vida de
ciertos mamiferos folivoros (que se alimentan de hojas) surgieron bajo la presion
selectiva de las sustancias quimicas que disminuyen la digestibilidad y las plantas de
escaso contenido energético (Nielsen, 1995). Los herbivoros ramoneadores se
alimentan principalmente de las hojas mas gustosas y nutritivas (jovenes) y evitan las

hojas mas viejas que contienen compuestos secundarios, como los taninos. El pastoreo



moderado puede ser un efecto estimulante y aumenta la produccién de biomasa, pero
en detrimento del vigor y de nutrientes almacenados en las raices, por lo cual el
pastoreo de partes jovenes debe regularse (Hodgson, 1990).

Los primordios de nuevas hojas y tallos (meristemos) en los pastos se sitian cerca del
suelo, y los ramoneadores comen primero las partes viejas y después los tejidos
jovenes. El ramoneo moderado estimula la produccion de tejidos nuevos al eliminar los
tejidos viejos con tasas fotosintéticas bajas; ademas, las hojas inferiores joévenes
reciben mas luz y crecen méas rapido. Cuando la planta es sometida a una excesiva
presion de pastoreo y su persistencia es amenazada, sintetizard defensas quimicas
gue repelen su consumo (Heitschmidt et al., 1991).

2.1.4 Las plantas y sus metabolitos secundarios

Hay poco mas de 10,000 metabolitos secundarios en las plantas y las tres principales
categorias de metabolitos secundarios de defensa son los fendlicos, los alcaloides, y
los terpenos. Los compuestos de defensa adicional incluyen productos primarios como
proteinas y aminoacidos toxicos, inhibidores de proteasas, y compuestos cianogénicos.
Los metabolitos secundarios actian sobre el sistema nervioso de los insectos
herbivoros, imitan las hormonas naturales de los insectos, dafian el sistema digestivo
de los herbivoros, etc. Ademas, los taninos desnaturalizan algunas enzimas digestivas
y los terpenoides ejercen un efecto antimicrobiano en el rumen, lo cual altera
considerablemente el valor nutricional de los pastos (May et al., 1996). Los compuestos
fendlicos, como los taninos, consisten quimicamente de un anillo aromatico con un
grupo hidroxilo unido, -OHL, estan en altas concentraciones en las vacuolas celulares

de Fabaceae, Fagaceae, Mirtaceae, y Poligonaceae. Otro grupo fendlico esta



conformado por ligninas que se encuentran en las paredes celulares, dando fuerza
estructural a la planta y proporcionan una barrera contra el ataque de herbivoros y
patégenos (Baldwin, 1983).

Los alcaloides son moléculas relativamente pequefas, en su mayoria son toxicos para
los herbivoros y altamente especificos para las especies de plantas o grupo de
especies en las que se encuentran. Son efectivos en cantidades pequefias aunque en
algunos casos patrticulares las plantas o partes de ellas producen altas concentraciones
de alcaloides.

Los terpenos estan presentes en todas las plantas, tienen diferentes funciones en los
vegetales, se componen de mdultiples unidades isopreno y pueden ser moléculas
grandes o pequefias. El isopreno esta en las hojas de algunas especies de plantas
(como el género Eucalyptus), en grandes cantidades y puede servir para protegerlos
del dafio por calor; los aceites son los responsables de las caracteristicas de sabor y

aroma de las mentas (Lamiaceae) y son terpenos (Alonso, 1988).

2.2 Biosintesis de paredes celulares en plantas

Las paredes celulares de las plantas estan compuestas por carbohidratos estructurales
gue son cadenas de polisacaridos con pequefias cantidades de lignina y proteinas, y
no son utilizados en el metabolismo de la planta. Para el valor nutricional de los forrajes
es un factor negativo, pero en las plantas tiene funciones esenciales y la biosintesis de
estos polisacaridos es determinada por factores genéticos, climaticos, nutricionales y el

sistema de pastoreo (Birchman et al., 1983; Goujon et al., 2003).



La fibra vegetal se forma de un entramado tridimensional de celulosa, hemicelulosa y
lignina, y frecuentemente se asocian minerales y otros componentes. La celulosa es
una estructura compuesta por unidades de glucosa que posee enlaces (B1-4 de
glucopiranosa; la hemicelulosa se deriva de las cadenas de pentosas y actia como
cemento junto con la celulosa (Van Soest, 1982).
2.2.1 Carbohidratos estructurales

Los polisacaridos son polimeros de monosacéridos unidos por enlaces glucosidicos
(Figura 1) y cada una de esas uniones involucra una condensacion con la eliminacion
de una molécula de agua. Los monosacaridos pueden ser unidos en cadenas lineares
con un enlace glucosidico en diferentes 4tomos de carbono, y los hidroxilos C-1
pueden ser de alguna configuracion espacial (alfa o beta), y hay dos tipos de isGmeros
para cada enlace posicional. Los monosacaridos con anillo de piranosa pueden ser alfa

0 beta y tener enlaces de tipo 1-2, 1-3, 1-4 y 1-6.

CHOH CH:zOH CH20H

=,
l/l_lf’l\ ‘\TH |/P i\ }/OH

Figura 1.Enlace glucosidico en los polisacéridos

Otras propiedades generales de los polisacaridos son el tamafio de la molécula, forma,
cristalinizacién, solubilidad en algunos solventes y resistencia a diferentes acidos; sus
propiedades pueden ser amplias y diversas de acuerdo con el numero de monémeros
distintos. En su estructura hay aldohexosas (D-glucosa, D-galactosa y D-manosa),

aldopentosas (L-arabinosa y D-xilosa) y acidos urénicos (acido D-galacturénico, acido



D-glucurdnico y éter 4-O metilico), y ademas pequefias cantidades de monosacaridos
como L-rhamnosa y L-fucosa, en los anillos de piranosa. El enlace mas comun es el
tipo beta-glucosidico dominado por beta 1-4 (Mc Murry, 2008).
Los polisacaridos estructurales estan principalmente en la fibra de polisacéaridos y en la
matriz de las paredes celulares. Las fibras son compuestos cristalinos presentes como
microfibras unidos por varios puntos de cemento amorfo de monosacaridos, lignina y
proteinas insolubles que conforman la pared celular. La matriz de polisacaridos se
divide en cuatro grupos: los compuestos pécticos, hemicelulésicos, celuldsicos (los méas
comunes) y glicoproteicos, tienen composicion quimica y funciones muy distintas, como
se muestra en el Cuadro 1 (Butler y Bailey, 1973).

2.2.1.1 Grupo péctico
Es un grupo de polisacaridos amorfos que funcionan como cemento inter celular y esta
conformado por la pectina, galactano, arabano y un galacto arabano neutro. Las
pectinas en los pastos no son tan importantes como en frutas, pero se encuentran en
algunas leguminosas.

2.2.1.2 Grupo hemiceluloso
El nombre hemicelulosas se debe a su estrecha relacion con la celulosa y por ser
precursores de ella, las pentosanas en particular. Este término es incorrecto, pero se
utiliza para los compuestos polisacaridos no celulésicos en la matriz diferentes a la
pectina. El grupo hemiceluloso se divide en pentosanas (basadas en las pentosas) y

las hexosanas no celulosas que estan libres de pentosas.



2.2.1.3 Grupo celuloso
Son moléculas altamente polimerizadas linealmente (hasta 10,000 unidades). La
celulosa esta presente en todos los tejidos vegetales como fibras compuestas de micro
fibrillas, su funcion principal es proveer rigidez a las especies vegetales, y se observan
cristalizadas a lo largo de las fibras; El término alfa-celulosa se aplica a la celulosa

pura aislada de celulosa nativa.

Cuadro 1. Propiedades de los grupos de polisacéaridos en plantas

Forma fisica Funcion en la planta  Soluble en

Agua caliente, oxalato

Sustancias
Amorfa Cemento intracelular de amonio caliente o
pécticas
EDTA
No celulésicos Paredes celulares o Agua, alcali débil o
Diversa
(hemicelulosa) matriz fuerte
Celulésicos Cristalina Micro fibrillas Insoluble

Modificado de Hoffman, 2004.

2.2.1.4 Grupo glicoprotéico
Pequefias cantidades de proteina son constituyentes normales de la pared primaria
celular y esta proteina, llamada extensina, difiere de las proteinas citoplasmaticas por
su alto contenido de hidroxiprolina, arabinosa y galactosa. La extensina es muy
importante en el control del desarrollo celular y transporte pasivo de metabolitos

intercelulares.



2.2.2 Variaciones de los polisacéaridos en las plantas

Al crecer las células son rodeadas por una delgada pared celular primaria y los
espacios son ocupados por una lamina media. Al detener las células su crecimiento
aparece una lamina secundaria y entonces se distinguen tres capas de laminas dentro
de la pared primaria: S1- lamina externa a la pared primaria, S2- en medio y S3- dentro
de la pared primaria. En este entramado hay una cadena de fibras compuestas por
micro fibras de celulosa medianamente orientadas dentro de la matriz de hemicelulosa
y sustancias pécticas. Estas variaciones son las responsables de la alta variacion de
los niveles de celulosa entre especies vegetales y dentro de ellas.

