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RESUMEN

Megathyrsus maximus es una pastura forrajera originaria de Africa, ampliamente
cultivada en regiones tropicales y subtropicales del mundo y en Argentina se utiliza en
sistemas ganaderos pastoriles. Este estudio tuvo como objetivos evaluar la existencia de
variabilidad genética entre diferentes genotipos de M. maximus (Gatton Panic, Green
Panic, Vencedor, Penquero y Mutale) a través de marcadores intermicrosatelites (ISSR)
e inferir su nivel de ploidia, determinar el efecto de la madurez en caracteristicas morfo-
agronoémicas, de composicion quimica, histolégicas y de expresion de genes asociados al
metabolismo de la lignina, y correlacionar la anatomia de laminas y tallos con su valor
nutritivo. Los ensayos se establecieron en dos sitios experimentales (Campus UCC e
INTA Manfredi), en un disefio de bloques al azar con tres repeticiones. Se realizaron tres
cortes cada 35 dias en forma mecénica. El andlisis por ISSR confirm6 que los cinco
genotipos eran distantes genéticamente y por otra parte presentaron igual nivel de ploidia.
A nivel de laminas, la proporcion de esclerénquima aumentd a medida que se alcanzo la
madurez, lo que no se correspondié con la acumulacion de Lignina Detergente Acida
(LDA), que fue diferente entre genotipos y permanecid sin cambios con el avance de la
madurez en Gatton Panic, Green Panic y Mutale. Hubo asociacion positiva entre los
genes de la biosintesis de la lignina, O-metiltransferasa del acido cafeico, cinamoil CoA
reductasa y cafeoil-CoA O-metiltransferasa, que habian incrementado su expresion del
primer al tercer corte, con las variables LDA y Fibra Detergente Neutra (FDN) en torno
al genotipo Vencedor para el tercer corte. En tallos, hubo asociacion positiva entre FDN
y FDA con la expresion de genes de la biosintesis de la lignina. El uso de marcadores
ISSR logré identificar variabilidad genética y el estudio por citometria de flujo permitio
inferir el nivel de ploidia de los cinco genotipos. La madurez tuvo efecto negativo en la

calidad del forraje de ldminas y tallos y mayormente en el genotipo Vencedor.

Palabras claves: Megathyrsus maximus, ploidia, variabilidad, madurez, fibra, lignina,

caracteristicas nutricionales, calidad, forraje, expresion genica.



ABSTRACT

Megathyrsus maximus is a forage grass native to Africa, widely cultivated in
tropical and subtropical regions of the world and it is used in pastoral livestock systems in
Argentina. The aim of this study was to evaluate the existence of genetic variability
between different genotypes of M. maximus (Gatton Panic, Green Panic, Vencedor,
Penquero and Mutale) through intermicrosatellite molecular markers (ISSR) and infer its
level of ploidy, to determine the effect of plant maturity on morphoagronomic traits,
chemical composition, histological characteristics and the expression of genes associated
with lignin metabolism and to correlate the anatomy of leaf blades and stems with their
nutritional value. The assays were carried out in two different experimental sites (Campus
UCC and INTA Manfredi), in a randomized block design with three replications. The cuts
were made three times every 35 days by cutting the plots mechanically. The ISSR analysis
confirmed that the genotypes evaluated in this study were genetically distant and on the
other hand presented the same level of ploidy. The leaf blades showed the proportion of
sclerenchyma tissues increased as maturity was reached, which did not correspond to the
accumulation of Acid Detergent Lignin (ADL), being it different between genotypes. This
parameter remained unchanged in Gatton, Green Panic and Mutale. There was a positive
correlation between the genes related to lignin biosynthesis, caffeic acid O-
methyltransferase, cinnamoyl CoA reductase and caffeoyl-CoA O-methyltransferase, that
had differentially increased their expression from the first to the third cut, with the
variables ADL and Neutral Detergent Fiber (NDF) in Vencedor genotype for the third
cutting. Regarding stems, there was a positive association between NDF and ADF with
the expression of genes associated with lignin biosynthesis. The use of ISSR allowed
identify genetic variability and the flow cytometry study allowed infer the level of ploidy
of the five genotypes. The maturity had a negative effect on the forage nutritive value of
blades and stems mainly in Vencedor genotype.

Keywords: Megathyrsus maximus, ploidy, variability, maturity, fiber, lignin, nutritional

characteristics, quality, forage, gene expression.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL

Ganaderia en Argentina

La ganaderia en Argentina actualmente cuenta con 53 millones de cabezas
de ganado vacuno (Ministerio de Economia, 2021), las cuales se encuentran
distribuidas en las cinco zonas agroecoldgicas del pais (region pampeana, noreste,
noroeste, semiarida central y patagonica); dichas regiones exhiben marcadas
diferencias en clima, suelo y vegetacion. En la tltima década, la importancia de la
carne bovina en Argentina, puede explicarse por su elevada participacién en la
produccion agropecuaria y el elevado consumo interno, siendo el pais con mayor
consumo per capita de carne en el mundo segun datos de la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) (2007). Sin
embargo, en los Ultimos 30 afios se han generado cambios en la produccion de
carne bovina en el pais, los cuales son el resultado de la competencia del ganado
con otros productos agricolas; por la tierra, recursos naturales, severas
restricciones climéticas, cambios en los sistemas de produccion, lenta adopcion
de tecnologia y la incapacidad de generar un conjunto de politicas utiles para
sostener y mejorar la productividad, asi como un sostenible desarrollo de la
industria (Arelovich et al., 2011). Todos estos cambios estructurales y geograficos
que han surgido como consecuencia de la transformacion del sector agropecuario
conllevan a una reduccion del nimero de cabezas del stock nacional.

La mayoria de la produccion de carne bovina se encuentra en la regién
Pampeana (64% del inventario total de ganado), que es también la zona mas
relevante para la produccion de cereales y oleaginosas. A lo largo de los siglos
XXy XXI, el uso inadecuado de la tierra como por ejemplo practicas de cultivo
inadecuadas, deforestacion y sobrepastoreo, asi como las sequias contribuyeron a
la erosion y al deterioro de los recursos naturales, particularmente en las areas

semiaridas mas labiles de estas zonas (Arelovich et al., 2011).



La region del Noroeste Argentino que abarca las provincias geogréaficas de
Jujuy, Salta, Tucuman, Santiago del estero, Catamarca y la Rioja es también una
region abocada a la produccion de carne bovina. En los ultimos afios y
fundamentalmente a partir del avance de la frontera agricola se ha registrado en la
zona un proceso de concentracion productiva de cria y recria de ganado bovino,
la cual se desarrolla principalmente sobre pasturas naturales y en menor
proporcion sobre pasturas implantadas, siendo la limitante mas importante la baja
productividad de los pastizales y la consecuente reduccién en la carga animal
debido a las limitaciones edafo-climaticas de la region. Por lo antes expuesto se
enfrenta el desafio de producir y utilizar pastos sembrados y nativos de forma
sostenible. A pesar de ello, el forraje pastoreado seguira siendo un componente
clave de la dieta del ganado (Rearte, 2011). Bajo este contexto, Megathyrsus
maximus es una de las principales especies forrajeras cultivadas en esta zona
(Brizuela & Cangiano, 2011) la cual es una graminea promisoria por su valor
nutritivo y por mostrar diversidad entre cultivares en cuanto a rendimiento, calidad
forrajera y respuesta a la fertilizacion con nutrientes (Benabderrahim & Elfalleh,
2021).

Megathyrsus maximus

Megathyrsus maximus (Jacg.) B. K. Simon & S. W. L. Jacobs (syn. Panicum
maximum Jacq.) es una pastura forrajera nativa de Africa que ha sido introducida
y ampliamente cultivada en regiones tropicales y subtropicales del mundo. Esta
especie pertenece a la familia Poaceae (gramineas), subfamilia Panicoideae, tribu
Paniceae (Muir & Jank, 2004). Se reproduce por apomixis facultativa, con
ocurrencia de aposporia y pseudogamia, y un 2-3% de reproduccion sexual,
efectuada por autofecundacion o fecundacion cruzada (Bluma-Marques et al.,
2014; Jank et al., 2011; Sousa et al., 2011b). Presenta como ndmero cromosémico
basico x = 8 (Nakajima et al., 1979), siendo la mayoria de los genotipos
apomicticos autotetraploides (2n = 4x = 32); sin embargo, las formas sexuales son
diploides (2n = 2x = 16) (Jank et al., 2011; Nakajima et al., 1979; Sousa et al.,
2011b). Asimismo, Megathyrsus maximus forma un complejo agamico con las
especies boténicas Panicum infestum Anders y Panicum trichocladum K. Schum
(Muir & Jank, 2004). Las tres especies poseen el mismo nimero cromosémico y
se intercruzan libremente, por lo tanto, es posible encontrar materiales hibridos en

poblaciones naturales del este de Africa (Savidan & Pernés, 1982).



M. maximus es una especie de ciclo primavero-estival, produce gran cantidad de
forraje (8-14 t de materia seca/ha), de buen rebrote, alta palatabilidad y alto valor
proteico (8 a 10% de proteina bruta en verde) (Kunst et al., 2014; Pérez, 2005).
Fue introducida en América y naturalizada en Brasil y el norte de Argentina
(Parodi, 1987; Skerman et al., 1991) y debido al cambio climatico global, el uso
de este tipo de gramineas C4 se ha ampliado notablemente (Giordano et al., 2014).
Ademas, es creciente el interés como materia prima para la producciéon de
biocombustibles lignoceluldsicos por su enorme potencial para producir materia
seca (Byrt et al., 2011; Hatfield et al., 2009). No obstante, presenta rapida
elongacion de tallos y disminucion de la calidad del forraje con el avance de la
madurez (Stabile et al., 2011).

En nuestro pais, principalmente en regiones del noroeste y noreste forma
parte de la cadena alimentaria de pastoreo tendiente a incrementar la
productividad y rentabilidad de sistemas ganaderos de cria y recria. En este
contexto, la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la UCC y el Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (INTA) han comenzado a desarrollar investigaciones
sobre las caracteristicas forrajeras y la adaptabilidad de diversos materiales
introducidos para determinar potencialidades de uso productivo. De esta manera,
en el afio 2016 se propagaron agamicamente cinco genotipos pertenecientes al
Jardin de Introduccidn, sito en el campo experimental de dicha Facultad. Los
genotipos fueron: Gatton Panic, Green Panic, Mutale, Vencedor y Penquero.
Aganga & Tshwenyane, (2004) describiron estos genotipos de la siguiente
manera: 1) Megathyrsus maximus cv. Gatton; es un genotipo de altura media
originalmente de Zimbabue (Humphreys & Patridge, 1995). Tiene hojas de color
verde oscuro y nudos de tallo lisos. Se establece mas rapidamente que Green panic
y tiene buen rendimiento en la primera temporada, mostrando buen
comportamiento para el manejo de pastoreo. 2) O'Reilly, (1975) describi6 el cv.
Green Panic (Megathyrsus maximus var. Trichoglume) como nativo de Africa.
También es una planta perenne alta, con macollos, que crece en verano. Green
panic es mas claro en apariencia y de porte mas alto. 3) cv. Mutale es un genotipo
local de Sudafrica del norte de Transvaal. 4) cv. Vencedor fue mejorado para la
tolerancia al frio en América del Sur. Por otra parte, en este trabajo se utilizé el
material 5) Penquero que es un ecotipo obtenido a partir de una vieja poblacién

de Gatton Panic cultivada en el area del Noroeste de Argentina.



A nivel mundial se han descrito numerosos materiales genéticos (Muir &
Jank, 2004), la mayoria de ellos, ecotipos selectos a partir de la amplia diversidad
natural (Hacker & Jank, 1998). No obstante, en nuestro pais son pocos los
genotipos disponibles, siendo gatton panic el de mayor difusion (6,5 y 9 t/ha/afio)
(Peman et al., 2003). Lo anteriormente expresado, revela la existencia de gran
diversidad genética y citoldgica presente en la especie y manifiesta la importancia
de su conocimiento para el desarrollo de estrategias de mejoramiento y la

conservacion de estas fuentes de germoplasma.

Marcadores Moleculares

Histéricamente, la caracterizacion del germoplasma se ha basado
principalmente en caracteristicas de alta y baja heredabilidad, medidas por el
fenotipo. Sin embargo, las principales limitantes de esta caracterizacion son la
influencia ambiental, el tiempo requerido para colectar los datos y el nimero de
genes involucrados en este proceso. A partir de la década del 50, la electroforesis
comenz6 a ser utilizada en estudios de diversidad genética y actualmente, los
avances en biologia molecular han incorporado nuevos marcadores, de naturaleza
molecular y de mayor sensibilidad para detectar cambios en el genotipo de los
individuos, situacion que ha permitido grandes avances en este tipo de estudios
(Becerra & Paredes, 2000).

Existen diversas estrategias para poder evaluar variabilidad genética, entre
ellas la utilizacion de marcadores moleculares, exitosamente implementados en
numerosas especies vegetales (Agarwal et al., 2008) tales como Chrysanthemum
morifolium (Shao et al., 2010), Cynodon arcuatus (Huang et al., 2013), Melilotus
albus (Tomasetal., 2017) y Chloris gayana (Ribotta et al., 2019); Los marcadores
mas usados son: Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (Williams et al.,
1990) y Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) (Vos et al., 1995).
Estos son marcadores de tipo dominante y no requieren conocimiento previo de la
secuencia del genoma. No obstante, se citan problemas de repetitividad para el
primero y de tipo laborioso para el segundo (Agarwal et al., 2008). Asimismo, en
funcion de caracterizar la diversidad genética con fines de mejoramiento, se han
desarrollado marcadores tipo microsatélites (SSR) (Chandra & Tiwari, 2010;
Sousa et al., 2011a). En la actualidad, se busca implementar herramientas
moleculares de bajo costo y rapidez, manteniendo la repetitividad, como lo son

Inter-Secuencias Simples Repetitivas (ISSRs) (Singh et al., 2014). Su iniciador



para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) esta compuesto de una
secuencia microsatélite como (GACA)n anclada al extremo 3’ 0 5” por dos a cuatro
nucle6tidos arbitrarios usualmente degenerados (Zietkiewicz et al., 1994). De esta
manera, se amplifica una regién situada entre dos microsatélites cercanos que
incluyan los nucledtidos complementarios. Estos marcadores son polimarficos en
la naturaleza, abundantes en el genoma, y combinan los beneficios de los
marcadores AFLP y SSR con la universalidad de los marcadores RAPD (Henareh
et al., 2016). Los marcadores ISSR son informativos sobre las especies de las que
no se dispone de secuencias del genoma, presentan alta reproducibilidad (Morillo
et al., 2018), y muestran capacidad de examinar y diferenciar rapidamente entre
individuos estrechamente relacionados entre si (Zietkiewicz et al., 1994). No
obstante, hasta la fecha, no hay antecedentes de la implementacion de esta técnica

en Megathyrsus maximus.