Los niveles de polisacaridos estructurales en la planta son muy diferentes entre las
hojas, tallo e inflorescencia; por lo cual el valor nutricional del forraje consumido por los
rumiantes dependera directamente de la proporcion de estas secciones (Casler, 2000).
El tallo es generalmente méas alto en celulosa y hemicelulosa respecto a las hojas
(laminas), porque en el tallo se requiere mayor rigidez celular para soportar el peso de
la planta; también es notable la mayor proporcién de xilosa:arabinosa. Esta diferencia
es mas contrastante en los forrajes tropicales donde la diferencia nutricional entre hojas
y tallos ha derivado en la seleccién de especies forrajeras con una proporcion de hojas
mayor a la del tallo. También existe diferencia en el contenido de carbohidratos
estructurales entre las especies forrajeras, por ejemplo, el contenido de celulosa en el
género Lolium spp. es menor respecto al género Festuca spp., aun cuando son dos
pastos de clima templado. Por lo tanto, la investigacion sobre la composicion de
sustancias de la pared celular debe ser en pastos relacionados estrechamente y en

condiciones de crecimiento iguales (Grabber et al., 2004).
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El clima donde se desarrollan las especies forrajeras es determinante en la biosintesis
de la pared celular y los pastos tropicales tienen mayor contenido de celulosa en las
hojas comparado con las especies en clima templado. Los pastos en general pueden
entrar en un estado de latencia de acuerdo con la estacion o adelantar la produccion de
inflorescencia y semillas segun las condiciones agroclimatolégicas, lo cual significa una
predominancia de tallos sobre las hojas. Las cantidades de celulosa seran mayores en
los tallos durante las épocas de temperaturas extremas, sequia o en suelos de fertilidad
pobre (llayama et al.,, 1994). Entonces es necesario conocer para cada especie
forrajera sus condiciones optimas de crecimiento y las condiciones adversas y después
analizar la composicion de cada tejido (hoja, tallo e inflorescencias) respecto al
contenido de polisacéaridos estructurales, para asi entender mejor el desarrollo de ese

forraje (Chaves et al., 2006).

2.3 Lignina

La lignina limita la digestibilidad de los forrajes pero cumple funciones especificas
dentro de los forrajes y la mayoria de los estudios se han desarrollado en arboles
debido a la importancia economica en la produccion de pulpa para papel. La
informacion de estos estudios se puede aplicar al conocimiento de los forrajes, porque
la mayoria de las caracteristicas de las ligninas son comunes entre las especies
maderables y forrajeras (Hatfield y Fukushima, 2005). Asi, Boudet (2000) sugiere usar
y adecuar la informacion de numerosas investigaciones realizadas en bambu para

especies forrajeras importantes.
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Las plantas forrajeras al alcanzar la madurez presentan contenidos de lignina mayores
principalmente en tallo, porque provee estabilidad y soporte para realizar la actividad
fotosintética en las hojas. La lignina se estudia en rumiantes porque limita la
digestibilidad del forraje, la disponibilidad de proteinas y carbohidratos solubles, vy
reduce el consumo voluntario (Ortega, 1987).
2.3.1 Biosintesis y composicién quimica

La lignina es un polimero que se origina de tres mondmeros de fenilpropanoide, p-
cumarico, coniferil y alcohol sinapil, que estan estrechamente relacionados entre si y
poseen cero, uno y dos grupos metoxilos (Boerjan et al., 2003). La proporcién de cada
uno de los residuos en la lignina determina su grado de condensacion y al aumentar los
residuos metoxilados la lignina ser& menos compacta y facil de remover por los
microorganismos ruminales (Boudet, 2000).

La conversion de p-cumarico, coniferilico y alcohol sinapilico en material polimerizado
es compleja y no es simplemente una reaccion en cadena, sino que involucra la
condensacion de un doble enlace alifatico de manera aleatoria de pequefias unidades
en varios puntos de la molécula a través de procesos iniciados por la oxidacion de los
fenoles. El proceso inicia con la fenol oxidasa que cataliza la reaccion y el alcohol
coniferilico como donador para generar la forma activa de esta enzima que removera
un electrén del ion fendxido y creara un radical libre que es altamente conjugable con la
estructura de los alcoholes; este radical libre estara estabilizado pero aun no iniciara el
proceso de polimerizacion (Grabber et al., 2010). Estos radicales son especies
guimicas altamente reactivas y se estabilizan combinandose con otros radicales o

intercambiando radicales libres con otras moléculas, por esta razén el proceso
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producira compuestos intermediarios inestables. Entonces, una oxidacion fendlica da
origen a diversas reacciones que no estan bajo control enziméatico y suceden
simultaneamente, lo cual resulta en la formacibn de compuestos producidos
aleatoriamente (Amthor, 2003). Algunos de estos procesos se muestran en el Cuadro
2.

Los compuestos intermedios de bajo peso molecular formados por estos procesos se
denominan lignoles, pudiendo ser mono, di, tri, tetra...n, o bien pueden ser llamados
oligolignoles si contienen 2,3,4...n — fenilpropanoides. Estos compuestos se han
aislado de simulaciones de lignificacion en laboratorio por la deshidrogenacion del
alcohol coniferilico simple con fenol-oxidasas. Este modelo es aceptado para la
lignificacion en arboles, pero en plantas forrajeras se supone un proceso ligeramente
distinto (Chen et al., 2001).

Todos los procesos metabdlicos estan relacionados entre si, en especial de las rutas
metabdlicas de las plantas destinadas a la formacién de carbohidratos proteinas y
lignina, aun y cuando los productos resultantes tengan funciones diametralmente
distintas (Butler y Bailey, 1973). En general los biopolimeros contienen uniones
recurrentes dentro de sus moléculas y pueden ser aislados por hidrdlisis con agentes
guimicos o enzimaticos para revertir el polimero por completo y separarlo en sus
monomeros constituyentes, como celulosa, hemicelulosa, almidon, etc., y poder
dilucidar su secuencia, unidades y enlaces. Pero no en la lignina porque no se puede
revertir su polimerizacion por enzimas o compuestos quimicos, lo cual se debe a que
los constituyentes de la lignina tienen fuertes uniones carbono-carbono no hidrolizables

mediante reacciones hidroliticas tipicas (Donaldson, 2001).
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Cuadro 2.Procesos derivados de la oxidacion fendlica en la biosintesis de lignina

Proceso Actividades

Crecimiento molecular con la formacion de radicales libres para formar
1 enlaces C-C y C-O formando productos quinales intermedios (quinol

éter y metiluro de quinona)

Arreglos intramoleculares prototropicos de algunos metiluros de
2 quinona para reformar fenoles que pueden generar nuevos radicales

libres.

Estabilizacion de algunos metiluros de quinona por adicion de algunos

nucledfilos mas protones de agua, otros fenoles acidos o

3

carbohidratos aniénicos para reformar fenoles capaces de ocasionar

oxidaciones adicionales.

Oxidaciones incidentales de la cadena lateral debido a la transferencia
4 de radicales libres y la subsecuente desproporcionalidad de los

compuestos.

Estabilizacion de algunos éter quinoles por la completa eliminacion de
5

la cadena lateral ( otro tipo de desproporcionalidad)

Estabilizacion de algunos quinoles por la eliminacion del fenol o
6

metanol para resultar en O- o P- quinona.

Adaptado de Boerjan et al., 2003
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La enzima ferulato-5-hidroquilasa puede hidroxilar el ferulato a 5-hidroxiferulato,
originando un sustrato en la planta susceptible de generar alcohol sinapilico el cual
puede formar en la lignina residuos con dos grupos metilo, confiriéndole mayor
densidad y menor facilidad para su remocion (Fahmi et al., 2008). La polimerizacién de
los monémeros de lignina tiene como sustrato la sucrosa que originara prefenato que a
su vez serd precursor de monolignoles, de los cuales se derivaran los monémeros de

lignina, como se muestra en la Figura 2 (Amthor, 2003).

Figura 2. Biosintesis de lignina
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La lignificacién ocurre durante las fases finales del crecimiento de la pared celular y el
proceso comienza durante la diferenciacion del xilema. La lignina es depositada dentro

de la matriz de los carbohidratos interlaminares y forma uniones fuertes con las
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sustancias no celuloliticas. El forraje al envejecer aumenta la lignificacion de sus
componentes celulares (Hatfield et al., 2005).
2.3.2 Uniones lignina-carbohidratos

El éter bencil-azlcar o enlaces éster no son los Unicos enlaces posibles entre la lignina
y los carbohidratos contenidos en la pared celular. Se ha observado un enlace a nivel
C-alfa cuya formacién sélo puede ser mostrada con las teorias de la oxidacion fenélica
de la formacion de lignina, considerando que un radical libre ha sido formado en el
extremo C-alfa, y este radical puede combinarse con radicales simples formados por la
oxidacion fendlica. Este cambio también puede suceder con proteinas o carbohidratos
en general de la pared celular cuyos enlaces pueden hacerse muy estables y de muy
baja solubilidad (C-C o C-O) a través de un emparejamiento con los radicales lignol
libres.

En la mayoria de los estudios se ha mostrado que la lignina se une preferentemente a
la hemicelulosa (Boudet, 2000). Otro enlace que puede encontrarse entre estos
compuestos es el tipo glicosidico producido por la glicosidacion de un grupo fenol o
alcohol en la lignina con la previa transformacion de un UDP en ADP-activado.
También hay enlaces que se forman entre aldehidos y grupos de cetonas de la lignina
con grupos hidroxilos de los carbohidratos, todo lo cual significa una alta estabilidad y
dificulta la accidon enzimatica de las bacterias ruminales. En varios estudios se ha
observado que solamente procedimientos de laboratorio o técnicas industriales y un pH
cercano a 4 pueden deshacer las uniones entre la lignina y los carbohidratos (Morrison,

1973; Morrison, 1974).
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2.3.3 Lalignina en la digestibilidad de los forrajes

Los enlaces covalentes entre la lignina y los carbohidratos son el factor limitante en la
calidad nutricional de los forrajes debido a que la lignina posee una naturaleza aleatoria
de la policondensacion entre las uniones estrechas a los polisacaridos estructurales.
Esto representa una barrera fisica para que las bacterias ruminales penetren en la
célula vegetal y utilicen los contenidos intracelulares solubles; ademas, los enlaces no
glucosidicos inhiben el proceso de digestién de los derivados de la celulosa, porque la
celulasa no puede aproximarse a mas de 2 o 3 azlcares del enlace, lo cual también se
presenta en la xilanasa (Salmén, 2004). Esto explica por qué en los residuos de las
digestibilidades in vitro se encuentran restos de hemicelulosa, glucosa, xilosa, manosa,
arabinosa y galactosa que se digieren en estas condiciones de ensayos enzimaticos.
En conclusién, los enlaces de lignina no son exclusivos para la hemicelulosa aunque si
son predominantes (Anterola et al., 2002).