Citometria de Flujo

La citometria de flujo (CMF) es una técnica que permite el andlisis de las
propiedades oOpticas (dispersion de la luz y fluorescencia) de particulas que fluyen
en una suspension liquida. Esta medicion en flujo es efectuada a alta velocidad
(e.g., analisis de 100- 1000 particulas por segundo) y garantiza un analisis objetivo
de las particulas que constituyen la poblacion de interés (Dolezel, 1998). Dicha
técnica permite cuantificar el contenido de ADN nuclear de una planta (valor 2C)
e inferir a partir de ello el nivel de ADN ploidia (Dolez¢l et al., 2007; Greilhuber
et al., 2005). La interpretacion de los resultados, en términos de ADN ploidia, se
realiza a partir del estudio del contenido de ADN nuclear (valor 2C) obtenido del
analisis conjunto de la muestra incognita con un estandar de referencia (Galbraith
et al., 2002). Una de las principales ventajas de la CMF, con respecto al método
tradicional del conteo de cromosomas en metafase, es que no necesita células en
division del material vegetal (Dolez¢él & Bartos, 2005). Ademas, los protocolos
utilizados para el aislamiento de los nucleos vegetales son sencillos y rapidos, lo
que permite el andlisis de numerosas muestras por dia (Dolez¢l & Bartos, 2005;
Loureiro et al., 2006; Otto, 1990).
La implementacion de dicha técnica ha permitido la determinacion del tamafio
gendmico y niveles de ADN ploidia en diferentes materiales de pasturas forrajeras
(Akiyama et al., 2008; Burson et al., 2012; Carloni et al., 2014; Kaushal et al.,
2018; Kharrat-Souissi et al., 2012).



Calidad Nutritiva en Forrajes

La evaluacién de la calidad del forraje es de gran utilidad para explicar los
valores nutritivos y la capacidad de pastoreo del ganado (Arzani & Naseri, 2007,
Baumont et al., 2008). El valor nutritivo de una pastura esta altamente asociado
con su anatomia foliar (es decir, con los tejidos constituyentes de sus hojas, que
presentan marcadas variaciones en la composicién quimica y rigidez de las
paredes de sus células), con las condiciones ambientales y con su estado de
crecimiento (Batistoti et al.,, 2012; Moura et al., 2010). Al respecto, las
caracteristicas anatomicas de las hojas se citan como indicadores de adaptacion al
ambiente (Al-Maskri et al., 2014; Hameed et al., 2010, 2012) e influyen en la
calidad de una pastura (Batistoti et al., 2012).

Determinar el valor nutritivo de los forrajes es importante en la nutricion
del ganado, porque una produccion ganadera eficiente se relaciona con la cantidad
de nutrientes en el forraje (Schut et al., 2010). El valor nutricional del forraje
depende de la cantidad de proteinas y carbohidratos digeribles (France et al.,
2000). Entre los indicadores usados de calidad forrajera, se encuentran la Proteina
bruta (PB) y la energia metabolica (EM) (Pinkerton, 2005; White & Wight, 1984).
La fibra detergente neutro (FDN) y la digestibilidad aparente de la materia seca
(DAMS) también son parametros que indican calidad forrajera; éstos se acoplan
directamente a la dindmica fenoldgica-productiva (Johnson et al., 2008; McCall
& Bishop-Hurley, 2003). Estudios recientes han demostrado que la digestibilidad
de la FDN (dFDN) de las pasturas en estado vegetativo decrece continuamente
durante todo el rebrote posterior a una defoliacion por corte o pastoreo. Esta caida
de calidad no estad simplemente relacionada con la biomasa que se acumula
durante el rebrote, sino que también guarda estrecha asociacion con la edad y el
tamario de las hojas que componen esa biomasa (Agnusdei et al., 2011; Di Marco
etal., 2013; Groot & Neuteboom, 1997; Insua et al., 2012, 2013, 2014, 2016). Por
otra parte, cenizas, lignina, celulosa y algunos otros compuestos quimicos
vegetales también se miden como indicadores de la calidad del forraje (EI-Waziry,
2007), considerandose la digestibilidad de la materia seca como uno de los
principales indices que determinan la calidad del forraje (Rhodes & Sharrow,
1990). Estudios de Van Soest, (1991, 1994) han demostrado que la fibra
detergente &cida (FDA) es el mejor indicador para determinar el valor nutricional
en comparacion con la fibra cruda, porque FDA contiene celulosa y lignina, y la

digestibilidad de la materia seca disminuye significativamente con el aumento de



la lignina. Por otra parte, el porcentaje de hojas y la relacion hoja/tallo han sido
usados en M. maximus como importantes indicadores de seleccion asociados a
calidad forrajera (Stabile et al., 2010).

Lignificacion de los tejidos con la ontogenia

La pareded celular en las celulas de las plantas superiores son ensamblajes
moleculares complejos que incluyen principalmente polisacaridos (celulosa,
pectina y hemicelulosa) y componentes fendlicos (lignina y é&cidos p-
hidroxicinamico). Al respecto, la lignina es un heteropolimero aromatico que
actia como una barrera fisica para las enzimas microbianas que digieren
polisacaridos (Giordano et al., 2014; Jung & Casler, 2006 a, b), lo que limita el
acceso a los azlcares de la pared celular y afecta negativamente la utilizacion de
biomasa para alimentacién de ganado, fabricacion de papel y lignocelulosa y
produccion de biocombustibles (Chapple et al., 2007). Ademas, de manera
indirecta, reduce la productividad animal y la eficiencia de conversion en carne o
leche (Giordano et al., 2014; Jung & Casler, 2006 a, b). Es por ello, que se ha
considerado a la lignina como uno de los factores que correlacionan
negativamente con la degradabilidad de las paredes celulares (Barriere et al.,
2006; Fu et al., 2011; Fukushima et al., 2015; Stabile et al., 2010). Esto Gltimo
depende de la cantidad de lignina, composiciébn de mondmeros y grupos
funcionales y del grado de entrecruzamiento con los polisacéridos de la pared
celular (Zhang et al., 2013). Ademas, se cita en la bibliografia que dicha
correlacion es mayor cuando se incluyen en el andlisis muestras de diferentes
estados de maduracion (Mechin et al., 2005) y que, ademas, depende de la
metodologia empleada para su cuantificacion (Fukushima et al., 2015).

El proceso de lignificacion es coordinado y regulado por un conjunto de
eventos metabolicos que resultan en la biosintesis de precursores de la lignina
(monolignoles). Algunas de las enzimas claves de dicho proceso son: acido
cafeico-O-metiltransferasa (COMT), 4-cumarato CoA ligasa (4CL), cinamoil
CoA reductasa (CCR), cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD) y cinamato 4
hidroxilasa (C4H) (Fu et al., 2011; Moura et al., 2010; Stabile et al., 2010). La
composicion de la lignina varia entre especies de plantas y en tejidos. En general,
las ligninas de los helechos y de las gimnospermas se componen basicamente de
unidades G: Guayacilo con cantidades menores de unidades H: Hidroxifenilo. Las
ligninas de las dicotiledoneas en angiospermas se componen de unidades G y S:

Siringilo y pocas cantidades de unidades H, mientras que en las ligninas de las



monocotiledoneas tanto las unidades S como las G estan presentes en niveles
similares y la cantidad de unidades H es mayor que en las dicotiledoneas
(Vanholme et al., 2010a).

En monocotiledoneas y mas especificamente en gramineas, la expresion
de genes que codifican enzimas de la ruta de los fenilpropanoides ha demostrado
estar involucrada en la modulacion de la velocidad de sintesis de la lignina (Ralph
et al., 2004) y su expresién se ha asociado negativamente con la digestibilidad
(Barriere et al.,, 2009). No obstante, es escasa la informacion sobre estas

asociaciones en M. maximus (Fu et al., 2011).

Hipotesis
La pérdida de digestibilidad de Megathyrsus maximus con el avance de la
madurez esta asociada a cambios histoldgicos, en la composicion quimica de la

pared celular y en la expresion de genes de la biosintesis de la lignina.

Objetivos generales
Evaluar la variabilidad genética presente en materiales de Megathyrsus maximus
mediante marcadores moleculares ISSR y determinar el contenido de ADN ploidia

mediante citometria de flujo.

Evaluar en Megathyrsus maximus cambios histolégicos en hojas y tallos y
cambios en la composicion quimica de la pared celular con el avance de la
ontogenia del cultivo y su relacién con la digestibilidad y la expresién de genes

relacionados con la biosintesis de la lignina.

Objetivos especificos

1. Evaluar la variabilidad genética en materiales de Megathyrsus maximus
mediante marcadores moleculares intermicrosatélites (ISSR). (este objetivo se
desarrolla en el Capitulo 2).

2. Determinar el contenido de ADN ploidia en materiales de Megathyrsus maximus
a través de citometria de flujo. (este objetivo se desarrolla en el Capitulo 3).

3. Evaluar la existencia de variabilidad genética en relacion al efecto de la
ontogenia del cultivo sobre parametros de calidad forrajera en materiales de

Megathyrsus maximus (este objetivo se desarrolla en el Capitulo 4).



. Clasificar los materiales de Megathyrsus maximus en relacién al efecto de la
ontogenia del cultivo sobre la digestibilidad de la FDN de los tallos (este
objetivo se desarrolla en el Capitulo 4).

Determinar cambios histologicos con el avance de la madurez en laminas y tallos
de aquellos materiales de Megathyrsus maximus que resulten ser contrastantes
en la digestibilidad de la FDN de los tallos (este objetivo se desarrolla en el
Capitulo 4).

Evaluar el nivel de expresion génica de enzimas clave que participan en la
biosintesis de la lignina en laminas y tallos de materiales de Megathyrsus
maximus que resulten ser contrastantes en la digestibilidad de la FDN de los
tallos (este objetivo se desarrolla en el Capitulo 5).

. Correlacionar caracteres moleculares, anatomicos, morfo-agronomicos y de
calidad forrajera evaluados en laminas y tallos de genotipos contrastantes de M.
maximus en relacion al avance de la madurez ontogénica (este objetivo se

desarrolla en el Capitulo 6).
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CAPITULO 2

EVALUACION DE LA EXISTENCIA DE VARIABILIDAD
GENETICA PRESENTE EN MATERIALES DE
MEGATHYRSUS MAXIMUS MEDIANTE MARCADORES
MOLECULARES INTERMICROSATELITES

INTRODUCCION

Al iniciar un proceso de mejoramiento genético es necesario contar con
variabilidad genética. La existencia de diferencias puede ser verificada a través de
marcadores morfo-agronomicos y/o moleculares. En el primer caso se utilizan
caracteres de facil identificacion fenotipica y no correlacionados para diferenciar
los materiales (Nadeem et al., 2018; Salgotra & Stewart, 2020). Sin embargo, esta
técnica presenta limitaciones en cuanto al nimero de caracteres y la complejidad
y el momento ontogénico para poder llevar a cabo estas determinaciones. En la
actualidad, con el advenimiento de la biologia molecular, es posible discriminar
genotipos a través de marcadores moleculares como Randomly Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) (Williams et al., 1990) y Amplified Fragment Length
Polymorphism (AFLP) (Vos et al., 1995). Estos son marcadores de tipo dominante
debido a que se citan problemas de repetitividad para el primero y de tipo
laborioso para el segundo (Agarwal et al., 2008) y en funcién de caracterizar la
diversidad genética con fines de mejoramiento, se han desarrollado marcadores
tipo microsatélites (SSR) (Chandra & Tiwari, 2010; Sousa et al., 2011b).

Los Intermicrosatélites (ISSR) son un tipo de marcador genético de
naturaleza dominante que permite obtener niveles de variaciéon en regiones de
microsatélites; estas regiones consisten en repeticiones en tandem de motivos
simples como (CT)n 6 (CA)n, ubicadas entre secuencias no repetitivas del genoma
nuclear eucarionte (Pradeep Reddy et al., 2002). Esta técnica se basa en la

reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y su iniciador esta compuesto de una



secuencia microsatélite como (GACA)n anclada al extremo 3’ 0 5” por dos a cuatro
nucledtidos usualmente degenerados (Zietkiewicz et al., 1994).

Los ISSRs se han utilizado ampliamente por su rapida implementacion y
su bajo costo, con la finalidad de establecer diversidad genética en una serie de
cultivos como arroz, frijoles, platanos y papas (Awasthi et al., 2004; Jin et al.,
2003; Pradeep Reddy et al., 2002; Zizumbo et al., 2005), identificar cultivares
estrechamente relacionados (Carvalho et al., 2004; Gonzélez et al., 2005) y para
estudiar procesos evolutivos y ecolégicos (Liston et al., 2003; Wallace, 2003).

La interpretacion de este tipo de marcadores se realiza con la lectura de
geles donde las secuencias repetitivas idénticas con secuencias de anclaje
diferentes proporcionan patrones diferentes (Wolfe & Liston, 1998). ISSR
combina las ventajas de AFLP y analisis de microsatélites (SSR) pero, a diferencia
de este Ultimo, la informacion de la secuencia previa para el disefio del cebador
no es requerido (Pradeep Reddy et al., 2002) y se considera como un técnica
sencilla 'y econdmica, pero fiable para la evaluacion de la diversidad genética en
pastos (Paaakinskie et al., 2000). En Panicum coloratum dicho marcador ha
permitido la discriminacion genética de materiales (Pittaro et al., 2012 a, b, ¢) y

también en poblaciones de Chloris gayana (Ribotta et al., 2019).

Hipotesis
Existe variabilidad genética en materiales de Megathyrsus maximus

detectable mediante marcadores moleculares intermicrosatélites (ISSR).

Objetivo general
Evaluar la existencia de variabilidad genética presente en materiales de M.

maximus mediante marcadores moleculares intermicrosatélites (ISSR).

Objetivos especificos
Ajustar la técnica de intermicrosatélites (ISSR) en materiales de M.

maximus.

Caracterizar molecularmente los materiales de M. maximus.



MATERIALES Y METODOS

En este capitulo de tesis se utilizaron plantas del jardin de introduccién de
la UCC que correspondian a los genotipos Gatton Panic (GA), Green Panic (GR),
Mutale (MU), Penquero (PE) y Vencedor (VE).

Estos genotipos fueron descriptos por Aganga & Tshwenyane, (2004) de
la siguiente manera: 1) Megathyrsus maximus cv. Gatton; es un genotipo de altura
media originalmente de Zimbabue (Humphreys & Patridge, 1995). 2) O'Reilly,
(1975) describi6 el cv. Green Panic (Megathyrsus maximus var. Trichoglume)
como nativo de Africa. También es una planta perenne alta, con macollos, que
crece en verano. Green panic es mas claro en apariencia y de porte mas alto. 3)
cv. Mutale es un genotipo local de Sudéafrica del norte de la provincia de
Transvaal. 4) cv. Vencedor fue mejorado para la tolerancia al frio en América del
Sur. 5) Penquero que es un ecotipo obtenido a partir de una vieja poblacion de
Gatton Panic.

En primer término, se llevo a cabo la caracterizacion molecular de ocho
clones del genotipo Vencedor, 15 de Gatton, 17 de Green Panic, 16 de Penquero
y 26 del genotipo Mutale de Megathyrsus maximus debido a que los materiales
provenian de propagacion agadmica. Luego de confirmar que los patrones de
bandeo correspondientes a todos los clones evaluados por los genotipos eran
idénticos, se procedid a hacer un pool de ADN por cada una para evaluar
diferencias en los patrones de bandeo entre los genotipos evaluados.

Ajuste de la técnica intermicrosatélites (ISSR) y caracterizacion molecular

Extraccion de ADN genomico total

Aproximadamente 100mg de hojas frescas en estado vegetativo
completamente expandidas de cada uno de los materiales fueron muestreados en
un Unico momento; las repeticiones correspondieron al nimero de clones por cada
genotipo. Se tomaron segmentos de 4 cm desde la base de la tercera y cuarta
lamina completamente expandida, los cuales se congelaron inmediatamente en
nitrégeno liquido y se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento.

Posteriormente, se molieron con aire liquido en morteros de porcelanay se realiz6



la extraccion del ADN siguiendo las instrucciones detalladas en el protocolo del
Kit Phytopure (Amersham, Pharmacia). EI ADN fue resuspendido en agua tipo
miliQ deionizada tratada con luz UV, sin autoclavar. EI ADN obtenido se
cuantifico mediante espectrofotdémetro (ND1000, Nanodrop Technologies, Inc.,
USA) y se sembrd en geles de agarosa al 0,8% (p/v), realizando la corrida en cuba
de electroforesis en solucion tampén TBE 0,5X a 50 Voltios durante 1 hora.
Posteriormente, el gel se revelé con Gel Red bajo analizador de imagenes
(BIORAD, Molecular Imager® Gel DocTM XR System (USA)). Los morteros,
pilones, placas de Petri, pinzas, espatulas y todo el material de vidrio utilizado se

esterilizaron en estufa a 180°C durante 4 horas.

Protocolo de la técnica ISSR

La caracterizacion molecular se realizé mediante la técnica ISSR (Pradeep
Reddy et al., 2002). Se emplearon diferentes repeticiones de secuencias simples
universales (obtenidas a partir de The University of British Columbia primer set 9
y de otras especies cultivadas) (Gutiérrez-Ozuna et al., 2009; Vaillancourt et al.,
2008) en la busqueda de polimorfismos en los clones bajo estudio. Las mezclas
de reaccion se realizaron en camara de flujo laminar (Fig. 1) y las condiciones de
ciclado se realizaron segun el protocolo propuesto por Ribotta et al., (2019). Las
reacciones de amplificacion se llevaron a cabo en un termociclador Master Cycler
Gradient Eppendorf AG 22331, Eppendorf, Germany) con los siguientes
parametros: 94°C por 3 min, 35 ciclos de 93°C por 30 s, 55°C por 1 min, 72°C
por 1 min 30 s, seguido de un periodo de extensién final de 72°C por 5 min.
Posteriormente, los productos de amplificacion se sembraron en geles de agarosa
al 2% (p/v) sobre TBE 0,5X [Tris base 45 mM, &cido bérico 45 mM y EDTA 1
mM (pH 8,3)]. Se sembr6 un volumen de 10 ul de muestra por calle, respetando
siempre el mismo orden en el gel. Conjuntamente, se sembr6 un marcador de peso
molecular GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder (ThermoScientific Inc.) como
marcador de referencia. Las muestras se corrieron en cuba de electroforesis con
TBE 0,5X a 50 Voltios durante 1:30 h y a 100 Voltios durante 1h. Los geles se
tifieron con Gel Red y la presencia o ausencia de bandas se observo bajo luz
ultravioleta, en analizador de imégenes (BIORAD, Molecular Imager® Gel
DocTM XR System (USA)).



Fig. 1. Técnica de extraccion de ADN y amplificacion por Intermicrosatélites. A.
Extraccion de ADN. B. Mezclas de reaccion en camara de flujo laminar para la
amplificacion por intermicrosatélites.

Todos los cebadores analizados generaron patrones de bandeo con bandas
claras y repetibles, obteniendo fragmentos amplificados de ADN que oscilaban
entre los 180-3000 pb (Tabla 1).

Tabla 1. Lista de los cebadores tipo ISSR seleccionados para la amplificacion de
ADN, de los cinco genotipos de Megathyrsus maximus, Secuencia (5™-37) y
longitud de las bandas amplificadas a una temperatura de melting de 55°C.

Cebador  Secuencia (5°-3") Longitud de las
bandas
amplificadas (pb)

UBC810 GAGAGAGAGAGAGAGAT  500-2500

UBC816 CACACACACACACACAT  180-2000

UBC825 ACACACACACACACACT 200-1800

UBC834 AGAGAGAGAGAGAGAGCT 200-3000

UBC840A GAGAGAGAGAGAGAGACT 200-2500

Andlisis estadistico
Las diferencias en el patrén de bandas generado entre cada clon fueron

determinadas por comparacion en el gel para cada uno de los cebadores, utilizando
el marcador de referencia. Las bandas generadas con los diferentes cebadores para
cada uno de los materiales bajo estudio, que presentaran patrones reproducibles,
se usaron para construir una matriz binaria, tomando como 1 a cada banda presente
y 0 si la banda estuvo ausente, considerando bandas iguales a las que presentan la
misma movilidad en el gel (igual peso molecular). A partir de la misma, se
construyé una matriz de distancias y un dendrograma. Asimismo, se calcularon el
numero de bandas totales, el nUmero de bandas polimdrficas y monomorficas y el

contenido de informacion polimorfica para cada uno de los cebadores. Todos estos



andlisis se llevaron a cabo utilizando el programa estadistico InfoGen (Balzarini
& Di Rienzo, 2013).

RESULTADOS

Los cinco cebadores de ISSR permitieron evidenciar variabilidad genética
en los cinco materiales de Megathyrsus maximus. Los resultados estadisticos son

mostrados en la Tabla 2.

Los intermicrosatelites que més bandas amplificaron fueron UBS840A,
UBC834 y UBC825 con 19 bandas cada uno y tuvieron los mayores valores de
contenido de informacion polimdrfica. Se muestra en la Fig. 2 el patron de
amplificacion del marcador ISSR UBC825. Por otro lado, el marcador que tuvo
menos bandas polimorficas fue el UBC810. Sin embargo, los cinco
intermicrosatelites usados en este estudio tuvieron valores que superan la mitad
del recorrido o rango esperado para el contenido de informacion polimorfica (0,01

a 0,05), lo que indica que estos marcadores fueron muy informativos (Tabla 2).

Tabla 2. Numero de bandas polimérficas (BP), nimero de bandas monomdrficas
(BM) y nimero de bandas totales (BT), contenido de informacion polimorfica
(PIC) y error estandar del PIC (EE), obtenidos con los cinco cebadores ISSR en
los cinco genotipos de M. maximus.

Cebador BP BM BT PIC E.E.
UBCB840A 18 1 19 0,32 0,01
UBC810 8 1 9 0,30 0,01
UBC816 13 3 16 0,30 0,01
UBC834 18 1 19 0,32 0,01
UBC825 18 1 19 0,32 0,01
Total 75 7 82 - -




UBC 825

Fig.2. Perfil de amplificacion generado por el cebador ISSR denominado UBC825
para los cinco genotipos de Megathyrsus maximus: Gatton Panic (GA), Green Panic
(GR), Vencedor (VE), Penquero (PE), Mutale (MU). M: marcador de peso
molecular GeneRuler 100 pb Plus DNA Ladder.

Al realizar el analisis de conglomerados, la medida de distancia que
permitié ajustar con mayor precision los resultados fue Jaccard, a traves del
algoritmo sqrt (1-S), presentando un coeficiente de correlacion cofenética de 0,99.
El agrupamiento generado a partir de los fragmentos de ISSR en los cinco
genotipos permitié diferenciar dos grandes grupos. Por un lado, Vencedor y Green
Panic y por el otro, Mutale, Gatton Panic y Penquero, siendo estos ultimos los mas

estrechamente relacionados (Fig. 3).
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Fig. 3. Dendrograma de los cinco genotipos de Megathyrsus maximus (Gatton
Panic (GA), Green Panic (GR), Vencedor (VE), Penquero (PE), Mutale (MU))
conformado a partir de la matriz de distancias obtenida con cinco cebadores ISSR
(UBC840A, UBC834, UBC825, UBC810 y UBC816).

DISCUSION

En los dltimos afios, los marcadores ISSR han sido reconocidos como
técnicas moleculares Utiles y de bajo costo en la seleccion asistida por marcadores,
para la construccion de mapas de ligamiento genético y analisis de diversidad
genética (Castonguay et al., 2010; Shao et al., 2010). Nuestros resultados
muestran que los ISSR fueron marcadores con gran capacidad para producir
bandas polimorficas, lo que esta de acuerdo con informes previos en Chloris
gayana (Ribotta et al., 2019), Chrysanthemum morifolium (Shao et al., 2010),
Cynodon arcuatus (Huang et al., 2013) y Prunus armeniaca (Li et al., 2014). En
Panicum coloratum este tipo de marcadores también sirvi0 para evaluar
diferencias genéticas entre un grupo de genotipos antiguos recolectados de un
mismo lugar, los cuales mostraron variabilidad genética (Pittaro et al., 2015). Por
otra parte, en colecciones de Lathyrus sativus, el marcador ISSR denominado
UBC 810, fue considerado uno de los mas informativos para distinguir los
genotipos (Asadova et al., 2020). El analisis de conglomerados realizado a partir
de la técnica ISSR confirmd que los genotipos evaluados en este estudio eran
todos diferentes, aunque se detectd proximidad genética entre dos de ellos (GA y
PE). Esto podria deberse a que este ultimo genotipo deriva del primero y podria

ser el resultado de una adaptacidén constante a las condiciones ecoldgicas y



edafoclimaticas a las que estan expuestas las plantas. Al respecto, Li et al. (2011)
sugieren la existencia de un grado de asociacion entre el polimorfismo molecular
y el origen geografico, en la que genotipos que crecen en un ambiente similar

tienden a agruparse.

CONCLUSION

Se pudo ajustar la técnica ISSR en genotipos de Megathyrsus maximus.
Todos los cebadores analizados generaron patrones de bandeo con bandas claras
y repetibles, obteniendo fragmentos amplificados de ADN. Por otra parte, el uso
de este marcador permitid identificar variabilidad genética, lo que sugiere que
podrian ser Utiles para identificacion varietal dentro de un programa de
mejoramiento y andlisis de progenies obtenidas de cruzamientos 0 nuevo
germoplasma obtenido en la especie. Dos de los genotipos evaluados. Penquero y

Gatton Panic, mostraron estrecha relacion genética.
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CAPITULO 3

DETERMINACION DEL CONTENIDO DE ADN PLOIDIA EN
MATERIALES DE MEGATHYRSUS MAXIMUS A TRAVES DE
CITOMETRIA DE FLUJO

INTRODUCCION

Debido al tipo de reproduccion de Megathyrsus maximus (apomixis
facultativa) es posible hallar una amplia diversidad genémica y citoldgica. En este
contexto, previo a establecer una estrategia de mejoramiento, surge la necesidad

de conocer el nivel de ploidia de los diferentes materiales introducidos.

El nivel de ploidia ha sido evaluado rutinariamente utilizando citometria
de flujo como un método indirecto del conteo de cromosomas, ya que esta Gltima
técnica es laboriosa (Ollitrault-Sammarcelli et al., 1994). La citometria de flujo
mide el contenido de ADN de células somaticas, que se utiliza para inferir el
namero de cromosomas y nivel de ploidia (Arumuganathan & Earle, 1991). Con
las debidas restricciones esta técnica permite una discriminacion eficaz y precisa
de la cantidad de nucleos (previamente aislados y marcados con un fluorocromo)
existentes en cada fase del ciclo celular (GO/G1, S 'y G2/M). Una vez que las
medidas de fluorescencia de los ndcleos son expresadas en una escala arbitraria,
la obtencion de estimaciones del contenido en ADN nuclear de un determinado
tejido requiere la comparacion con la fluorescencia de nucleos aislados de un
estandar de referencia con tamafio de genoma conocido. Este tipo de anélisis esta
teniendo un impacto elevado en diversas areas de la biologia vegetal,
especialmente en disciplinas como la biosistematica, la biotecnologia y mejora de
plantas, la biologia de poblaciones y la ecologia (Loureiro, 2009). Mas aun, en
poblaciones numerosas donde resulta dificultoso cuantificar el namero
cromosomico (Ollitrault-Sammarcelli et al., 1994), varios autores han propuesto
determinar el contenido de ADN mediante citometria de flujo (Berthaud, 2001).