Generalmente los pastos de clima templado tienen un crecimiento acelerado de hojas
desde la primavera hasta la etapa de inflorescencia en verano, lo cual es un cambio
radical en la proporcion de tejidos (hoja-tallo) y en el aumento gradual del contenido de
lignina en toda la planta. En pastoreo las plantas son cosechadas sistematicamente, la
inflorescencia no se presenta y los niveles de lignina se mantienen relativamente
estables y bajos (Muslera y Ratera, 1991). Una fertilizacion alta en nitrdgeno aumenta
el contenido de lignina en los forrajes, porque promueve el crecimiento acelerado de
tejidos de soporte como el tallo. Pero temperaturas bajas o pocas horas luz resultan en

niveles relativamente bajos de lignina, pero el efecto de estos factores ambientales es
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indirecto al favorecer o reprimir el crecimiento de los diferentes componentes botanicos

(hoja, tallo, raiz o inflorescencias) (Boudet, 2000).

2.4. Fracciones de lafibra
La fibra detergente neutro (FDN) es el material insoluble en una solucién detergente
neutra, y se compone de celulosa, hemicelulosa y lignina (pared celular); ademas, hay
componentes minoritarios como residuos de almiddn, cenizos y nitrégeno. Para
determinar FDN Van Soest et al. (1991) recomiendan usar amilasas termoestables
especificas (libres de actividad hemicelulasa, proteasa o glucanasa), especialmente en
concentrados o ensilados de maiz, y una correccién por el contenido en cenizas, por lo
cual es el método més apropiado para determinar paredes celulares.
La fibra detergente acido (FDA) es el material insoluble en una solucion detergente
acida y esta constituido por celulosa y lignina, aunque hay componentes minoritarios
como nitrégeno (ligado a FDA) o minerales. La diferencia entre FDN y FAD consiste en
el contenido de hemicelulosa, el cual se calcula como la diferencia entre estas dos
fracciones.

2.4.1 Degradacion ruminal de la fibra
Los forrajes presentan valores altos de carbohidratos fibrosos (estructurales) y
contienen ademas nutrientes nitrogenados proteinicos y no proteinicos, en cambio los
granos poseen valores elevados de carbohidratos solubles o no estructurales, como el
almidon. Hay cuatro factores principales que regulan la degradacion de las paredes

celulares en las plantas (Ortega, 1987):
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- Estructura y composicion de las plantas que regulan el acceso microbiano a los
nutrientes.
- La naturaleza de las poblaciones microbianas predominantemente fibroliticas.
- Factores microbianos que controlan la adhesién y la hidrélisis por complejos de
las enzimas hidroliticas de las poblaciones microbianas adherentes.
- Factores del animal que incrementan la disponibilidad de los nutrientes a través
de la masticacion, salivacion y cinética del quimo.
La digestion de las fracciones de la fibra se realiza mediante una fermentacion ruminal,
ocasionada por las bacterias fibroliticas (Russell y Wilson, 1996). Primero debe existir
una adhesion de las bacterias a la pared vegetal lacual se realiza a una velocidad
inversamente proporcional al grado de lignificacion de dicha pared. Luego comienza la
degradacion de los componentes de la pared celular debido a la accién de las celulasas
y hemicelulasas, lo cual varia en funcion de la composicién, el entramado
tridimensional de los componentes y el grado de lignificacién de las paredes celulares.
Las bacterias fibroliticas producen celobiosa, glucosa o pentosas como productos
intermedios, y utilizan vias fermentativas con acetato como producto final (Church,
1993) que es importante en la sintesis de grasa.
La fibra que por sus caracteristicas fisicas puede estimular la motilidad ruminal se
conoce como fibra efectiva, contribuye al mantenimiento del adecuado funcionamiento
de la rumia, llenado ruminal, estimulo de las contracciones ruminales y de las
condiciones ruminales. Por lo tanto, la fibra de baja digestibilidad y con un alto
contenido de lignina es inconveniente porque limita el contenido energético de las

raciones y el potencial de ingestion (Van Soest, 1982).

19



2.4.2 Implicaciones de las fracciones de la fibra

El contenido de FDN es uno de los factores que determinan la ingestion de la materia
seca Y la correcta funcion ruminal; este valor esté ligado a la forma de la fibra debido a
su efecto fisico (Lycos et al., 1997). El funcionamiento normal del rumen requiere el
mantenimiento de una masa de forraje y el National Research Council (2000) sugiere
proporcionar un minimo de FDN procedente de forrajes (Cuadro 3).

En bovinos para carne estabulados el consumo de materia seca en dietas altas en
concentrado esta influenciado mas por factores metabdlico-ruminales que por un
llenado fisico, el cual si determina el consumo en vacas lecheras. Este consumo se
puede regular directamente por los cambios en la FDN de la dieta (Jung, 1995) y se
puede reducir la FDA si el nivel de FDN es adecuado y se usan amortiguadores como
factor preventivo de acidosis (National Research Council, 2000).

Cuadro3. Niveles recomendados de fibra neutro detergente (FDN), en la dieta de

rumiantes, en funcién del peso vivo (PV) (National Research Council, 2000).

Contenido de FDN? Observaciones
Minimo si la dieta contiene 1.3 a 1.4% del PV como FDN
o1 total a través del uso de fibras de subproductos.
Minimo si la dieta proporciona 1.1 a 1.2% del PV como FDN
o5 total en dietas ricas en almidones
0.90 Nivel moderadamente bajo
0.95 Nivel adecuado
1.00 Nivel moderadamente alto
1.1-1.2 Maximo recomendado

% nivel recomendado proveniente de forrajes (% del peso vivo).
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2.5 Anatomia foliar de gramineas

2.5.1 Xilemay floema
El xilema es el tejido de conduccion de agua y sales. En las laminas (hojas), el xilema
se encuentra formado por haces vasculares distribuidos en un patrén de nervaduras,
paralelinerves en hojas de gramineas; es un tejido complejo formado por elementos
tragueales (células de conduccidn), fibras y esclereidas (esclerénquima) y parénquima.
Los elementos traqueales son células alargadas, muertas a la madurez, con paredes
secundarias lignificadas, y pueden clasificarse en traqueidas y elementos de vaso
(Esau, 1985):
Traqueidas: Células sin perforaciones en los extremos y con puntuaciones simples.
Elementos de vaso: Células con placa de perforacion en los extremos.
Fibras: Células lignificadas, mas alargadas que los elementos traqueales, con funcion
de sostén.
Células de parénquima: Células vivas de pared primaria no lignificada. En el xilema las
células de parénquima acomparfan a los elementos traqueales.
Como las secuencias de especializacion de estas células se observan con bastante
claridad, el estudio del xilema aporta claves importantes para dilucidar la evolucion de
las plantas superiores (Stevenson 1980).
El floema es el tejido vascular que conduce a los fotosintatos producidos en las hojas y
los distribuye a los diferentes sitios en crecimiento, y es un tejido complejo formado por
elementos cribosos (células de conduccion no lignificadas), parénquima acompafnante y
fibras. El floema se encuentra formando haces junto con el xilema en filamentos que

forman las nervaduras de la lamina foliar.
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Tipicamente, el xilema ocupa el lado del haz vascular mas proximo a la médula,
aungue no son raras disposiciones distintas. En las partes mas viejas de la planta, las
células blandas del floema son abatidas y empujadas hacia afuera por el floema nuevo
el cual se forma durante el proceso de crecimiento (Stevenson, 1980).

Los elementos cribosos son células vivas, de pared primaria no lignificada, alargadas
gue contienen areas cribosas y placas cribosas y son las células mas especializadas
del floema ya que conducen fotosintatos.

Células acompanantes: Células de parénquima contiguas a los elementos cribosos que
ayudan en el movimiento de los materiales organicos, son células parenquimatosas.
Células de parénquima: En las dicotiledoneas se encuentran en el sistema axial,
formando cordones y aparecen como pequefios grupos rodeados de fibras, cuando
estas Ultimas son muy abundantes.

Fibras: En coniferas aparecen en bandas tangenciales uniseriadas, alternando con
bandas similares de células parenquimaticas y cribosas. En las dicotiledéneas en
ocasiones estan ausentes, estan dispersas o pueden estar en bandas tangenciales en
disposicion paralela o dispersas.

Esclereidas: Pueden aparecer solas o en combinacion con las fibras, se diferencian
tipicamente en las partes mas viejas del floema como resultado de una esclerosis de
las células parenquimaticas.

En gramineas los haces son colaterales, el xilema esta orientado hacia la cara superior
de la hoja (haz) y el floema esta orientado hacia la cara inferior (envés) de la lamina

(Stevenson, 1980).
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2.5.2 Anatomia de plantas C3y C4

Existen dos mecanismos basicos de concentracion de CO2z en plantas vasculares, donde
antes de la incorporacion y reduccion de CO:2 en el ciclo de Calvin, el CO2 atmosférico se
incorpora transitoriamente en otro compuesto. Esta fijacién previa de CO2 actia como un
mecanismo de captacion complementario del ciclo de Calvin y representa una adaptacion
evolutiva asociada a determinadas condiciones ambientales. Para lograr esto hay dos
mecanismos: el C4 o plantas C4, que son frecuentes en climas calidos, y se denominan asi
porque el primer producto de fijacion de CO2 es un &cido dicarboxilico de 4C; y el
mecanismo CAM en plantas tipicas de ambientes desérticos, que exhiben un ciclo diario de
acumulacion y metabolizacion de acidos organicos. Las plantas que no presentan estos
mecanismos y tienen solamente el ciclo de Calvin se denominan plantas C3 (Figura 3),
tienen pocos organelos, cloroplastos pequefios y las células estan vacias y claras, en
contraste con el mesofilo rico en cloroplastos de las plantas C4 (Salisbury y Ross
2000).

Las hojas de las gramineas C4 (Figura 4) se caracterizan por tener grandes
cloroplastos las células de la vaina del haz vascular y un arreglo concéntrico del
mesdfilo en forma de corona, por lo que se le denomina Anatomia Kranz (del aleman:
corona). En contraste con las células de la vaina, las células del mesofilo, las células
del mesodfilo tienen espacios intercelulares. En el corte transversal se observan dos
tipos de células fotosintéticas en el mesofilo, unas grandes, que rodean a los haces
conductores (a modo de “corona”), y las restantes que ocupan el mesdfilo, menores y

dispuestas por lo general mas o menos radialmente alrededor de la vaina (Esau, 1985).
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En contraste las hojas de la gramineas C3 (Figura. 3) no presentan esta anatomia
Kranz o corona. La vaina del haz vascular no posee grandes cloroplastos y tampoco

hay un arreglo concéntrico del mesdfilo (Figura. 4)
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Figura 3. Principales estructuras en una lamina de planta C4
Adaptado de Esau, 1985.
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Figura 4. Principales estructuras en una lamina de plénta C3. Adaptado
de Esau, 1985
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2.6 Seleccidn genética de los forrajes

Para aprovechar las caracteristicas deseables de una planta se realizan cruzamientos y
se fijan dichos caracteres. El cruzamiento consiste en la transferencia de polen de un
individuo a otro y cuando sucede entre individuos de la misma especie se denomina
recombinacién, y se denomina hibridacion cuando son dos especies diferentes. El
intercambio de material genético entre diferentes especies (de manera natural o
inducida) resulta en hibridos con diferentes caracteristicas a las de los progenitores y
por lo tanto distintos requerimientos y productividad, y por lo tanto es probable que los
hibridos no puedan adaptarse a las condiciones donde se desarrollan sus progenitores;
sin embargo, la segregacion de ciertas caracteristicas anatomicas o metabdlicas
permite que el hibrido posea mejores caracteristicas adaptativas o productivas que los
progenitores (Van tuyl, 1991). En la naturaleza existen limitantes para que esta
polinizacién no suceda tan facilmente, como el impedimento de la fertilizacion, por falla
o inefectividad del crecimiento del tubo polinico, o por incompatibilidad gamética antes
de la fertilizacion. Cuando sucede la fertilizacion y se forma el cigoto, los hibridos
pueden ser débiles, estériles 0 no sobrevivir a las condiciones ambientales donde se
desarrollaron los progenitores. Las limitantes pre-cigéticas son mas frecuentes que las
post-cigoticas, pero en el mejoramiento forrajero estas barreras se evitan mediante
técnicas de polinizacién asistida, polinizacion in vitro y regulacion de condiciones de luz
y temperatura, asi como aislar protoplastos de dos especies distintas y fusionarlos para
obtener un hibrido (Lowry et al., 2008).

La mejora de las especies forrajeras, ser realizdé en un principio seleccionando a los

individuos por sus caracteristicas fenotipicas, es decir aquellas que se podian observar
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y medir. En este tipo de seleccion la evaluacion genotipica era circunstancial y la
variabilidad genética y heredabilidad de los caracteres evaluados presentaba una
intensidad baja, porque no se seleccionaban directamente los genes o0 regiones
genéticas involucradas en la expresion fenotipica. En la actualidad es necesario utilizar
técnicas de seleccion y mejora genética que evallen la variabilidad genética
directamente, es decir, las diferencias en el ADN de los individuos evaluados (Ralph et
al., 2004). Para lograrlo se pueden utilizar marcadores moleculares, que son moléculas
asociadas a determinado rasgo genético, y pueden ser proteinas (antigenos o
isoenzimas), genes conocidos o fragmentos de ADN de secuencia y funcién
desconocida (Arus et al., 1993).

Generalmente las expresiones genéticas no son dependientes de un solo gen o region,
por lo cual es necesario caracterizar las diferentes regiones o genes involucrados en la
expresién genotipica cuantificable, lo que se conoce como QTL (loci de rasgos
cuantitativos o cuantificables) (Lauvergeat et al., 2005). Después de conocer los
marcadores moleculares involucrados y determinar que una poblacion los posee, se
podran seguir observando diferencias en la intensidad de la expresion genética. Esto
significa que hay diferencias incluso dentro de los mismos marcadores, por lo cual un
marcador molecular puede ser monomorfico (invariable entre los individuos) o
polimorfico (diferencias en el peso molecular de la misma region) (Ayala, 1984).

2.6.1 Marcadores genéticos

Los marcadores pueden ser de tipo morfologicos o moleculares. Los marcadores
morfologicos son los caracteres de un individuo que se expresan en un ambiente

especifico y son identificados y analizados por tener una utilidad especifica. Por
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ejemplo, el peso o tamafio de las semillas que se asocia en la mayoria de las
poblaciones a la supervivencia, crecimiento y la reproduccion. Estos marcadores son
muy utilizados para evaluar la variacion morfolégica en una poblacién, pero su principal
limitante es que este fenotipo es influenciado por el ambiente y ademas generalmente
se pueden identificar y medir en individuos completos o adultos (Cornide et al., 2000).
Los marcadores moleculares permiten evaluar cualquier gen cuya expresion permite un
efecto cuantificable u observable (caracteristicas fenotipicas y genotipicas) y se
transmiten segun las leyes de la herencia mendeliana, pero no todos los marcadores
moleculares pueden considerarse como genéticos (Nishitani, 2002).

Hay dos tipos de marcadores moleculares: los bioquimicos y los de ADN. Los
marcadores bioquimicos incluyen a las proteinas y las isoenzimas o aloenzimas y
constituyen la primera generacion de marcadores moleculares. Las proteinas son los
productos primarios de los genes y se forman mediante los procesos de transcripcion y
traduccién, asi que son menos influenciados por el ambiente. Las isoenzimas son
variantes moleculares de una misma enzima presentes en una especie, las cuales
desempeiian la misma actividad pero pueden tener diferentes propiedades. Las
diferencias en la movilidad electroforética de las isoenzimas resultan de las diferencias
en las secuencias del ADN que codifican tales enzimas (Forster et al., 2001). El control
genético de la mayoria de las isoenzimas es conocido y permite realizar inferencias
genéticas a partir de los patrones de bandas observados en los geles electroforéticos.
Su uso es limitado porque representan una estrecha fraccion del contenido genético y

sblo detectan la variacion de los genes que codifican para la expresion de una
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caracteristica del individuo; la precision de los datos se dificulta debido al polimorfismo
en el tejido de las isoenzimas y son especificas para determinados sustratos.

Respecto a los marcadores de ADN, existen varias técnicas agrupadas en tres
categorias: las de hibridacion tipo Southern, reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) y las que combinan PCR o sus productos de ADN con la hibridacion tipo
Southern. La hibridacion consiste en la formacion de una molécula de doble cadena
mediante el apareamiento o union de bases complementarias de dos moléculas de una
sola cadena. Dentro de esta técnica se encuentran los marcadores RFLP (polimorfismo
de la longitud de los fragmentos de restriccion) y los VNTR (secuencias adyacentes
gue se repiten en numero variable) (Cornide et al., 2002).

La técnica de PCR o reaccién en cadena de la polimerasa se utiliza para multiplicar
(sintetizar) in vitro fragmentos especificos de ADN con la finalidad de detectar una
secuencia o gen de interés en el genoma del individuo estudiado. Se basa en la
amplificacion de fragmentos de ADN a partir de secuencias de nucle6tidos
denominadas iniciador (primer) que reconocen una secuencia blanco para la cual es
complementaria (Mullis y Faloona,1987). Dentro de esta metodologia se encuentran los
marcadores RAPD (ADN polimorfico amplificado al azar), PCR iniciada con
microsatélites (MP-PCR), AFLP (polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados)
y DAF (amplificacion de huellas del ADN), entre otros (Koreth et al., 2006; Williams et
al., 1990). Dentro de las metodologias que combinan la PCR o sus productos de ADN
mas la hibridacién tipo Southern, estan los RAHM y RAMPO (amplificacion aleatoria del

polimorfismo de microsatélites).
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Los polimorfismos amplificados al azar (RAPDs) fueron los primeros marcadores
moleculares utilizados en especies forrajeras (Williams et al., 1990). Actualmente los
mas usados son los polimorfismos en la longitud de fragmentos amplificados (AFLPS) y
los polimorfismos en las secuencias simples repetidas (SSRPs) (Lauvergeat et al.,
2005). También se emplean para mapeo y seleccion asistida (SAMM). Debido a que
muchos cultivos forrajeros son complejos poliploides con genomas derivados de varios
progenitores o con herencia polisomica, el desarrollo de mapas de ligamiento es mas
complicado y mas costoso que en especies diploides.
2.6.2 Polimorfismo genético

La evaluacién de la variabilidad genética es dificil pero se puede estimar en una
muestra de la poblacion al observar un caracter o marcador que propicie la medicién
de dicha variabilidad (Ayala, 1984). Los polimorfismos detectados en el ADN estan
ocasionados por diferencias en cuanto al niumero de determinadas regiones no
codificantes, que se encuentran dispersas en el genoma (regiones repetidas) o por
mutaciones puntuales. En funcién de estas caracteristicas se pueden clasificar los
diferentes métodos de deteccion de polimorfismos: los marcadores asociados a
variaciones debidas al nimero de repeticiones en su secuencia, y los marcadores que
detectan cambios puntuales en el genoma detectables por enzimas de restriccion. La
seleccion del método depende de la aplicacion especifica que se desea (Posselt,
2000). Si el objetivo es identificar el genoma o evaluar la diversidad genética, los
métodos con radio multiple de elevado volumen (AFLP), son apropiados debido a que
pueden ser detectados muchos loci distribuidos al azar por el genoma. Este tipo de

marcadores también son muy utiles en andlisis genotipicos y taxondémicos para
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construir mapas genéticos y para identificar marcadores unidos a un caracter en
particular (Cornide et al., 2002).