Asimismo, diversos trabajos mencionan que el contenido de ADN nuclear se ha
utilizado para medir el nivel de ploidia (Arumuganathan & Earle, 1991) ya que el
contenido de ADN nuclear y el nivel de ploidia estan relacionados (Bennett,
1987).

En este estudio, se utilizo la técnica de citometria de flujo para inferir el
nivel de ADN ploidia de nuestros materiales ya que, en la actualidad, numerosos
trabajos han demostrado la utilidad de la citometria de flujo (CMF) en estudios
taxondmicos (Lysak & Dolezél, 1998; Marie & Brown, 1993) y en estudios de
identificacion de la ploidia de variedades hibridas de esta especie (Clayton &
Renvoize, 1982; Savidan & Pernes, 1982).

Hipotesis
Existen cambios en el contenido de ADN ploidia en materiales de

Megathyrsus maximus detectables mediante la técnica de citometria de flujo.

Objetivo general
Determinar el contenido de ADN ploidia en materiales de Megathyrsus

maximus a través de citometria de flujo.

Objetivos especificos
Analizar mediante citometria de flujo el contenido de ADN ploidia en

cinco materiales de Megathyrsus maximus.

Establecer la existencia de diferencias en el contenido de ADN ploidia en

los materiales de Megathyrsus maximus.

MATERIALES Y METODOS

El andlisis de CMF se realizé en un citdmetro BD FACSCanto™ 11 (BD
Biosciences, San Jose, California, USA) a partir de hojas frescas en estado
vegetativo. Las hojas fueron colectadas de plantas establecidas en macetas,
provenientes de division agamica de las plantas del jardin de introduccion de la

Universidad Catdlica de Codrdoba de los cinco materiales de Megathyrsus



maximus (Gatton Panic, Green Panic, Vencedor, Mutale y Penquero). Las
muestras se procesaron utilizando el protocolo de Dolezel et al. (2007) con
pequefias modificaciones (Carloni et al., 2014). Segmentos de hojas de 4 - 6 cm?
de M. maximus y del estandar de referencia [Solanum lycopersicum L.
“Stupicképolnirané” (2C = 1,96 pg. ADN)] (Dolezel et al., 1992) fueron cortadas
manualmente con cuchilla en forma conjunta en 1 ml de solucion tampén Otto |
(0,1 M acido citrico monohidratado, 0,5% Tween 20) (Otto, 1990). Luego de
filtrar las muestras por una malla de 30 um, se centrifugaron a 1500 rpm por 5
min y el sobrenadante fue eliminado teniendo la precaucién de dejar 100 pl en
cada tubo de 1,5 ml. Las muestras se resuspendieron en 100 pl de solucién tampon
Otto | con agitacion suave. De esta mezcla se sacaron 50 pl y posteriormente se
le agreg6 125ul de solucion tampom Otto 11 (0,4 M NazHPO4 .12H20), 50 pg/mi
de ioduro de propidio (IP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), y 50 pg/ml de RNase
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). El IP y la RNase se utilizaron para marcar al
ADN nuclear y evitar fluorescencia del ARN de doble cadena, respectivamente.
Las muestras se incubaron durante 10 min a temperatura ambiente, para luego ser
corridas en un CMF. Los histogramas de intensidad de fluorescencia relativa (FL)
fueron evaluados con el programa Flowing Software ver. 2.5.1. (Perttu Terho),
descargado de la siguiente pagina:
http://www.flowingsoftware.com/index.php?page=31. Los nlcleos obtenidos en
los histogramas de FL en la fase lineal fueron encerrados en una regién y ambos
picos GO/G1 del estdndar y de la muestra, fueron evaluados.

Para cada genotipo se realizaron tres repeticiones, obtenidas en dos dias
diferentes. Esta metodologia es recomendada por Dolezél & Bartos, (2005) y se
realiza para evitar posibles diferencias que se observan en los analisis efectuados
en diferentes dias (Loureiro et al., 2006). El contenido de ADN nuclear relativo
de las plantas se expreso mediante un indice de fluorescencia (ID) teniendo en

cuenta al estandar de referencia (ID = 2C megathyrsus maximus /2C s. lycopersicum).

El valor 2C es promedio del nimero de veces que se analiz6 la muestra (n)
y esta expresado en picogramos (pg). Los valores fueron obtenidos por el anlisis
conjunto de nucleos aislados de M. maximus y S. lycopersicum (2C = 1,96 pg

ADN) como estandar de referencia.

El tamafio del genoma de cada individuo en pg (2C, revisado por

Greilhuber et al., 2005) fue estimado utilizando la siguiente férmula:



. . Media del pico G0O/G1 de M.maximus
Contenido 2C de M. maximus (pg) = —— L / ——x1,96
Media del pico GO/G1 de S.lycopersicum

Donde 2C es el contenido de ADN nuclear; GO/G1 es la posicion media de los
picos en fase de reposo (GO) y fase vacia (G1) de cada especie y 1,96 es el

contenido de ADN nuclear en pg de Solanum lycopersicum L.

Analisis estadistico
Para determinar diferencias de medias del contenido de ADN nuclear

(valor 2C), se aplic6 ANAVA a una via de clasificacion. Se realiz6 una prueba de
DGC (Di Rienzo et al., 2002) con un nivel de significancia del 5% (p<0,05)
utilizando el paquete estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2020).

RESULTADOS

En la Fig. 4 se observa el histograma de intensidad de fluorescencia
relativa (FL) de un material de M. maximus analizados en conjunto con un
estandar de referencia S. lycopersicum. Los analisis de las muestras vegetales
mostraron cuatro picos: dos representando el contenido relativo de ADN nuclear
de M. maximus y los otros dos de S. lycopersicum. Los picos dominantes
corresponden a los nucleos en la fase Go/G1 (contenido de ADN nuclear, 2C),
mientras que los picos menores corresponden a los nlcleos en la fase Gadel ciclo
celular (contenido de ADN nuclear, 4C). La ausencia de solapamiento de los picos

generados indica que el estandar interno fue adecuado.

Asimismo, se observo que los coeficientes de variacion (CVs) de los picos
generados en la fase GO/G1 fueron bajos. Para M. maximus el CV fue de 3,23 +
0,23 (n=28). En el andlisis de CMF los CVs son importantes ya que reflejan
parametros de calidad y por lo general, se consideran como aceptables valores
menores al 3% (Marie & Brown 1993) o en algunas especies dificiles < al 5%
(Galbraith et al., 2002).



El valor medio estimado de ID no fue variable, se encontraron valores que
oscilan entre 1,18 (Green Panic) a 1,20 (Penquero y Mutale) (Tabla 3). El
resultado del contenido de ADN nuclear (valor 2C) para cada uno de los materiales

se muestran en la Tabla 4.
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Fig. 4. Histograma de intensidad de fluorescencia relativa obtenido del anélisis
simultaneo de ndcleos aislados de hojas de Megathyrsus maximus y Solanum
lycopersicum L. “Stupicképolnirane” (2C = 1,96 pg ADN) como estandar de
referencia. Los picos 1 y 2 corresponden a los nucleos en la fase GO/G1 de S.
lycopersicum (1) y M. maximus (2), mientras que los picos 3 y 4 corresponden a
los nucleos en la fase G2 de S. lycopersicum (3) y de M. maximus (4).

Tabla 3. Promedio de indice de fluorescencia (ID) para cinco
genotipos de Megathyrsus maximus. n: nimero de repeticiones.
E.E. error estandar.

Genotipo ID n E.E.
Penquero 1,20 6 0,01
Mutale 1,20 4 0,01
Vencedor 1,19 6 0,01
Gatton 1,19 9 0,01
Green 1,18 3 0,01




El andlisis estadistico no detectd diferencias significativas en los valores
de ADN nuclear 2C pg ADN (Tabla 4) por lo que los cinco materiales de M.
maximus usados en este estudio presentan el mismo nivel de ADN ploidia.

Tabla 4. Contenido de ADN nuclear (valor 2C) y coeficiente de variacion (CV)
determinado por citometria de flujo en los materiales de Megathyrsus maximus
(Penquero, Mutale, Vencedor, Gatton Panic y Green Panic).

Genotipo  2C*(pg) n E.E CV (%) E.E
Penquero 2,36a 6 0,01 3,52 0,21
Mutale 2,34a 4 0,02 3,86 0,26
Vencedor 2,34a 6 0,01 3,24 0,21
Gatton 2,34a 9 0,01 2,76 0,18
Green 2,32 a 3 0,02 2,77 0,30

El valor 2C es promedio del nimero de veces que se analiz6 la muestra (n) y esta
expresado en picogramos (pg). (CV, E.E.) de la intensidad de fluorescencia de
los nucleos en la fase GO/G1 de M. maximus. E.E. = error estdndar. Medias con

igual letra no son significativamente diferentes (DGC, p<0,05).

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que los cinco
genotipos apomicticos evaluados en este estudio que se encuentran en el jardin de
introduccién de la Universidad Catolica de Cérdoba presentan igual nivel de
ploidia. Los valores 2C de DNA estuvieron en un rango de 2,32-2,36 pg, en
correspondencia con los resultados encontrados por Karlsson & Vasil, (1986) en
esta misma especie. Asimismo, estudios realizados en Bouteloua curtipendula
(Michx.) Torr. (pasto banderita), permitieron establecer que los materiales
tetraploides tuvieron valores que concuerdan con los de este estudio (2,27 a 2,63
pg) (Quero et al.,, 2007). Resultados similares se registraron en genotipos
tetraploides de Panicum virgatum L. (Hopkins et al., 1996). Hubo poca variacion
intra-especifica en el contenido de ADN nuclear en los cinco genotipos evaluados;
esta variacion deberia ser interpretada con cautela, sin considerar a éste como un

cambio en el nivel de ADN ploidia, ya que esto ha sido observado en otras



gramineas (Burson et al., 2012; Lu et al., 1998). Es posible que las pequefias
diferencias en los valores obtenidos mediante el empleo de la técnica de citometria
de flujo se deban a las diferentes metodologias aplicadas entre los laboratorios
(Dolezél et al., 1998). Al respecto, cuando se determina el contenido de ADN
nuclear se realiza una estandarizacién interna con un material vegetal (estandar)
de genoma conocido (Dolez¢l & Bartos, 2005) que en nuestro caso fue Solanum
lycopersicum L., cuyo genoma no difirio mas del doble de tamafio respecto a
nuestra muestra de estudio como es indicado por Burson et al. (2012) para evitar
solapamiento y no incurrir en errores. Otro parametro diferente en la metodologia
aplicada con otros laboratorios es el fluorocromo empleado. En nuestro analisis
de ploidia, utilizamos ioduro de propidio (IP), IP es un agente intercalante en la
doble cadena de ADN, recomendado en la medicion de ADN nuclear (Dolez¢l et
al., 1998); es uno de los reactivos de fluorescencia mas utilizados en la citometria
de flujo que se une al ADN mediante la intercalacién entre las bases del ADN y
no muestra preferencia por AT o GC. El yoduro de propidio también se une al
ARN, mostrando una fluorescencia mejorada (con un color fluorescente
ligeramente diferente), por lo que para la tincién nuclear agregamos RNasa al
tampdn. Otro fluorocromo empleado para estimar el contenido de ADN es DAPI
(4°,6-diamidino-2-fenilindol) (Kaushal et al., 2018). La solucion tampon de
aislamiento de nucleos es otro de los parametros que podria causar alguna
divergencia entre laboratorios (Loureiro, 2009). En nuestro caso, la liberacion de
los nlcleos se produjo con el tamp6n Otto (Otto, 1990) permitiendo valores
aceptables de CV menores de 4%. Similares resultados fueron obtenidos por
Carloni et al. (2014) en Cenchrus ciliaris L. No obstante, en el trabajo de Kaushal

et al. (2018) esos valores se obtuvieron con el uso de un tampon diferente.

CONCLUSION

Los materiales de M. maximus evaluados en este trabajo, presentaron igual
nivel de ploidia y hubo poca variacion intra-especifica en el contenido de ADN
nuclear. Se sugiere continuar con estudios citologicos en los que se pueda
determinar el namero cromosomico de los genotipos en estudio, ya que, aunque
la citometria de flujo es un método confiable y una herramienta de investigacion

de uso comun en la investigacion genética de plantas, la citologia y el recuento de



cromosomas siguen siendo los métodos mas precisos para sacar conclusiones
definitivas, ya que el conocimiento del nivel de ploidia de cada citotipo es de
mucha importancia para la planificacion y manejo de los materiales en un

programa de mejoramiento genético.

BIBLIOGRAFIA

Arumuganathan, K & Earle, E.D. (1991). Nuclear DNA content of some important
plant species. Plant Molecular Biology Reporter, 9:208-218.
https://doi.org/10.1007/BF02672069.

Bennett, M.D. (1987). Variation in genomic form in plants and its ecological
implications. New Phytologist, 106:177-200.
https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.1987.tb04689.x.

Berthaud, J. (2001). Apomixis and the management of genetic diversity. In:
Savidan Y, Carman J.G, Dresselhaus T editors. The flowering of apomixis:
from mechanisms to genetic engineering. Mexico, DF. CIMMYT, IRD,
European Comission DG VI (FAIR), 8-23. http://hdl.handle.net/10883/588.

Burson, B.L., Actkinson, J.M., Hussey, M.A & Jessup, R.W. (2012). Ploidy
determination of buffel grass accessions in the USDA National Plant
Germplasm System collection by flow cytometry. South African Journal of
Botany, 79:91-95. https://doi.org/10.1016/j.sajb.2011.12.003.

Carloni, E., Ribotta, A., Lopez Colomba, E., Griffa, S., Quiroga, M., Tommasino,
E., Luna, C & Grunberg, K. (2014). Somatic embryogenesis from in vitro
anther culture of apomictic buffel grass genotypes and analysis of
regenerated plants using flow cytometry. Plant Cell, Tissue and Organ
Culture, 117:311-322. https://doi.org/10.1007/s11240-014-0441-4.

Clayton, W.D & Renvoize, S.A. (1982). Graminae (Part 3). Pages 1-898 in Polhill,
RM, ed. Flora of Tropical East Africa. Rotterdam: Balkema.


https://doi.org/10.1007/BF02672069
https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.1987.tb04689.x
https://doi.org/10.1007/s11240-014-0441-4

https://books.google.com.co/books/about/Flora_of Tropical East Africa
Gramineae.html?id=RikJAQAAMAAJ&redir_esc=y.

Di Rienzo, J.A., Casanoves, F., Balzarini, M.G., Gonzalez, L., Tablada, M &
Robledo, C.W. (2020). InfoStat version 2020. Centro de Transferencia
InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cédrdoba, Argentina. URL

http://www.infostat.com.ar.

Dolezel, J., Sgorbati, S & Lucretti, S. (1992). Comparison of three DNA
fluorochromes forflow-cytometric estimation of nuclear DNA content in
plants. Physiologia Plantarum, 85:625-631. https://doi.org/10.1111/j.1399-
3054.1992.th04764.x.

Dolezel, J., Greilhuber, J., Lucretti, S., Meister, A., Lysak, M.A., Nardi, L &
Obermayer, R. (1998). Plant genome size estimation by flow cytometry:
Inter-laboratory ~ comparison.  Annals of  Botany, 82:17-26.
https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.aob.a010312.

Dolezel, ] & Bartos, J. (2005). Plant DNA flow cytometry and estimation of
nuclear ~ genome  size. Annals  of  Botany, 95:99-110.
https://doi.org/10.1093/aob/mci005.

Dolezel, J., Greilhuber, J & Suda J. (2007). Estimation of nuclear DNA content in
plants using flow cytometry. Nature Protocols 2: 2233-2244.

Galbraith, D.W., Lambert, G.M., Macas, J & Dolezel, J. (2002). Analysis of
nuclear DNA content and ploidy in higher plants. In: Current protocols in
cytometry. Robinson J. P., Darzynkiewicz Z., Dean P. N., Dressler L. G.,
Rabinovitch P. S., Stewart C.V., Tanke H. J., Wheeless L. L. Eds. New
York: John Wiley & Sons, 7.6.1-7.6.22.
https://doi.org/10.1002/0471142956.cy0706s02.

Greilhuber J., Dolezel J., Lysak M.A & Bennet M.D. (2005). The origin, evolution

and proposed stabilization of the terms "genome size", and "C-value" to


http://www.infostat.com.ar/
https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.aob.a010312

describe nuclear DNA contents. Annals of Botany, 95:255-260.
https://doi.org/10.1093%2Faob%2Fmci019.

Hopkins, A.A., Taliaferro, C.M & Christian, C.D. (1996). Chromosome number
and nuclear DNA content of several switchgrass populations. Crop Science,
36:1192-1195.
https://doi.org/10.2135/cropsci1996.0011183X003600050021x.

Karlson, S.B. & Vasil, I.K. (1986). Morphology and ultrastructure of embryogenic
cell suspension cultures of Panicum maximum (guinea grass) and
Pennisetum purpureum (Napier grass). American Journal of Botany,
73:894. https://doi.org/10.2307/2444301.

Kaushal, P., Dwivedi, K.K., Radhakrishna, A., Saxena, S., Paul, S., Srivastava,
M.K., Baig, M. J., Roy, A.K & Malaviya, D. R. (2018). Ploidy dependent
expression of apomixis and its components in guinea grass (Panicum
maximum Jacq.). Euphytica, 214:152.
https://link.springer.com/article/10.1007/s10681-018-2232-1.

Loureiro, J., Rodriguez, E., Dolezel, J] & Santos, C. (2006). Comparison of four
nuclear isolation buffers for plant DNA flow cytometry. Annals of Botany,
98:679-689. https://doi.org/10.1093/aob/mcl141.

Loureiro, J. (2009). Flow cytometric approaches to study plant genomes.
Ecosistemas, 18:103-108.
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=54012144011.

Lu, K., Kaeppler, SW., Vogel, K., Arumuganathan, K & Lee, D.J. (1998).
Nuclear DNA content and chromosome numbers in switchgrass. Great
Plains Research: A Journal of Natural and Social Sciences, 8:269-280.
https://digitalcommons.unl.edu/greatplainsresearch/396?utm_source=digit
alcommons.unl.edu%?2Fgreatplainsresearch%2F396&utm_medium=PDF&

utm_campaign=PDFCoverPages.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10681-018-2232-1#auth-S_-Saxena
https://link.springer.com/article/10.1007/s10681-018-2232-1#auth-S_-Paul
https://link.springer.com/article/10.1007/s10681-018-2232-1#auth-M__K_-Srivastava
https://link.springer.com/article/10.1007/s10681-018-2232-1#auth-M__J_-Baig
https://link.springer.com/article/10.1007/s10681-018-2232-1#auth-A__K_-Roy
https://link.springer.com/article/10.1007/s10681-018-2232-1#auth-D__R_-Malaviya

Lysak, M.A & Dolezel, J. (1998). Estimation of nuclear DNA content in Sesleria
(Poacea). Caryologia, 52:123-132.
https://doi.org/10.1080/00087114.1998.10589127.

Marie, D & Brown, S. (1993). A cytometric exercise in plant DNA histograms,
with 2C values for 70 species. Biology of the Cell, 78:41-51.
https://doi.org/10.1016/0248-4900(93)90113-S.

Ollitrault-Sammarcelli, E., Legave, J.M., Michaux-Ferriere, N & Hirsch, A.M.
(1994). Use of flow cytometry for rapid determination of ploidy level in the
genus Actmidiu. Scientia Horticulturae, 57:303-313.
https://doi.org/10.1016/S0304-4238%2894%2990113-9.

Otto, F. (1990). DAPI staining of fixed cells for high-resolution flow cytometry
of nuclear DNA. In: Methods in cell biology. Crissman H. A. and
Darzynkiewicz Z. Eds. Academic Press Incorporated, 105-110.
https://doi.org/10.1016/s0091-679x(08)60516-6.

Quero, A.R., Morales, C.R & Avendafo, C.H. (2007). Caracterizacion de la
diversidad nativa del zacate banderita [Bouteloua curtipendula (Michx.)
Torr.], mediante su nivel de ploidia. Técnica Pecuaria en México, 45:263-
278. https://lwww.redalyc.org/articulo.oa?id=61345302.

Savidan, Y & Perngs, J. (1982). Diploid-tetraploid-haploid cycles and the evolution
of Panicum maximum Jacq. Evolution, 36:596-600.
https://doi.org/10.2307/2408104.


https://doi.org/10.1016/s0091-679x(08)60516-6
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=61345302

CAPITULO 4

EFECTO DE LA ONTOGENIA EN MATERIALES DE
MEGATHYRSUS MAXIMUS SOBRE PARAMETROS DE
CALIDAD FORRAJERA Y DETERMINACION DE CAMBIOS
HISTOLOGICOS DE LOS MATERIALES CONTRASTANTES

INTRODUCCION

Megathyrsus maximus es una pastura ampliamente utilizada como
alimento forrajero para el ganado ya sea en métodos de pastoreo convencionales
0 en sistemas silvopastoriles (Barragan-Hernandez & Cajas-Giron, 2019;
Medinilla-Salinas et al., 2013).

Esta graminea tiene buena tolerancia a la sombra (Martinez-Mamian et al.,
2020; Morales-Velasco et al., 2016) y una adecuada respuesta en asociacion con
leguminosas forrajeras (Matinez-Mamian et al., 2020). M. maximus es una especie
perenne de rapido crecimiento, con un buen potencial para la produccion de
biomasa que conduce a altas tasas de carga animal durante el verano mientras que
presenta una rapida elongacion de los tallos y una rapida disminucion de la calidad
del forraje con el avance de la madurez (Benabderrahim & Elfalleh, 2021,
Carvalho et al., 2022; Carnevalli et al., 2021; Jayasinghe et al., 2022). Por lo
general, el avance de la madurez del forraje se asocia con menor produccién de
hojas y relacion hoja/tallo, siendo los tallos componentes de menor calidad que
las hojas. Sin embargo, en genotipos de Megathyrsus en estados juveniles, Stabile
et al. (2010) observaron que la digestibilidad de la fibra de los tallos era mayor

que la de las hojas, pero disminuia rapidamente con el avance de la madurez.

La calidad del forraje generalmente se mide por su valor nutritivo, el cual
estd altamente asociado con la anatomia de la hoja, su composicién quimica, la
digestibilidad de sus tejidos y el consumo voluntario por parte de los animales
(Batistoti et al., 2012). Anatomicamente, las hojas de las gramineas se



caracterizan por presentar tejido vascular (compuesto por xilema y floema), tejido
de sostén representado por el esclerénquima, tejido de relleno en forma de
parénquima incoloro (o parénquima fundamental), tejido asimilatorio
representado por clorénquima (o parénquima clorofiliano) y tejido dérmico
representado por la epidermis abaxial y adaxial. Algunos tejidos con una pared
gruesay lignificada, como la vaina parenquimatosa de los haces, el esclerénquima
y el xilema, pueden permanecer sin digerir incluso después de 46 horas de la
ingestion, mientras que otros tejidos no lignificados muestran tasas mas altas de
digestion ruminal (Garcia et al., 2021; Lista et al., 2020).

La anatomia vegetal cuantitativa se ha convertido en una herramienta
importante para la evaluacion de la calidad del forraje. Hay numerosos trabajos
que utilizan este método como una contribucion complementaria para evaluar el
potencial de digestibilidad de los tejidos foliares, considerando que algunos
tejidos son rapidamente digeribles mientras que otros perjudican la digestibilidad
y el consumo. Los analisis de las proporciones entre estos tejidos podrian indicar
el potencial de digestibilidad del forraje, por lo que es importante identificar las
variedades de gramineas tropicales con mayor valor nutritivo generando
informacidn que pueda ser utilizada en programas de mejora genética (Basso et
al., 2014; Lista et al. 2020; Santos et al., 2014). Ademas, la anatomia de los
Organos vegetativos aéreos (tallos y hojas), la proporcion relativa de tejidos y los
valores nutritivos del forraje se han mencionado por mostrar correlaciones

altamente significativas con la digestibilidad del forraje (Lista et al., 2020).

La lignina es un componente de las paredes celulares reconocido como el
principal factor limitante de la digestion de los polisacéaridos de la pared celular
en el rumen. Los microorganismos que habitan el rumen de los rumiantes poseen
la capacidad de digerir la celulosa, pero no la lignina (Clipes et al., 2010;
Markovi¢ et al., 2012; Vanholme et al., 2010a). Se menciona que las diferencias
especificas en la lignificacion de cada tejido pueden ser responsables de la baja
correlacion entre el contenido de lignina y la digestibilidad de la pared celular en

muestras de forraje cosechadas en estados de madurez similares (He et al., 2017).

Por lo tanto, el presente estudio tuvo como objetivo evaluar la existencia
de variabilidad genética en relacion al efecto de la ontogenia del cultivo sobre
parametros de calidad forrajera en materiales de Megathyrsus maximus, clasificar
los materiales de Megathyrsus maximus en relacion al efecto de la ontogenia del

cultivo sobre la digestibilidad de la FDN de los tallos y determinar cambios



histoldgicos con el avance de la madurez en laminas y tallos de aquellos materiales
de Megathyrsus maximus que resulten ser contrastantes en la digestibilidad de la
FDN de los tallos.

Hipotesis

La pérdida de digestibilidad de Megathyrsus maximus esta asociada a
cambios histoldgicos y en la composicion quimica de la pared celular en genotipos
de Megathyrsus maximus contrastantes en caracteres morfo-agronémicos y en la
digestibilidad de la FDN en tallos.

Objetivo General

Evaluar el efecto de la ontogenia sobre la calidad forrajera de genotipos de
Megathyrsus maximus, y determinar si los cambios en la calidad del forraje se
acomparfian de cambios en la composicion histologica de tallos y 1aminas foliares

en genotipos contrastantes.

Objetivos especificos

Evaluar la existencia de variabilidad genética en relacion al efecto de la
ontogenia del cultivo sobre pardmetros de calidad forrajera (morfologia de la
planta, altura, proporcion hoja/tallo, composicién quimica y la desaparicion de la
materia seca (DMS) y Fibra Detergente Neutra (FDN)) en materiales de

Megathyrsus maximus.

Clasificar los materiales de Megathyrsus maximus en relacion al efecto de

la ontogenia del cultivo sobre la digestibilidad de la FDN de los tallos.

Determinar cambios histoldgicos con el avance de la madurez en laminas
y tallos de aquellos materiales de Megathyrsus maximus que resulten ser

contrastantes en la digestibilidad de la FDN de los tallos.



MATERIALES Y METODOS

Las evaluaciones se realizaron en dos sitios experimentales de la provincia

de Cérdoba, Argentina: el campus de la Universidad Catélica de Cérdoba (UCC),
(31°29'18" S; 64°14'33" O), y en la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA)
INTA Manfredi, sita en Manfredi (31°51'23,5" S; 63°44'15,1" O). Los ensayos se
establecieron en la época estival, en el mes de noviembre del 2018 hasta febrero

del 2019.

En la tabla 5 se muestra las caracteristicas climaticas y de suelo de los dos

sitios experimentales: Campus de la Universidad Catdlica de Cérdoba (UCC), el

cual se llamard de ahora en adelante Cordoba y Estacién Experimental

Agropecuaria (EEA) INTA Manfredi, la cual se llamara Manfredi.

Tabla 5. Caracteristicas climaticas y de suelo de los dos sitios experimentales,

(Cordoba y Manfredi).
Caracteristicas Cordoba Manfredi
Clima Temperatura media (23,0 Temperatura media

° C), minima (16,4°C) y
maxima (29,6°C).
Precipitacion acumulada
de 348 mm

Suelo (capa de 0 a Suelo Haplustol éntico,

20 cm) pH 6,90, contenido de
materia organica 2,88%,
contenido de fdsforo
41,40 ppm y de nitrégeno
total 0,15%.

(22,9°C), minima (16,2°C)
y maxima (29,5°C).

Precipitacion acumulada de
604 mm

Suelo Haplustol éntico, pH
6,60, contenido de materia
organica 2,17%, contenido
de fésforo 50,30 ppm y de
nitrégeno total 0,12%.