El mejoramiento de las especies forrajeras a través de técnicas moleculares se enfoca
en la calidad de los forrajes, especificamente en los subcaracteres involucrados como
digestibilidad de la materia seca, contenido de carbohidratos solubles, contenido de
proteinas, metabolitos secundarios, alcaloides, etc. (Martin, 2006). Los resultados del
mejoramiento genético se han aplicado en: calidad del forraje, aplicacion de la
biosintesis de lignina, manipulacién del metabolismo de fructanos, expresion
transgénica de proteinas de sobre paso (by-pass) en el rumen, operacion de la
biosintesis de taninos condensados, resistencia a plagas y enfermedades, para
aumentar la resistencia a enfermedades fungicas, incrementar la resistencia a
enfermedades virales, aumentar la resistencia a plagas, crecimiento y desarrollo,
manipulacion de alérgenos del polen y fases de floracion, administracion de la
senescencia y biosintesis de lignina (Humphreys et al., 2001).

El establecimiento de las metodologias requeridas para el mejoramiento molecular de
plantas forrajeras muestra progresos, y se usan varias estrategias biotecnoldgicas para
el mejoramiento de la calidad nutritiva a través de la alteracion de la biosintesis de
lignina, carbohidratos solubles y protoantocianas y de la expresion regulada de
proteinas ricas en aminoacidos esenciales, resistentes a la fermentacion en el rumen.
También se pretende incrementar la resistencia a patdégenos y plagas, manipular el
crecimiento y desarrollo a fin de aumentar la persistencia y demorar la senescencia,

impedir la floracién y regular negativamente los alérgenos del polen (Ramirez, 1991).
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Las primeras plantas forrajeras transgénicas se han evaluado a campo y se usan

eventos de transformacioén seleccionados para el desarrollo de cultivares.

2.7 Gramineas Festuca, Lolium y Festulolium
Festuca y Lolium son dos gramineas utilizadas por sus caracteristicas sobresalientes
de calidad y resistencia en climas templados. Debido a que su uso se limita a zonas
con climas no extremosos, se han desarrollado cruzas de estas dos especies,
obteniendo un hibrido interespecifico (Festulolium) con cualidades nutritivas y de
resistencia de ambos progenitores recombinantes. A continuacion se describen las
caracteristicas de ambos progenitores y su recombinante.

2.7.1 Festuca
Los pastos del género Festuca son perennes amacollado de clima templado, son
cultivados para praderas, heno y ensilaje, y se encuentran en climas frios y templados
en el continente americano. Es un pasto valorado por su tolerancia a una amplia
variedad de factores de suelo y clima, y por su alto potencial de produccién (Muslera y
Ratera, 1991).
La inflorescencia es una panicula hasta 50 cm, pero normalmente es de 10 a 35 cm.
Las paniculas varian desde abiertas y ramificadas sin orden a muy angostas. Las
ramificaciones cortas tienen varias espiguillas. Esta bien adaptado a areas humedas y
templadas, particularmente en las zonas de transicidon donde las gramineas de clima
frio y caliente se cultivan exitosamente (Muslera y Ratera, 1991).
El Festuca crece mejor en suelos profundos, humedos, de textura pesada a media y

altos en contenido de materia organica, se desarrolla mejor en suelos con pH de 4.7 a
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9.5 y el mejor pH es de 5.5 a 8.5. Es adecuado para suelos con drenaje excesivo a
pobre drenaje, tolerando periodos largos de inundacion (24 a 35 dias) cuando la
temperatura es inferior a 27 °C. La precipitacion pluvial minima requerida es 375 a 450
mm, aungue en areas con alta evapotranspiracién se puede requerir mas de 900 mm
(Alderson et al., 1995).
2.7.2 Lolium

Es una graminea amacollada adaptable a climas frios, su sistema radicular es
superficial altamente ramificado y con produccion de raices adventicias de los nudos
basales del tallo. Debido a que puede formar nuevos tallos y macollos densos, presenta
una vida prolongada en relacién a otros pastos de clima templado (Muslera y Ratera,
1991). Posee hojas brillantes, lisas y dobladas en el nudo, miden de 2 a 6 mm de
ancho y de 5 a 15 cm de largo. Las vainas de las hojas son comprimidas y en
ocasiones casi cilindricas, no tienen vellos y son de color verde palido y rojizo en la
base. Sus ligulas son membranosas de 1 mm de longitud como méximo. La
inflorescencia consta de una espiga de 10 a 20 cm de largo con espiguillas (de 5 a 40)
acomodadas y unidas de forma alterna, directamente a lo largo del borde del raquis
central, estas espiguillas contienen de cuatro a 20 flores alternas, hermafroditas y
cuyas lemas no tienen aristas. Su forma de ahijamiento y habito de crecimiento es
adaptable a las diferentes situaciones ambientales a las que se someta (Alderson et al.,
1995).

Tolera suelos con pH desde 5.1 a 8.4, y el intervalo 6ptimo es 5.5 a 7.5 para expresar
el potencial productivo de la especie. La temperatura idénea es 18 a 25 °C (Schot y

Weihing, 1980), pero el Lolium perenne tolera menos temperaturas extremas y
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periodos prolongados de sequia. En México el L. perenne esta adaptado a zonas de
clima templado con temperatura media anual de 10 a 18 °C, siempre y cuando la
temperatura del mes mas caluroso no supere los 30 °C; requiere de una precipitacion
anual mayor a 700 mm (Heitschsmidt et al., 1991).
2.7.3 Festulolium

El objetivo principal de la recombinacion de Festuca spp. y Lolium spp. es la
incorporacion de rasgos deseables de ambos progenitores en una sola poblacién de
plantas. El género Lolium aporta a este hibrido su calidad nutricional y palatabilidad,
ademds de su crecimiento acelerado en primavera, mientras que el género Festuca,
aporta su tolerancia al estrés de las épocas invernales y de estiaje (Casler et al., 2002).
En general se utilizan dos formas de produccion de Festulolium: 1) cruzamiento directo
de dos especies con el mismo nivel de ploidia (cada hibrido deberia contener 50 % de
informacion de cada progenitor), y 2) utilizar especies con diferente nivel de ploidia, por
ejemplo Lolium 2X x Festuca 4X. En este sistema se mejora la fertilidad con retocruzas
con las especies parentales, en muchos casos el contenido ADN del segundo
progenitor es mayor (introgresion). Ambos tipos de cruzamientos son vdlidos para
establecer individuos de interés forrajero (Kopecky et al., 2006).

Debido a que los géneros Festuca y Lolium tienen especies con diferentes
caracteristicas, se han utilizado diversas combinaciones de estas especies para
obtener la graminea Festulolium de acuerdo con la zona geografica donde se
establecera, y la forma en que se empleara. Hasta ahora el Festulolium se comercializa

y emplea productivamente en Europa (Cuadro 4).
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Los hibridos interespecificos como el Festulolium combinan distintas caracteristicas
deseables como calidad nutricional y resistencia (Casler et al., 2002). Aceptar esto
implica que cada hibrido resultante puede tener diferentes rendimientos y calidad
nutricional durante las estaciones del afio y ser alternativas en la produccion forrajera.
Existen diferentes cultivares de Festulolium, como xFestulolium pabulare que es un
hibrido resultante de la cruza de F. arundinacea x Lolium multifflorum (Lam), o
Festulolium braunii K.A., que es el hibrido de Festuca pratensis (Huds) x L. multiflorum
(Opitz et al., 2006).

Se ha comparado directamente los rendimientos productivos de los hibridos respecto a
sus progenitores, en la parte norte de EE.UU. y centro de Alemania, donde la
persistencia de xFestulolium braunii es mayor que su progenitor F. arundinacea en
invierno. En estos estudios hubo una recuperacién mas rapida luego de los cortes de
homogenizacion durante la etapa critica del invierno, respecto al progenitor Lolium spp.
(Casler y Walgenbach, 1990). Respecto a estos hibridos, la seleccién genética resulta
en un rango de individuos semejantes a Festuca (festucoides) o a Lolium (loloides), es
decir los resultados no son consistentes ni en un solo tipo de hibrido estudiado y se
reportan niveles de calidad y productividad diferentes (Optiz et al., 2006).

Otro cultivar registrado es el [xFestulolium loliaceum (Huds) P. Fourn.], desarrollado
entre la Universidad de Wisconsin y una empresa transnacional. Durante este
desarrollo el Festuloluim mostré mejor adaptabilidad a las condiciones invernales
respecto a sus progenitores, se puede utilizar en pastoreos rotacionales y sobrevive a

las nevadas (Casler et al., 2001).
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Cuadro 4. Especies, ploidias, fenotipo y usos del Festulolium

Pais Especies utilizadas Nombre Fenotipo Usos especificos*

. L. multiflorum 4x
Reino

] X Emrys, Elmet
Unido

F. pratensis 4x

oo L. multiflorum 2x .
Republica Lolium m.
X Beeva

Checa . 4X
F. arundinacea 6x

o Ensilados con trébol
Republica _ Festuca a.
Felina Hykor de
Checa 6X
Temporal

L. perenne 4x L
_ Forraje Unico de
EE.UU. X Spring green

, invierno
F. pratensis 4x

*Todas las variedades son utilizadas en sistemas rotacionales intensivos
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3.- OBJETIVOS

3.1 Objetivo general
Estudiar la composicion de las fracciones de la fibra, abundancia relativa de lignina,
crecimiento y los marcadores moleculares ligados a la formacién de lignina en tres
pastos de clima templado: el hibrido Festulolium y sus progenitores Lolium perenne,

Festuca arundinacea.

3.2 Objetivos especificos
- Identificar las regiones del genoma involucradas en la sintesis de pared celular y
lignina, mediante marcadores moleculares, determinar el posible polimorfismo entre F.
arundinacea, L. perenne y Festulolium.
- Analizar las variables de crecimiento, caracteres anatbmicos y abundancia relativa de
lignina de F. arundinacea, L. perenne y Festulolium y su correlacibn con los

marcadores moleculares.

4.-JUSTIFICACION
Las herramientas gendémicas permiten comprender mejor la genética, fisiologia y
bioguimica de varios procesos vegetales complejos y acelerar la aplicacion de

estrategias de tecnologia génica para el mejoramiento de plantas forrajeras. Muchos

36



genes vegetales representan un recurso valioso para ser insertados en diversas
plantas de cultivo utilizando tecnologia génica y para utilizarse como marcadores en
seleccion asistida. Es importante conocer la relacién que tienen estos marcadores con
las diferentes especies forrajeras, con su contenido de pared celular y de lignina, asi
como su patron de acumulacién, con la finalidad mejorar la utilizacion de estas

especies en la produccion de rumiantes.

5. HIPOTESIS
Los marcadores moleculares seleccionados para el presente estudio presentaran
polimorfismo en los pastos F. arundinacea, L. perenne y Festulolium; entonces, habra
diferencias en la composicion de la pared celular, abundancia relativa de lignina,

crecimiento y caracteristicas anatomicas entre los pastos.

6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Invernadero
En los campos experimentales de la Universidad Autonoma Chapingo se recolectaron
142 individuos de la poblacion Festulolium (septiembre 2008), de cada macollo
(individuo) fueron separados 10 tallos y trasplantados a charolas contenedoras de 200
cavidades con sustrato peat moss (Kekkila®, Dark seeding mix). Transcurridos 45 dias,

cinco clones de cada individuo fueron seleccionados por tamafio y vigorosidad para
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trasplantarlos a macetas de 17 cm de diametro, con un sustrato a base de suelo franco
(50 %) y peat moss (50 %). En total se estudiaron 710 macetas con Festulolium (142
individuos con 5 clones de cada uno). Ademas, se sembraron 200 semillas de cada uno
de los progenitores F. arundinacea y L. perenne en charolas contenedoras. A los 65
dias después de la siembra, se trasplantaron 50 individuos de cada especie a las
macetas con el mismo sustrato en el cual fueron colocados los clones de Festulolium.
En total se mantuvieron 810 macetas en el invernadero las cuales eran ferti-irrigadas.
Una vez estabilizadas las condiciones de mantenimiento, se realiz6 la aleatorizacion de
las macetas para distribuirlas en 10 mesas. En cada mesa se colocaron 71 clones de
Festulolium, cinco individuos de F. arundinacea y cinco de L. perenne.

Después de un corte de homogenizacién a los 60 dias, en cada individuo se midié la
altura total de la planta a los 0, 4, 7, 11, 14, 19 y 22 dias, conteo y medicion de laminas.
Para determinar el crecimiento laminar se marcaron 20 tallos por especie de acuerdo
con lo descrito por Birchman y Hodgson (1983), en los cuales se midi6 semanalmente
el crecimiento en longitud de las hojas (IlAminas), utilizando una regla con precision de 1
mm; la longitud fue considerada desde la ligula hasta el apice laminar. Ademas se
medié la longitud de porcion senescente, con lo cual se obtuvieron dos valores,
crecimiento y senescencia laminar, y el resultado de la resta entre estos valores
correspondio al crecimiento de lamina por dia (cm). En la dltima fecha (22 d) se
recolecto la biomasa (viva y muerta) de las plantas a 3 cm desde el suelo, y parte de
este material fue procesado para la determinacion de fibra detergente neutro (FDN) y

fibra detergente acido (FDA) (Van Soest et al., 1991).
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6.2 Anatomia vegetal
6.2.1 Microscopia Optica

Del material recolectado en el dia 22 de los tres pastos, se seleccionaron las laminas
con mejor integridad fisica. El material vegetal seco se rehidraté en agua durante 24 h
a 60 °C, se lavo y fijo en FAA (50 mL alcohol etilico 95 %, 10 mL aldehido féormico 40
%, 2 mL acido acético puro y 40 mL agua destilada). Fragmentos de 0.5 cm de la parte
media de 10 laminas se cortaron (50 um) con un micrétomo de mano y se tifieron para
lignina fluoroglucinol al 2 % en etanol y HCI para determinar la abundancia relativa de
lignina, mediante el cociente entre el area de las células lignificadas y el area total del
mesdfilo (Zavaleta y Englelman, 1994). Fragmentos de 0.5 cm de la parte media de las
mismas hojas se procesaron para su inclusion en parafina. Los tejidos se deshidrataron
en una serie gradual de etanoles (30, 40, 50, 80, 95, 100 %), e infiltraron en
etanol:xileno (1:1), xileno 100 %, xileno 100 %, xileno 100 % por periodos de 4 h en
cada uno. Se infiltraron en parafina y se obtuvieron cortes transversales (20 um) con un
micrétomo rotatorio (American Optical, USA). Los cortes fueron tefiidos con Safranina y
Verde Fijo para describir los caracteres anatdbmicos. Las laminas fueron analizada con
un Microscopio Optico Compuesto (Axiostar Plus, Zeiss) y fotografiadas con una
camara digital AxioCam MRc 5. Se midi6é el area del xilema, namero de células
buliformes, area total y lignificada de la lamina, nimero de haces vasculares y distancia
entre ellos en corte transversal. Estas mediciones se realizaron con el programa Motic

Images Plus 2.0 (2004).
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6.2.2 Microscopia electronica de barrido (MEB)
Con la finalidad de describir la densidad estomatica (No. estomas/mm?) y densidad de
tricomas (No. tricomas/mm?) en el haz y envés de la hoja, fragmentos (0.5 cm?) de la
parte media de cinco hojas por genotipo se postfijaron en 2 % de glutaraldehido en
amortiguador de fosfatos Sgrensens 0.1 M pH 7.2 (Ruzin, 1999). Después de 48 h los
tejidos se deshidrataron en una serie de etanoles graduales y luego se deshidrataron a
punto critico (secadora Samdri-780, Tousimis). Los fragmentos de hoja se montaron en
portamuestras de cobre con una cinta de carbon doble adhesiva y se cubrieron con
oro:paladio (80:20) en una ionizadora (lon Sputter JFC-1100, JEOL Fine Coat; Japén)
para hacer conductiva la muestra. El haz y envés de cinco hojas de cinco individuos por
genotipo fueron observadas en un microscopio electrénico de barrido (JEOL JSM 6390)
operado a 15 kV. La densidad estomatica y de tricomas (10000 pm?) se determiné

usando el programa Motic Images Plus 2.0 (2004).

6.3 Analisis molecular
Para obtener ADN se recolectaron hojas sanas y limpias y solamente las laminas
fueron lavadas con agua destilada y alcohol al 75 %, mantenidas 2 h en refrigeracion y
después congeladas a -20 °C. Este material fue liofilizado y mantenido a -80 °C para
realizar la extracciéon de ADN de acuerdo con el protocolo CTAB modificado (Hoisington
et al., 1994). EI ADN obtenido se almacend en viales a -20 °C y una porcion fue diluida
en viales de 2 mL a una concentracién de 20 ng uL™ que se utilizé6 para determinar

posible polimorfismo, probando diferentes iniciadores relacionados con el contenido de
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paredes celulares y abundancia relativa de lignina. Los diferentes iniciadores utilizados
se muestran en los Cuadros 5,6y 7.

Se probd si los iniciadores eran polimérficos con los diferentes individuos (PCR,
electroforesis en Acrilamida, revelado en plata y toma de fotografia), para que en caso
de ser positivo se tomaran y almacenaran las imagenes, las cuales se utilizaron
después para construir las matrices de datos que contenian el nimero de bandas

polimorficas.

Cuadro 5. Iniciadores SSR con denominacion NFFa (Noble Foundation Festuca arundinacea)

Tamafio
Nombre Secuencia 5-3° T (°C)
(Pb)
NFFa002 Forward GCTCCAGCTTCTCCATCATC 55. 5963.9

Reverse ACC AAG TCG TCC AAG TCA GC 57.4 6071.0

NFFa004 Forward AAG CGG GAG GAG AGA TGG 56.5 5702.8
Reverse CAC CAC GAC GTC GCT CTC 58.4 5380.5
NFFa009 Forward TCC AAC CCT AGATCC ACACC 56.1 5950.9

Reverse GGT GAA CTC GTC CGT GAT CT 56.5 6164.0
NFFa015 Forward GCG TCC ACT AAC AAC ACC AA 55.6 6024.0
Reverse AGC AAG GCC AGC AAA AATTA 53.3 6152.1
NFFa019 Forward TGG ATT TGC AAT TAG CCT CA 52.3 6107.0
Reverse GCT CGT GTA TGG CCT TCA AT 55.4 6099.0
NFFa021 Forward CAC AGC TCG TAT AGG CGT CA 56.7 6102.0
Reverse CTT GTC GAA GAG CGG GAACA 559 5877.9

NFFa023 Forward AGT CGG TGG TGA AGC TGAAG  57.2 6262.1
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NFFa024