Se tomaron las semillas de cada uno de los genotipos evaluados y en el
mes de agosto del 2018 se sembraron en macetas de 2 L y después de 15 dias se
pasaron a bolsas sopladas con tierra y vermiculita en proporcion 2:1.
Posteriormente, se pusieron a rusticar bajo invernaculo con mediasombra en el
Centro de Investigaciones Agropecuarias (CIAP). Previo al trasplante, las
plantulas fueron cortadas a la misma altura (20 cm). Cuando las plantulas tuvieron
50 cm se llevaron a campo, en los dos sitios experimentales, realizando
anteriormente las labores culturales de arado y desmalezado, sin adicién de
fertilizantes quimicos. El trasplante a campo se realizd en noviembre del 2018.

El disefio experimental del ensayo fue en bloques completamente
aleatorizados con tres repeticiones. Las parcelas consistieron en 4 m? (2 m * 2 m)
con una distancia de 0,5 m entre plantas y entre hileras con una distancia de 1 m
entre parcelas. De esta manera, cada parcela quedd constituida por 25 plantas de
cada genotipo dispuestas en cinco hileras con cinco plantas cada una. Se realizaron
tres cortes mecanicos durante cada campafa. Se detalla en la Fig. 6 el disefio
experimental con la disposicion de las unidades experimentales segun el disefio
mencionado. Las plantas fueron regadas sélo al momento del trasplante. Los
ensayos fueron desmalezados cada 30 dias después del trasplante, de manera

manual.

En la Fig. 7 se presentan fotos de la implantacion y seguimiento de las
parcelas. La etapa fenologica de cada corte fue: vegetativa para 35 dias después
del trasplante (DDT), prefloracion para 70 DDT y la etapa reproductiva para 105
DDT. Teniendo en cuenta que los genotipos habian acumulado 300 grados dias
(GDA) para el primer corte, 600 GDA para el segundo corte y 900 GDA para el

tercer corte.

Las temperaturas del sitio se registraron cada treinta minutos con un data
logger para calcular los grados dias como un promedio de todos los valores
registrados y considerando una temperatura base de 15°C.
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Fig. 6. Disefio experimental con los cinco genotipos de Megatyrsus maximus
(Vencedor (VE), Green Panic (GR), Gatton Panic (GA), Penquero (PE) y
Mutale (MU)).

Fig. 7. Implantacién, seguimiento y muestreo de ensayos a campo. A.
Implantacion de ensayo. B. Riego y desmalezado de parcelas. C. Muestreo de
altura de plantas en los ensayos.

Variables morfo-agronémicas

Las variables morfo-agronémicas medidas en cada corte fueron las
siguientes: altura total de planta (AP) (cm) medida desde la base hasta el extremo
de la planta en el tallo principal, y nimero de hojas por macollo del tallo principal
(HM) (N°). Las plantas se cortaron de forma mecénica y se pesaron en balanza
(KRETZ AUS EB30B, Santa Fe, Argentina) determinando el peso fresco (PF) (9).
Posteriormente, las muestras fueron llevadas a estufa de aire forzado (INTER
UIF797, Ojalvo, Argentina) a 60°C durante tres dias para establecer el peso seco
(PS) (g) de cada planta.

Por otra parte, se establecio el largo de lamina (LL) (cm), ancho de lamina
(AL) (cm) en el sector medio de la IAmina y el area total de lamina (ATL) (cm?).

Para ello, se tomaron imagenes de la cuarta ldmina de tres plantas por genotipo,



por bloque y para cada momento de corte y sitio experimental. Las mediciones se
Ilevaron a cabo con el programa HOJA de distribucion gratuita (Verga, 2015).

Parametros de calidad forrajera

Para la determinacion de parametros de calidad forrajera en los diferentes
estados ontogénicos (tres cortes) de las plantas colectadas se separaron las
laminas, los tallos+vainas, y las inflorescencias (Batistoti et al., 2012). Se estim6
la relacion lamina/tallo (laminas/tallos+vainas) (L/ T) y la proporcién de laminas
(laminas /(laminas+tallos+vainas) (PL)) en aproximadamente 200g de materia
seca. Posteriormente, cada parte vegetal (laminas y tallos+vainas) por separado
fue procesada en molino Willey (Arthur H. Thomas Co., Philadelphia, PA) a 2

mm.

Las variables quimicas medidas segin la metodologia propuesta por
ANKOM (Ankom Technology Corporation, Fairport, NY, EE. UU.) fueron: Fibra
detergente &cida secuencial (FDA) (%) (ANKOM, 2014a), Fibra detergente
Neutra con amilasa y por duplicado (FDN) (%) (ANKOM, 2014b; AOAC, 2002)
sin sulfito de sodio (Hintz et al., 1996; VVan Soest et al., 1991), Lignina Detergente
Acida con 4cido sulftrico, libre de cenizas (LDA) (%) (ANKOM, 2013), Cenizas
(CEN) y desaparicion in situ de la materia seca (DMS) (%). Los resultados de
estas variables medidas se utilizaron para la calibracién de las curvas de

espectroscopia de la técnica de infrarrojo cercano (NIRS).

Técnica de infrarrojo cercano (NIRS)

Muestras de ldminas y tallos de los cinco genotipos fueron analizadas por
espectroscopia de infrarrojo cercano (NIRS). Esta técnica se basa en la
qguimiométrica, la cual combina la espectroscopia, la estadistica y la computacién
para desarrollar modelos matematicos (Jiménez, 2007). Se constituy6 un conjunto
de calibraciones de muestras que involucraron diferentes etapas fenoldgicas,
condiciones agroecologicas y accesiones de especies subtropicales, como
Cenchrus ciliaris, Chloris gayana (Juan et al., 2012; Juan et al., 2020) y de
muestras de tallos y hojas de los resultados de los analisis nutricionales
tradicionales (quimica humeda) de Megathyrsus maximus. La absorcion de
radiacion en infrarrojo cercano de cada muestra se recogio por duplicado con un

equipo FOSS DS-2500, modo reflectancia, rango 400-2500 nandmetros con



mediciones cada 0,5 nm. Las calibraciones se desarrollaron con el software
WINISI IV utilizando Cuadrados Minimos Parciales Modificados, previa
aplicacion de tratamientos matematicos (derivadas, suavizado y correccion por
tamario de particulas) y seleccién del rango espectral mas adecuado (Juan et al.,
2020). Los valores de correlacion de pendiente y coeficiente (entre paréntesis)
entre la quimica himeda y el analisis NIRS para NDF, ADL y DMD fueron 0,991
(0,97), 0,992 (0,98), 0,999 (0,98), respectivamente (Juan et al., 2012; Juan et al.,
2020). Los resultados que se muestran en este trabajo son los obtenidos por el
andlisis NIRS, debido a las altas correlaciones con los valores de los analisis

nutricionales tradicionales.

Digestibilidad in vitro de la materia seca (ivDMS) y de la fibra detergente
neutra (dFDN)

El procesamiento de estas muestras fue realizado en el Laboratorio de
Forrajes de la EEA INTA Rafaela. Las muestras seleccionadas para el analisis
fueron los tallos del corte uno y tres. Se eligieron dos cortes porque eran los mas
contrastantes entre los cultivares teniendo en cuenta las observaciones morfo-
agrondmicas y de calidad forrajera evaluadas en los dos sitios experimentales. La
ivDMS y la dFDN de muestras de tallo se determinaron por el método ANKOM
(Ankom Technology Corporation, Fairport, NY, EE. UU.). Se colocaron
aproximadamente 500 mg de cada muestra en la bolsa de filtro (F57; 50 x 55 mm;
Ankom Technology Corporation, Fairport, NY, EE. UU.), que luego fueron
selladas con calor. Las muestras se trataron con acetona durante 5 minutos y se
secaron al aire a peso constante, luego se pusieron en bolsas y se incubaron en
incubadora Daisy Il (ANKOM Technology Corporation, Fairport, NY, EE. UU.)
durante 48 h a 39°C. El contenido de rumen se recogio antes de la alimentacion
de la mafiana de dos vacas equipadas con una canula ruminal. Los animales fueron
alimentados con dietas estandar para cumplir con sus requisitos de mantenimiento.
Despueés de purgar con COz, el contenido de rumen extraido de los animales se
transporto al laboratorio en un termo, y fue filtrado a través de cuatro capas de tela
de queso, mezclada, nuevamente purgada. Finalmente, el contenido de rumen final
se vertio a los frascos, previamente llenos de una mezcla calentada (39°C). El
equipo Daisy Il gird los frascos continuamente en la camara de incubacion.
Después de la incubacidn, los frascos se drenaron y las bolsas se enjuagaron bien

con agua fria. Luego se realiz6 una extraccion con una solucién de detergente



neutral (DN; Goering & Van Soest, 1970) durante 1 hora a 100°C, en el equipo
ANKOM 220 Fiber Analyzer (tecnologia Ankom (ANKOM Technology
Corporacion, Fairport, NY, EE. UU.). Las bolsas con residuos nuevamente se
enjuagaron suavemente en agua fria, se secaron en una estufa durante 4 h a 100°C
y se pesaron. La DMS se calculé como la materia seca que desaparecid del peso
inicial y el resultado final fue la media de dos réplicas. Este proceso permite
remover restos microbianos y algunos remanentes de fracciones solubles, para
obtener resultados en términos de digestibilidad in vitro de la materia seca, los que
se consideran como estimativos de la digestibilidad real de los alimentos
(ANKOM, 2023).

Técnica de cortes histoldgicos
Se llevé a cabo andlisis histologicos en Vencedor y Green Panic basado en
el comportamiento contrastante de las variables largo, ancho y area de lamina, y

de las variables FDN, LDA y DMS, en laminas y tallos.

Las observaciones de los cortes histoldgicos fueron realizadas segun
Carloni et al., (2014). Segmentos de 2 cm desde la base de la tercera hoja
completamente expandida y segmentos de 4 cm al nivel del cuarto entrenudo del
tallo principal fueron fijados en FAA (50% etanol, 35% agua, 10% formaldehido,
5% éacido acético glacial) por 48 h. Posteriormente, fueron transferidos a etanol
70% (v/v) para su almacenamiento (Ruzin, 1999). Las muestras conservadas en
etanol 70% se lavaron con H20, se colocaron en &cido fluorhidrico al 5% durante
48 h y luego se enjuagaron con H20 (5 cambios de 20 min c/u). Posteriormente,
las mismas fueron deshidratadas en una serie de diluciones de etanol (30%, 50%,
70%, 80%, 90%, 96%, 100% v/v) e incluidas en parafina siguiendo la técnica
convencional de D"Ambrogio de Arglesio (1986). Las secciones de 15 um de
grosor para laminas y 25-40 um para tallos obtenidas con un microtomo rotativo
(Modelo Accu-Cut® SRM 200 CW), se tifieron con Safranina y Fast Green (1%)
y se observaron bajo microscopio confocal Nikon Eclipse TI. Las imagenes,
amplificadas a x10 y %20 se analizaron empleando el programa ImageJ (Image
Processing and Analysis in Java) (Schneider et al., 2012). Las mediciones se
realizaron en muestras correspondientes al corte uno y corte tres para ldminas y
tallos, en tres repeticiones bioldgicas (tres secciones transversales por muestra).
Para realizar las mediciones y establecer la proporcién de tejido relativo de la
epidermis adaxial (Ep.Ad), la epidermis abaxial (Ep.Ab), el tejido vascular (TV),



Siembrade Trasplante Trasladoa

el parénquima incoloro (PI), el esclerénquima (Es), la vaina de kranz (VK), las
células buliformes (CB) y el clorénquima (C) se tuvieron en cuenta en el caso de
laminas, dos haces vasculares, ambos situados en la parte adyacente a la nervadura
central, y para tallos se midio en una porcion triangular desde la epidermis hacia

la parte central.

En la Fig. 8 se muestra una linea de tiempo donde se detalla desde el
momento de la siembra hasta el final del ciclo con las variables medidas en cada

fecha de corte.

macetas

. b - Trasplante Primer Segundo Tercer
semillasen  abolsas rusticar
acampo mugstreo muestreo muestreoy
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& MNSi0s
Variables a medir :
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Fig. 8. Linea de tiempo desde la siembra hasta el Gltimo muestreo y variables
medidas en genotipos de Megathyrsus maximus (2018-2019).

Anadlisis estadistico

Todas las variables agronémicas, nutricionales, morfoldgicas e
histoldgicas se evaluaron mediante un analisis de varianza de tres vias (ANOVA):
los factores principales fueron "genotipo”, "sitio" y "corte". Se probo evidencia de
una distribucion normal y la homogeneidad de las variaciones (Levene, 1960;
Shapiro & Wilk, 1965) antes del andlisis. En este modelo los genotipos, los sitios
y el corte fueron factores fijos, mientras que las repeticiones (bloques) fueron

factores aleatorios.

Las diferencias entre las medias se evaluaron utilizando la prueba de
comparacion multiple DGC (Di Rienzo, Guzméan & Casanoves, 2002). El anélisis

se realizo utilizando el software estadistico Infostat (Di Rienzo et al., 2020).
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RESULTADOS

Variables morfo-agronomicas

El anélisis estadistico de las variables agrondmicas mostré diferencias
significativas en la interaccién triple (genotipo*sitio *corte) para altura de planta
(AP) (p=0,0001), nimero de hojas por macollo principal (HM) (p=0,0336) y Peso
Seco (PS) (p=0,0066) (Tabla 6). En relacion a la variable AP, Mutale fue el
genotipo que presentd menor altura en el primer corte para Manfredi (109,4 cm)
mientras que Vencedor fue el mas alto para el tercer corte en Cérdoba (253,4 cm).
Con respecto HM, los genotipos que mostraron mayor nimero fueron Gatton
Panic y Penquero para el tercer corte en Manfredi. Mutale para el segundo y tercer
corte de Manfredi (10,0 y 9,4, respectivamente) y tercer corte en Cordoba (10,2),
mientras que Vencedor presentd el menor ndmero en el primer corte para
Manfredi y Cordoba (2,4 y 2,7, respectivamente) (Tabla 6).



Tabla 6. Valores promedios y error estandar para las variables altura de planta,
nimero de hojas por macollo principal y peso seco en cinco genotipos de
Megatyrsus maximus (Vencedor (VE), Green Panic (GR), Gatton Panic (GA),
Penquero (PE) y Mutale (MU)) en tres fechas de corte en los dos sitios
experimentales (Cérdoba y Manfredi).