NFFa027

NFFa030

NFFa031

NFFa034

NFFa036

NFFa039

NFFa041

NFFa045

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

TAC AAC TAG GGG GCT GGT CA

TGCCCACGAGGTCTATCTTC

AGC TTCCCCTTC ATTCCACT

CGA GGT CTC AATCCT CCATT

GAC AGA GAC GAC GAC GAC AT

AGT CGG TGG TGA AGC TGA AG

ACA ACT AGG GGG CTG GTC A

ACG GTC TGT ACC GTG GAT GT

GCT GTA GAC TCA GCC GAA CC

GCTGGGTGTAGGGCTGTAAA

CTC CTT TCC ATC ACC TCT GG

AGA GGA AGA GCG AAA GAG CA

CCCTGG TACTCGTGGATGTT

GTC TGC ACCCCTCTCCTCTC

CTCCTT ATCTTG GCG ATG GA

TCC TGA GAG ACA TCG AGC AG

TCA AAA GCC CAAACACTT CC

ACG AGG GAAAGG TAG GGTTT

GAT GAAGCC AATTTC CTT GG

57.7

56.3

56.2

54.0

56.5

57.2

58.4

58.2

57.8

57.1

54.9

55.9

56.6

59.2

54.1

55.9

53.7

55.8

51.9

6182.1

6044.0

5938.9

6028.0

6169.1

6262.1

5877.9

6164.0

6087.0

6253.1

5954.9

6282.2

6115.0

5915.9

6099.0

6151.0

5999.0

6286.1

6132.0

Cuadro 6. Iniciadores SSR con denominacién NFFa (Noble Foundation Festuca arundinacea)

Tamario
Nombre Secuencia 5-3° T (°C)
(Pb)
NFFa047 Forward TTC CTT CCT CTT TCC CAACA 53.6 5913.9
Reverse ATG GTC TCC CTC TGC TCG TA 57.3 6034.9
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NFFa048

NFFa049

NFFa052

NFFa058

NFFa059

NFFa061

NFFa064

NFFa066

NFFa068

NFFa069

NFFa073

NFFa074

NFFa075

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

Reverse

Forward

CAG GCT GTT AAC GGT GTC CT
CCTTCT TCT TGG GAG GGA AA
CTA CTA CGG GGG AGG TGG AG
CGC AAC AGT TGT ACC GAC AG
GTG GAT CCA AAC GAATCG AA
GTGCTCTTCCTTCCAGTTCC
CAATCTACCGTCGCTTCACC
CAAAACCAGGTGGCAGATTT
GTC GCC GGA GAA GAG AAG AG
AAC CGT AGC CGT GAT GAC TT
TGG ATT TGC AAT TAG CCT CA
GCT CGT GTATGG CCT TCA AT
TCATTT GAC GCC ACT TGA AC
GTCTTAGCG CCTTCCTTG GT
CTCCCC GTCCTT CCATCT
CAA CCT CCT CCACCATCT TG
GAG GTTTTG CTC CCT CCT GT
AGG GTC CTT CTG CAAGTCCT
CCC AAG AAG AAG ACG ACC AA
ACG ACC GAATGG ACA GAG AC
TTCCTTCCT CTT TCC CGA AC
ATG GTCTCCCTC TGC TCG TA
TTCCTT CCT CTT TCC CAACA
ATG GTC TC CCT CTG CTC GTA

CTCTGCCCTTCCTTCCTCTT
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57.2

54.3

58.5

56.3

52.9

55.5

55.7

53.8

57.2

56.7

52.2

55.4

53.6

57.3

56.2

55.4

57.1

58.2

54.6

56.6

54.4

57.3

53.6

57.3

56.4

6124.0

6148.0

6263.1

6111.0

6159.1

5985.9

5972.9

6150.1

6265.1

6117.0

6265.1

6117.0

6052.0

6066.0

5297.5

5932.9

6066.0

6084.0

6122.1

6169.1

5929.9

6034.9

5913.9

6034.9

5896.8



Reverse ATG GTC TCC CTC TGC TCG TA 57.3 6034.9

Cuadro 7. Iniciadores SSR con denominacion LPSSR (Lolium perenne, Universidad de

Victoria, Australia)

Tamano
Nombre Secuencia 5-3" T (°C)

(Pb)

LPSSRHO1AO07 Forward TGG AGG GCT CGT GGA GAA 60.5 6728.1
GT

Reverse CGG TTC CCACGTCTT GC 60.1 5098.3

LPSSRHO1E10 Forward CGC AGC TTAATT TAGTC 45.1 5160.4

Reverse GCTTTG AGT ATG TAAAGT T 44.9 5872.9

LPSSRH02C11 Forward TGG AAT GAT GAA AAG 44.3 5604.7

Reverse CAT CAG GAATTAACAAGA G 45.9 5813.9

h |
N



6.4 Analisis estadistico de los resultados

Para las variables de rendimiento y anatémicas los datos fueron analizados con el
programa de computo SAS mediante el método genmod- zero inflated Poisson, para
determinar si existia correlacion en el andlisis de los datos observados y de los
residuales (Xie et al., 2001). Este modelo de correlacion es valido cuando existen
muchos ceros en los datos analizados (Cui et al., 2009); consiste en encontrar una
correlacion significativa (>0.5) en los datos observados, los esperados o en ambos.
Para la interpretacion se considero lo siguiente:

1. Cuando existio una correlacion significativa (>0.5) para los valores observados y
los residuales, se considerd que las especies no se comportaron distinto y las
variables involucradas son dependientes entre si (la correlaciobn se debi6 al
efecto de la especie y la naturaleza de las variables).

2. Si existid una correlacién en los valores residuales y no en los observados, se
consider6 que las especies se comportaron distinto para ambas variables y que
las variables se correlacionaron entre ellas (la correlacion existente se debi6
efecto de la variable y no al efecto de la especie)

3. Al encontrar una correlacion significativa en los valores observados y no en los
residuales, se considerd que las variables no se encontraban relacionadas entre
si y las especies se comportaron distinto.

Cuando se detecto diferencia entre las variables por especie, se realizé una prueba de
rango multiple Tukey para identificar cuales eran las distintas (Cochran y Cox., 2001)
Para el andlisis de la correlacién de los marcadores con las variables de crecimiento y

anatomia vegetal se realizé primero una prueba F-Maxima para comparar la varianza, y
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después una prueba T corregida por Satterwhite cuando las varianzas eran

heterogéneas (Martinez, 1988)

7. RESULTADOS Y DISCUSION

El Festulolium se comport6 distintamente a sus progenitores en el nimero de laminas
por tallo, respecto a la abundancia relativa de lignina y el area de xilema y floema el
Festulolium fue similar al de L. perenne, pero en la densidad de tricomas en el haz el
Festulolium tuvo valores semejantes a los de F. arundinacea. Estos resultados
concuerdan con lo propuesto por Casler et al. (2002), quienes indican que en las
primeras generaciones (como en el presente estudio), los individuos resultantes de la
cruza entre Lolium y Festuca no mostraran tendencia significativa hacia algun
progenitor en la expresion de sus caracteristicas fenotipicas; sin embargo, se espera
gue las futuras generaciones segregaran hacia Lolium. En el Cuadro 8 se muestra el

valor de las medias en las diferentes variables.

7.1Andlisis de valores observados y residuales

Se detectaron algunas variables que presentaron dependencia bioldgica, es decir, que
su valor se comportd de manera similar entre ellas porque la naturaleza de una
depende la otra. Entonces, no hubo diferencia en su expresion y las variables fueron
dependientes entre si, como en el caso de: 1) niumero de haces y densidad de tricomas
en haz; 2) densidad de estomas en haz y area del xilema; 3) densidad de estomas en
envés y area del xilema; 4) crecimiento de lamina (cm dia™) y nimero de laminas por
tallo. De acuerdo con Chaves et al. (2006) y Casler (2000), algunas caracteristicas

anatomicas suelen evolucionar conjuntamente y las especies forrajeras emparentadas
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Cuadro 8.-Medias y desviaciones estandar de las diferentes variables analizadas

Festuca _ Lolium
_ Festulolium Desv. Est
arundinacea perenne
Laminas por tallo 1.7b 2.7a 19b 0.598
Abundancia de lignina (% de lamina) 30.2a 109b 85D 3.50

Ancho de lamina (mm) 3.92 3.79 3.58 1.04

D ! 7.2 7.

ensidad de estomas en haz (No. estomas/ mm") 5.6

No. células buliformes asociadas a la nervadura 4.8 4.4 5.6 457
Area de floema (um?) 3459.3 a 1654.4 b 1165.7 b 663.23

Literales distintas en la misma hilera indica diferencia significativa (p < 0.05)
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0 evolutivamente cercanas no las podran expresar de manera diferente, a pesar de la
distancia genética entre ellas.

Al observarse una correlacién entre los residuales y no entre los observados, se puede
deducir que las especies se comportaron diferentes para la expresion de ese caracter,
aunqgue las variables hayan sido dependientes entre ellas. Entonces, las especies se
comportan distinto pero sin alterar esta correlacion biolégica de las variables, lo cual
fue detectado en: 1) distancia promedio entre haces vasculares-FDN, 2) distancia
promedio entre haces vasculares- FDA, y 3) numero de células buliformes —FDN. Esta
correlacion es explicada estructuralmente porque los haces vasculares contienen la
mayor parte de la lignina de la hoja, y la lignina se ubica en los vasos y fibras del
xilema. La relacion entre FDN y FDA es entendible ya que la FDA es una fraccién de la
FDN, de manera que mientras aumente la FDN, la FDA tender4 a disminuir,
considerando que esta variable se expresa en porcentaje de la materia seca.

De acuerdo con el andlisis de los resultados obtenidos, la distancia entre los haces
vasculares y el contenido de células buliformes determinaran el contenido de FDN y de
FDA, y los tres pastos expresardn de manera diferente estas variables. Estos
resultados se asemejan a los planteados por Abdul et al. (2010), quienes reportan
algunas caracteristicas anatomicas que dependen entre ellas, como FDN, FDA y la

distancia entre los haces vasculares.