CORDOBA
Genotipo Corte 1 Corte 2 Corte 3
GA 170,8+3,7 D 220,8£39 F 208,1+39 F
GR 165,8+3,7 D 183,2+3,7E 182,3+3,7E
Altura (cm) VE 119,9+3,7B 206,2+3,7 F 253,4+3,9 H
PE 173,6x3,7D 213,1+37F 204,8+3,7 F
MU 128,7+3,7B 238,6+3,7G 227,9+£3,7G
GA 5,0+05B 6,4+0,6 B 9,0+0,6 C
] . GR 4,3+0,7B 6,3+0,5B 8,0£0,5C
Nimero Sfﬂ?(?ljsjll VE 2705 A 4,7+05 B 7,9£0,6 C
PE 4,6£0,5B 6,1+0,5B 8,4+0,5C
MU 3,8:105B 6,1+05B 10,2+0,5D
GA 163,4+17,0 B 307,2£18,1 C 292,7£17,0C
GR 123,6+17,0 A 231,2£17,0C 206,3+17,0 B
Peso seco () VE 78,8+17,0 A 235,4+18,1C 376,9+19,3 D
PE 136,7+17,0 A 315,09+17,0C 264,7£18,1C
MU 114,2+17,0 A 289,9+17,0C 360,8+17,0 D
MANFREDI
Genotipo Corte 1 Corte 2 Corte 3
GA 163,4+3,7 D 205,743,7 F 215,639 F
GR 152,245 C 180,450 E 181,7¢5.0E
Altura (cm) VE 125,4+3,7B 202,4+3,7 F 239,839 G
PE 161,6+3,7 D 212,6+£39F 216,639 F
MU 109,4+3,7 A 2059442 F 231,0£39G
GA 6,8+0,5B 7,6+0,6 C 11,0+0,6 D
; . GR 5,5+0,5B 8,6+0,7C 8,8+£0,7C
Nimero Sflggf;‘;{ VE 2405 A 5,605 B 8,3£0,6 C
PE 59+05B 8,7+0,6 C 11,3+0,6 D
MU 4,00,5B 10,0+0,6 D 9,4+0,6 D
GA 123,1+17,0 A 197,5+17,0 B 327,8+£17,0C
GR 99,5+20,8 A 183,9+20,8 B 262,6+£20,8 C
Peso seco () VE 80,1+17,0 A 252,4+17,0C 373,3x17,0D
PE 113,2+17,0 A 241,9+170C 312,0+18,1C
MU 81,3+17,0 A 203,9+18,1 B 271,2+18,1C

Nota: Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) para la interaccion
triple o de tres vias (genotipo * corte* sitio).



En cuanto a PS presentaron los mayores valores Vencedor para el tercer
corte en Cordoba y Manfredi (376,9 y 373,39, respectivamente) y Mutale para el
tercer corte en Manfredi (360,8g). A diferencia de esto, los menores pesos se
observaron en el primer corte para todos los genotipos (rango entre 78,89 -136,79)
sin diferencias significativas entre ellos con excepcion del cultivar Gatton Panic
en el primer corte en Cdrdoba que tuvo un peso promedio de 163,4g. El analisis
estadistico de las variables relacion lamina/tallo (L/T) y porcentaje de laminas
mostrd diferencias altamente significativas (p<0,0001) en la interaccion doble
genotipo*corte. Al respecto, para L/T, Vencedor y Mutale en el primer corte
tuvieron los valores mas elevados mostrando diferencias estadisticamente
significativas entre ellos (5,4 y 1,4, respectivamente) (Tabla 7). En relacion a PL,
Vencedor tuvo el mayor porcentaje de ldminas (82,4%) mientras que Green Panic,
Gatton Panic y Penquero, en el segundo y tercer corte presentaron los menores
valores sin diferencias estadisticamente significativas entre ellos (valores
comprendidos entre 18,4 y 22,3%) (Tabla 7).

Las variables ancho, largo y area de lamina presentaron diferencias
altamente significativas (p<0,0001) en la interaccion doble (genotipo*corte). Para
la variable ancho de ldmina, Vencedor en el corte tres tuvo los mayores valores
(2,3 cm) mientras que los genotipos con menores valores fueron Green en el corte
tres (1,5 cm) y corte uno (1,6 cm) (Tabla 7). En relacion a largo de lamina,
Vencedor en el corte tres tuvo los mayores valores mientras que los menores
valores se presentaron en Green Panic para el corte tres (26,9 cm) y para el corte
dos (29,4 cm) (Tabla 7). Con respecto al area de la lamina, Vencedor en el segundo
y tercer corte (76,2 y 103,3 cm, respectivamente) tuvo los valores més altos
mientras que los menores valores correspondieron a Green Panic en el corte uno
(29,2 cm), corte dos (34,4 cm) y corte tres (32,9 cm), a Gatton Panic, Penquero,

Mutale y Vencedor en el corte uno (31,6, 34,7, 35,4, y 36,0 cm, respectivamente).



Tabla 7. Valores promedio y error estandar para largo, ancho y area de lamina,
relacion laminas/tallo y porcentajes de ld&minas foliares en cinco genotipos de
Megatyrsus maximus (Vencedor (VE), Green Panic (GR), Gatton Panic (GA),
Penquero (PE) y Mutale (MU)) evaluados en tres fechas de corte en dos sitios
experimentales (Cérdoba y Manfredi).

Variables Genotipos Corte 1 Corte 2 Corte 3
GA 33,0+1,0B 34,1+1,1B 32,8+1,1B
GR 35,2+1,2B 29,411 A 26,9+1,0A
Largo de
L. VE 37,5+1,2C 55,6+1,1 D 61,8+1,3E
lamina (cm)
PE 34,9+10B 32,3+1,0B 33,56+1,0B
MU 36,9+1,1C 39,3+1,1C 38,3+t1.1C
GA 1,7+0,1 B 2,0£0,1C 1,7¢0,1 B
GR 1,6+0,1 A 1,7¢0,1 B 1,5¢0,1 A
Ancho de VE 1,7£0,1B 2,0£0,1C 2,3+0,1 D
lamina (cm) PE 1,7£0,1B 1,8+0,1 B 1,7+0,1 B
MU 1,6£0,1 A 1,9+0,1C 1,9+0,1C
GA 31,6+2,1 A 47,1+2,1 B 43,8122 B
Area de GR 29,2+2 3 A 34,4121 A 32,9+ 2,1 A
A VE 36,0+2,3 A 76,2+2,1 D 103,3+2,7D
lamina(cm?)
PE 34,7121 A 39,612,1 B 44,0+2,1 B
MU 35,412,0 A 542+2,1C 59,1+2,2C
GA 0,6+£0,3 A 0,3+0,3 A 0,2£0,3 A
GR 0,5£0,3 A 0,2+0,1 A 0,2£0,3 A
Relacion VE 54+0,3C 0,8+0,3 A 0,5£0,3 A
lamina/tallo PE 0,6+0,3 A 0,3t0,3 A 0,2+0,3 A
MU 1,4+0,3 B 0,4+0,3 A 0,4+0,3 A
GA 37,3+25C 20,925 A 18,9+25 A
Porcentaje GR 30,6+2,7B 18,9+2,7 A 18,4+2,7 A
de ldminas VE 82,4+25F 43,3+2,5D 34,3+25C
(%) PE 35,4+2,5C 22,3t25 A 18,9+25 A
MU 56,4+2,5 E 28,3+2,5B 25,16+2,5B

Nota: Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas (p< 0,05) para la interaccion
doble (genotipo * corte).

Variables de calidad forrajera

Para laminas foliares, no hubo diferencias significativas (p>0,05) para la
interaccion de dos vias (genotipo * corte) en todas las variables analizadas, sélo
se observaron diferencias significativas entre cortes (p<0,05). El mayor porcentaje
de FDN se presentd en Vencedor para el tercer corte (67,5%) y los valores mas
bajos se observaron en el primer corte para todos los genotipos en un rango de
57,6%-58,9%, sin diferencias estadisticas entre ellos (Tabla 8). Para la variable
FDA, Vencedor mostro el valor mas alto (32,5%) en el tercer corte mientras que

los valores més bajos se observaron en el primer corte para todos los genotipos en



un rango de 23,1%-24,1% sin diferencias estadisticas entre ellos. En cuanto a
LDA, Vencedor tuvo los porcentajes mas altos para segundo y tercer corte (4,2%
y 4,2%, respectivamente) mientras que el genotipo con menor valor fue Penquero
para el primer corte (2,3%); Green Panic, Gatton Panic y Vencedor se
mantuvieron sin cambios y sin diferencias estadisticas entre ellos. En relacion a
DMS, Vencedor tuvo el valor mas bajo en el tercer corte (64,1%) mientras que los
valores mas altos se observaron en el primer corte en un rango de 72,3% - 76,1%

en todos los genotipos (Tabla 8).



TABLA 8. Valores promedio y error estandar expresados en porcentaje para fibra
detergente neutra (FDN), fibra detergente acida (FDA), lignina detergente &cida
(LDA) y desaparicion en materia seca (DMS) de laminas foliares en cinco genotipos
de M. maximus (Vencedor (VE), Green Panic (GR), Gatton Panic (GA), Penguero
(PE) y Mutale (MU)) evaluados en tres fechas de corte en dos sitios experimentales
(Cdérdoba y Manfredi).

Variables

. Genotipos Corte 1 Corte 2 Corte 3
nutricionales
GA 57,9+0,8 A 62,0£1,0B 64,7£1,0C
GR 58,4+1,2 A 60,7£1,0B 65,1+1,0C
FDN VE 57,6£1,0 A 62,9£1,0C 67,5£1,0D
PE 58,9+1,0 A 61,4+1,0B 65,8+1,0C
MU 58,2+1,0 A 61,9+1,0B 63,9£1,0B
GA 23,1£0,7 A 27,1+0,9B 27,8£1,0B
GR 24,0£10 A 26,2+0,9 B 28,2+1,0B
EDA VE 23,409 A 29,5+0,9 B 325£1,0C
PE 23,9109 A 27,5+0,9 B 28,9+1,0B
MU 24,1+0,9 A 27,9109 B 29,1+10B
GA 2,7+0,2B 3,210,2B 3,0+0,2B
GR 2,8+0,2B 2,8+0,2 B 3,210,2B
LDA VE 3,310,2B 4,2+0,2 C 4,2+0,2 C
PE 2,310,2 A 3,2+0,2B 3,310,2B
MU 2,8+0,2B 3,4+0,2B 3,0+0,2B
GA 75,4+11C 73,8£1,3C 68,7+1,3 B
GR 75,3+1,6 C 73,5£1,3C 68,1+1,3 B
DMS VE 72,3£t1,3C 68,1+1,3B 64,1+1,3 A
PE 76,1+1,3C 73,4+13C 66,6+1,3 B
MU 75,9+1,3C 73,9+1,3C 70,2+1,3 B

Nota: Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre cortes (p<0,05) cuando
la interaccion de dos vias (genotipo * corte) no fue significativa.

Para tallos, hubo diferencias significativas (p <0,05) para la interaccion de
tres vias (genotipo * sitio * corte) en FDN (p=0,0226) y LDA (p=0,0095) (Tabla
9) mientras que se observaron diferencias significativas (p<0,05) para la
interaccion de dos vias (genotipo * corte) en FDA (p<0,0001) y DMS (p=0,0002)
(Tabla 10). A medida que se alcanz6 la madurez se observaron valores mas altos
de FDN. Los valores mas altos se presentaron en Vencedor y Mutale con un valor
de 82,7% en el tercer corte en Cordoba, mientras que el valor mas bajo se presento
en el primer corte en Vencedor y Mutale (68,2% y 69,23% en Cordoba y Manfredi,

respectivamente).



TABLA 9. Valores promedio y error estandar expresados en porcentaje para
fibra detergente neutra (FDN) y lignina detergente acida (LDA) de tallos en
cinco genotipos de M. maximus (Vencedor (VE), Green Panic (GR), Gatton
Panic (GA), Penquero (PE) y Mutale (MU)) evaluados en tres fechas de corte
en los dos sitios experimentales (Cérdoba y Manfredi).

CORDOBA
Va_r |fa1b|es Genotipos  Corte 1 Corte 2 Corte 3
nutricionales
GA 71,5+0,8b  80,3+0,8d 80,9+0,8d
GR 72,7£0,8b  80,1+1,0d 81,7+0,8 d
FDN VE 68,2+t0,8a  78,0+0,8d 82,7£0,8 d
PE 71,7¢0,8b  80,2+0,8d 80,5+0,8 d
MU 70,8£1,0b  80,6+0,8d 82,7+0,8d
GA 5,5+0,3 a 6,8+0,2 C 7,2£0,2¢C
GR 6,0£0,2 b 7,026 Cc 7,3x0,2¢c
LDA VE 5,2+0,2 a 59+0,2b 8,2+0,2 e
PE 5,4+0,2 a 7,1+0,2 c 6,5+0,2 c
MU 5,1+0,2 a 6,8+0,2 C 7,5+0,2d
MANFREDI
Va_r 'f"‘bles Genotipos  Corte 1 Corte 2 Corte 3
nutricionales
GA 73,0£0,8b  80,8+0,8d 78,2+0,8 d
GR 73,3t1,0b  81,0+1,0d 79,0£1,0d
FDN VE 75,6£0,8¢c  79,4+0,8d 78,6+0,8 d
PE 73,3£0,8b  80,9+0,8d 78,6+0,8 d
MU 69,3t0,8a  78,6+0,8d 78,4+0,8 d
GA 5,1+0,2 a 7,8+0,2d 8,4+0,2 e
GR 52+2.6a 7,1+0,2¢c 7,7£0,3d
LDA VE 5,4+0,2 a 6,7+0,2 C 8,4+0,2 e
PE 5,2+0,2 a 7,7+£0,2d 8,5+0,2 e
MU 5,4+0,2 a 6,9+0,2 c 8,5+0,2 e

Nota: Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) en la
interaccion de tres vias (genotipo * corte* sitio).

En cuanto a la FDA, los valores mas altos se observaron en Vencedor y
Mutale en el tercer corte (52,4 y 51,4%, respectivamente) mientras que los valores
mas bajos se presentaron en el primer corte para todos los genotipos en el rango
de 41,0% - 43,1% (Tabla 10).