7.2 Anatomia foliar
Festuca arundinacea presenta una hoja robusta con un grosor de la lamina de 3.9 £1.4

mm, el cual fue mayor que el de los otros dos genotipos. Festuca se caracteriza por la
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presencia de haces vasculares grandes con lignificacién en las paredes tangenciales
internas de la vaina del haz. El haz vascular central grande de Festuca muestra los
vasos del metaxilema mas grandes que los vasos de Lolium y Festulolium. La hoja de
Festuca presenta extensiones de la vaina del haz, formada por células lignificadas que
se extienden desde la vaina del haz hasta la epidermis del haz y envés de la hoja. La
epidermis presenta células grandes con paredes externas lignificadas caracteristica
exclusiva de Festuca. El margen de la hoja presenta abundantes fibras, estructuras
celulares que le dan rigidez y robustez a la lamina (Figura 5).

La lamina de L. perenne posee hojas mas suculentas y digestibles, y en el corte
transversal se observa una lamina mas delgada que Festuca y Festulolium. La hoja
presenta abundantes cloroplastos y un mesoéfilo con paredes celulares delgadas. En
esta especie la lignificacion es menor que en Festuca y Festulolium, y la presencia de
paredes lignificadas se observé solamente en los vasos y fibras del xilema. La regién
abaxial de la nervadura central presenta un grupo de células sub-epidérmicas de
paredes engrosadas pero no lignificadas (Figura 5).

El hibrido Festulolium presenta un grosor de lamina mayor que Lolium pero menor que
Festuca. La epidermis muestra células grandes pero no lignificadas. La vaina del haz
central no esta lignificada pero todas las nervaduras presentan un grupo de células con
paredes engrosadas debajo de la epidermis del haz. Las nervaduras presentan una
mayor proporcion de mesdfilo fotosintético y las células buliformes son mas pequenas.
La region del margen presenta de 4 a 6 células lignificadas como en Festuca pero
menos abundantes, que le dan cierta rigidez al margen pero menos robusta que

Festuca.
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Figura 5. Corte transversal de la lamina de Festuca arundinacea (A, B), Lolium
perenne (C,D) y el hibrido Festulolium (E,F). Tincion con Safranina O y Verde fijo.
Nervadura central (A,C, E) y margen foliar (B,D,F). El color rojo indica la presencia de
lignina. eh-epidermis del haz, ee-epidermis del envés, ex -extension de la vaina del

haz, ma-margen foliar, mx-metaxilema, px-protoxilema

50



7.2.1 Microestructura de la epidermis

En los tres pastos, las laminas fueron pubescentes en el haz y glabras en el envés
(Figura 6) . Los tricomas fueron unicelulares y asociados a las nervaduras en el haz. La
densidad promedio de tricomas fue mayor en Lolium (15 tricomas mm?) que en Festuca
y Festulolium (4.2 y 6.9 tricomas mm?) pero los tricomas de Festuca fueron mas
robustos, con bases mas anchas y longitud (7-10 um) mayor que los tricomas de
Festulolium y Lolium (5-4 upum), Los tres pastos estudiados presentaron hojas
anfiestomaticas con estomas en el haz y envés de la ldmina. Los estomas del haz
fueron hundidos, ubicados en las criptas formadas por los haces vasculares. Los
estomas del envés estuvieron mas uniformemente distribuidos. Respecto a la densidad
estomética no hubo diferencias significativas entre pastos (Figura 6).

Algunos caracteres pueden expresarse distinto entre las especies, pero la correlacion
entre las variables puede no alterarse, debido a que el efecto es debido a la especie y
no a la variable por si misma (Goujon et al., 2003).

La expresion de algunas caracteristicas puede manifestarse de manera distinta entre
las especies, pero la correlacidon entre las variables puede no alterarse porque el efecto
es debido a la especie y no a la variable por si misma (Goujon et al., 2003). Cuando
existio una correlacion entre los valores observados pero no entre los residuales, se
determind que las especies se comportaron similarmente y las variables no fueron
dependientes entre ellas, lo cual evidencio el parentesco de los individuos, es decir,
son variables que tenderan a expresarse y a evolucionar conjuntamente en las
especies emparentadas por la semejanza genética y no porque las variables se

encuentren correlacionadas biolégicamente (Goujon et al., 2003). Esta interpretacion
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se determind en las correlaciones: 1) FDN y FDA- area del xilema, 2) nimero total de
haces vasculares —area del floema, 3) densidad de estomas en haz —distancia
promedio entre haces vasculares, y 4) densidad de tricomas en haz -area del floema.
En el Cuadro 9 se muestran las variables que mostraron una correlacion en los valores
residuales, los observados o en ambos.

El detalle de los tricomas y los estomas en las tres gramineas se puede observar en las

Figuras 6, 7y 8.

7.3 Analisis molecular

Respecto al andlisis de los marcadores moleculares, de los 37 iniciadores utilizados, 15
resultaron polimérficos y se correlacionaron con alguna de las variables medidas. Las
medias de la variable que presentaron correlacion significativa con algun marcador se
muestran en el Cuadro 10.

Se encontraron marcadores que mostraron polimorfismo, lo que representa diferencias
en la expresion de esa fraccion de ADN (Zhang et al., 2006). Debido a que la sintesis
de lignina es un proceso complicado debido a que hay muchos genes involucrados,
dificilmente se puede encontrar un marcador que sea determinante en el contenido y
distribucion de lignina en la célula (Barriére et al., 2004; Ma et al., 2011).

En la Figura 5 se muestran imagenes de la nervadura central y del limbo, en donde se
distingue la diferencia en la abundancia relativa de lignina en las tres especies y se
nota la presencia de una extension de la vaina del haz lignificada en Festuca. Esta

variable se correlaciona con los iniciadores LPSSR HO1 A 10, NFAA 027 y NFAA 036.
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Figura 6. Micrografias Electrénicas de Barrido de la epidermis de Festuca arundinacea.

A, C: haz, By D envés. Tricomas(t), células oclusivas del estoma (co), células anexas

del estoma (ca) .
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15kV- X1;000 10pm

Figura 7. Micrografias Electronicas de Barrido de la epidermis de Lolium perenne. A, C:
haz, B y D envés. Tricomas (t), células oclusivas del estoma (co), células anexas del

estoma (ca) .
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Figura 8. Micrografias Electronicas de Barrido de la epidermis de Festulolium. A, C:
haz,B y D envés. Tricomas (t), células oclusivas del estoma (co), células anexas del

estoma (ca) .
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Cuadro 9.- Variables que presentaron correlacion entre los valores observados y los residuales

Valor de correlacion
Variable 1 Variable 2 Observado  Residual

Numero de haces en corte transversal Densidad de tricomas en haz (No. mm®) 0.57 0.56

Densidad de estomas en envés (No/mm®) Area del floema (um?) 0.65 0.55

Distancia promedio entre haces (mm) FDA (%) -0.80

FDN (%) Area del xilema (um?) -0.56

No. de haces vasculares en corte transversal Area del floema (um?) -0.52

Densidad de tricomas en haz (No mm?) Area del floema (um?) -0.59
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Cuadro 10.-Medias de las diferentes variables que mostraron correlacion significativa con los diferentes iniciadores polimoérficos

- , , No Células i A .
Crecimiento % %  Namero contenido Densidad ... . pliformes €2 Area  Densidad

Marcador de lamina relativo estomas Meta Proto tricomas

FDA FDN hojas S . corte Asociadasa . .
(cm) lignina % envés xilema  Xilema haz
transversal nervaduras

LPSSR HO1 HO6 -12.78

LPSSR K01 A11 -5.74 -8.95 -6.67 6.89

NFAA 015 7.71 8.80 6.40

NFAA 024 10.09 -8.86 -5.24 6.21

NFAA 036 11.22 1152 -11.15 0.98 -10.36

NFAA 048 -13.26 -4.57 -0.94

NFAA 066 10.09 -10.94 -10.94 4.58
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8.- CONCLUSIONES

La semejanza determinante del Festulolium con Festuca arundinacea y Lolium perenne
no fue detectada en el presente estudio. Se encontraron variables que pueden
expresarse diferente entre Festuca, Lolium y el Festulolium aunque estas variables
estén correlacionadas entre si (FDN, FDA y distancia promedio entre haces
vasculares).

También fueron detectadas variables con un comportamiento similar entre las especies
a pesar de que no se encuentran relacionadas de manera natural entre ellas, lo cual
sugiere un efecto de parentesco entre el Festulolium con Festuca y con Lolium.
Algunos marcadores moleculares se pueden asociar con determinadas caracteristicas
anatomicas o con la abundancia relativa de lignina ( LPSSR HO1 A10, NFAA 027 y

NFAA 036)
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ANEXO
Medicion de la abundancia relativa de lignina con analisis de imégenes
Con el programa Motic Image Plus (2004), se siguié la siguiente metodologia:

1.- Abrir la imagen del corte transversal, obtenida en el microscopio compuesto (5x)
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2.- Callibrar el calculo del &rea (pixeles o pm?) con la opcién “calibrar”, seleccionando el
objetivo con el cual fue capturada la imagen
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3.- Con la opcion “poligono irregular” se selecciona el &rea lignificada y apareceran los
recuadros con el area y perimetro de la seleccion, se recomienda hacer la seleccion de
segmentos pequefios en lugar de uno solo de gran tamafio.
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4.- En la pestaia “medir” se selecciona la opcion “cuadro de medir” en donde
aparecera el area de todas las mediciones realizadas
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5.- Estos valores se exportan a una hoja decélculo (extension .xIs) en donde se pueden
realizar los calculos del area total de la lamina, area lignificada y determinar la
abundancia relativa (%).
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