Con respecto a LDA, los valores més altos se observaron para el tercer
corte en Vencedor (8,2%) en Cordoba y Mutale (8,4%), Gatton (8,4%), Penquero
(8,5%) y Mutale (8,5%) en Manfredi, sin diferencias estadisticas entre ellos. Los
genotipos con los porcentajes mas bajos estuvieron en un rango de 5,1%-5,5% en
el primer corte. Para DMS, a medida que se alcanz6 la madurez se observaron los
menores valores, los cuales oscilaron entre 47,4%-50,6%, mientras que el valor

mas alto se observo en el primer corte en Mutale (71,3%) (Tabla 10).

TABLA 10. Valores promedio y error estandar expresados en porcentaje para
fibra detergente &cida (FDA) y desaparicion de materia seca (DMS) de tallos en
cinco genotipos de M. maximus (Vencedor (VE), Green Panic (GR), Gatton Panic
(GA), Penquero (PE) y Mutale (MU)) evaluados en tres fechas de corte en los dos
sitios experimentales (Cdrdoba y Manfredi).

Va_r |_ables Genotipos Corte 1 Corte 2 Corte 3
nutricionales
GA 42,7406 A 495+0,6 B  49,2+0,6 B
GR 423+0,6 A 49,0+0,7B  49,9+0,6 B
FDA VE 412406 A 48,2+06B  52,4+0,6 C
PE 43,140,6 A 50,2+0,6B  48,8+0,6 B
MU 41,0£0,6 A 49,6+06B  51,4+0,6 C
GA 67,9+0,9E 50,2+0,9A  47,4+0,9 A
GR 64,8+1,0D 492+1,1A  47,6+10A
DMS VE 67,8+t09E 58,0+09C  485+0,9 A
PE 68,1+09E 50,6+0,9A  482+0,9 A
MU 71,3t1,0F 545+09B 483493 A

Nota: Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre cortes (p<0,05) en la
interaccion de dos vias (genotipo * corte).

Digestibilidad in vitro de la materia seca (ivDMS) y de la fibra detergente
neutra (dFDN)

El andlisis estadistico mostr6 que no hubo interaccion significativa entre
genotipo y corte (G*C), sin embargo, se observaron diferencias significativas
(p<0,05) entre genotipos. Los genotipos con mayor porcentaje de dFDN fueron:
Mutale (41,3%), Vencedor (41,1%), Penquero (33,2%) y Gatton Panic (32,2%)
para el corte uno sin observarse diferencias significativas entre los mismos. Por
otro lado, Green Panic para el primer y tercer corte mostr6 los menores porcentajes
de dFDN, los cuales fueron de 18,5% y 21,0% junto con Vencedor (24,0%),



Penquero (24,4%), Gatton Panic (24,9%) y Mutale (28,1%) para el corte tres, sin
diferencias estadisticas entre ellos (p>0,05) (Tabla 11). En cuanto a la
digestibilidad in vitro de la materia seca (ivDMS) los genotipos con mayor
porcentaje fueron Mutale (74,1%), Vencedor (72,9%), Penquero (62,2%) y Gatton
Panic (59,6%), sin diferencias estadisticas entre ellos (p>0,05). En contraste a
esto, los genotipos con menor porcentaje fueron Green Panic en el corte dos
(45,9%) junto a Vencedor (43,7%), Gatton Panic (47,2%), Penquero (48,3%),
Mutale (49,9%) y Green Panic (42,2%) en el corte tres, sin diferencias estadisticas
entre ellos (p>0,05) (Tabla 11).

Tabla 11. Valores promedio y error estdndar para las variables digestibilidad de la
fibra detergente neutra (dFDN) (%) y digestibilidad in vitro de la materia seca
(ivDMS) (%) en tallos de cinco genotipos de Megathyrsus maximus (Vencedor
(VE), Green Panic (GR), Gatton Panic (GA), Penquero (PE) y Mutale (MU))
evaluados en dos fechas de corte (corte 1y corte 3) en los dos sitios experimentales
(Cérdoba y Manfredi).

Variables Genotipos Corte 1 Corte 3

nutricionales

GA 32,2+4,7B 24,9133 A

GR 18,5+4,7 A 21,0£3,3A

dFDN (1059) VE 41,1+3,3 B 24,033 A

PE 33,2+3,3B 24,4433 A

MU 41,3+3,3 B 28,1+3,3 A

GA 59,6+5,1 B 47,2+3,6 A

+ +

S DMS GR 45,9151 A 42,2+3,6 A

(1059) VE 72,9+3,6 B 43,7£3,6 A

PE 62,2+3,6 B 48,3+3,6 A

MU 74,1+3,6 B 49,9£3,6 A

Nota: Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) para la interaccion de
dos vias (genotipo * corte).

Los genotipos evaluados en este estudio disminuyeron dFDN y, en consecuencia,
ivDMS en tallos con el avance de la etapa fenoldgica, a excepcion del genotipo
Green Panic. Cabe sefialar que Vencedor exhibié cambios mas significativos en
las variables nutricionales FDN, LDA y DMS, con el avance de la etapa
fenoldgica. Estos parametros nos permitieron clasificar a los genotipos y

determinar que los contrastantes fueron Green Panic y Vencedor.



Variables anatomicas

El porcentaje promedio y el error estandar para los parametros anatomicos
medidos (areas de tejido vascular, esclerénquima, células buliformes, vaina de
Kranz, paréngquima incoloro, clorénquima y epidermis) se muestran en la Tabla
12. Los resultados corresponden al sitio de Manfredi, siguiendo la misma
tendencia los obtenidos en Cordoba. En ldminas, hubo interaccidn significativa de
dos vias (genotipo * corte) (p<0,05) para el tejido vascular (p=0,0004), células
buliformes (p=0,0008), proporcién de parénquima incoloro (p=0,0092) y
clorénquima (p=0,0362). El tejido vascular fue mayor en el genotipo Vencedor a
medida que se alcanzé la madurez mientras que Green Panic no mostrd diferencias
significativas. La proporcion de celulas buliformes en ambas superficies foliares
en la regién intervenal mostré diferencias significativas (p<0,05) entre genotipos;
Green Panic mostré incremento de dicha area mientras que Vencedor disminuyo
a medida que se alcanzaba la madurez. En cuanto a la proporcion de parénguima
incoloro, fue mayor en Green Panic a medida que se alcanzaba la madurez
mostrando diferencias significativas (p<0,05). El area del clorénquima disminuyd
significativamente del primer al tercer corte (p<0,05), mientras que Vencedor se
mantuvo sin cambios. La proporcion de epidermis adaxial y abaxial, el
esclerénquima y la vaina de kranz no mostraron diferencias estadisticas
significativas (p>0,05) para la interaccion de dos vias (genotipo * corte). La
proporcion del grosor de la epidermis en la cara adaxial mostré diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre genotipos, mientras que no se
observaron diferencias entre cortes. La proporcion de epidermis abaxial no mostro
diferencias significativas (p>0,05) entre genotipos ni entre cortes. En cuanto al
esclerénquima, éste aumento su valor en ambos genotipos a medida que se alcanzé
la madurez mostrando diferencias significativas (p<0,05) entre genotipos y entre
cortes. La vaina de Kranz mostr6 diferencias altamente significativas (p<0,05)
entre cortes en ambos genotipos mostrando disminucién en sus valores a medida
que se alcanzaba la madurez. Para los tallos, hubo interaccion significativa
(p<0,05) de dos vias (genotipo * corte) para la epidermis (p=0,0005) y el
esclerénquima (0,045). Al respecto, el area de epidermis aumento6 en Vencedor y
disminuy6 en Green Panic a medida que se alcanzd la madurez mientras que la
proporcion de esclerénguima aumentd con el avance de la madurez en ambos

genotipos. El area de tejido vascular y parénquima no mostré diferencias



estadisticas para la interaccion doble (p>0,05) (genotipo * corte). En cuanto al
area de tejido vascular ésta aumento significativamente (p<0,05) con el aumento
de la madurez mientras que la proporcién de paréngquima incoloro disminuyd
significativamente en ambos genotipos a medida que se alcanzé la madurez con
diferencias estadisticamente significativas entre cortes (Fig. 9 A, B, Cy D; Tabla
12) (Fig. 10 A, B, C y D; Tabla 12).

Tabla 12. Pardametros anatomicos expresado en porcentaje (%) medidos en la
seccion transversal de laminas y tallos de dos genotipos de Megatyrsus maximus

(Vencedor (VE) y Green Panic (GR)) en dos fechas de corte (corte 1 y 3) en
Manfredi.

Parametros

Organd  anatomicos VE °R
Corte 1 Corte 3 Corte 1 Corte 3
Epidermls  30:02a  3,0:02a 40:02b  43:02b
adaxial
EPIIEITNS  45:07a  47:06a 50:06a 50:06a
abaxial
Células 8,0t04C 6,7¢0,3B 3,3x0,3A 57+0,3B
buliformes
o Tejido 45t07A 93:t06B 11,3#06B 87068
Lamina vascular
delahoja  Vainade  1q5.67¢ 120s06a 163:06b 12,0:06a
Kranz

Esclerenquima 1,5t05a 4,3t04b 4,0£04b 6,3x0,4c

Parénquima

) 385+2,1B 41,7+1,7B 26,0x1,7A 423+1,7B
incoloro

Clorénquima 20,5+26 A 17,7422 A 30,7+22B 16,0+2,2 A
Epidermis 3,7#02B 5,0+0,3C 4,0+0,2B 3,0x0,2A

Tejido 37+14a 110+14b 60+14a 10,0+17b

Vascular
Tallo colerénquima 2.3:09A 197409B 20.3:09B 42,0409 C
Parenquima 4, 210 1¢ 663+21b 687+21b 37.0:21a

incoloro

Nota: letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas (p <0,05) para la interaccion
de dos vias (genotipo * corte) y minasculas indican diferencias significativas (p < 0,05) para
variables donde la doble interaccion no fue significativa (p > 0,05).



Fig. 9. Efecto del estado de madurez sobre las observaciones anatomicas en
genotipos de Megathyrsus maximus. Corte transversal de l&minas foliares de
Vencedor (A 'y B) y Green Panic (C y D) en el primer y tercer corte,
respectivamente. Ep. Ad, epidermis adaxial; Ep. Ab, epidermis abaxial; TV,
tejido vascular; Es, esclerénquima; CB, celulas bulliforme; VK, vaina de kranz;
PI, parénquima incoloro; C, clorénquima. Barra de escala 100 pm.



Fig. 10. Efecto del estado de madurez sobre Ias observaciones anatémicas en
genotipos de Megathyrsus maximus. Corte transversal de tallos de Vencedor (A
y B) y genotipo Green Panic (C y D) en el primer y tercer corte, respectivamente.
TV, tejido vascular; Es, esclerénquima; PI, parénquima incoloro; E, epidermis.
Barra de escala 100 pm.

DISCUSION

El estudio de parametros quimicos y cambios en la anatomia de las laminas
y tallos con el avance de la madurez es importante para determinar el potencial
productivo y la calidad nutritiva del forraje. En el presente trabajo se observo
incremento en altura de planta, namero de laminas y ancho y largo de hojas en
Megathrysus maximus con el avance de la madurez. Similares resultados se
describieron por Méndez-Martinez et al. (2018) en esta especie. En cuanto al
contenido de FDN en hojas, se incrementd del primer al tercer corte mientras que
para la variable FDA aument6 del primer al segundo corte y luego se mantuvo
constante en el Ultimo corte excepto para el genotipo Vencedor. Este Gltimo
hallazgo difiere del estudio descrito por Schnellmann et al. (2020) quienes

reportaron aumentos significativos en estos parametros entre diferentes intervalos



de corte. Estos autores mencionaron que la FDN es una fraccién de la fibra cuyo
incremento esta asociado al progreso en el estado fenoldgico de la planta. En el
caso de tallos, los contenidos de FDN y FDA aumentaron del primer al segundo
corte y luego se mantuvieron constantes hasta la ultima etapa, excepto en los
genotipos Vencedor y Mutale. Nuestros resultados difieren del estudio descrito
por Méndez-Martinez et al. (2018) y Schnellmann et al. (2020) quienes
informaron que estos pardmetros quimicos aumentaron a medida que avanzaba la
edad de la planta. De acuerdo con lo mencionado por Stabile et al. (2012) en este
trabajo se pudo observar variaciones genéticas para los parametros nutricionales
mencionados. Estos resultados podrian sugerir que los genotipos exhibieron
diferencias en las pérdidas de la calidad, unos presentaron rapidas pérdidas y otros

lentas, a medida que se alcanzaba la madurez.

En el presente trabajo, la LDA en laminas foliares se increment6 de manera
diferenciada. Para los genotipos Vencedor y Penquero aumentd a medida que se
alcanzo la madurez mientras que se mantuvo sin cambios en los genotipos Green
Panic, Gatton Panic y Mutale. Para los genotipos Vencedor y Penguero, el mayor
contenido de lignina acumulada en las partes mas maduras de las plantas es un
fendbmeno muy comun en las gramineas como lo mencionan varios autores (Lev-
Yadun, 2010; King et al., 2013). Por otro lado, los resultados descritos en los
genotipos Green Panic, Gatton Panic y Mutale podrian sugerir que el proceso de
lignificacion comenzd antes y cuando se iniciaron los primeros cortes la particion
de carbono ya se habia fijado a la pared celular. Se encontraron resultados
similares en estudios realizados en laminas de cafia de aztcar (Mason et al., 2020).
Se menciona en la bibliografia que la deposicion de lignina en las paredes
celulares de las plantas estéa regulada a través del desarrollo (Moura et al., 2010).
Seran necesarios mas estudios para evaluar a nivel anatomico con mayor detalle
el depdsito y distribucion de células lignificadas durante el desarrollo de las
laminas foliares. En cuanto a LDA en tallos, ésta se increment6 a medida que se
alcanzo la madurez en los cinco genotipos evaluados siendo los valores més altos
observados en los genotipos Gatton Panic, Vencedor y Mutale. Estos incrementos
pueden explicarse debido a que los entrenudos lignificaron sus tejidos en mayor
porcentaje que los demas genotipos a medida que se alcanzaba la madurez. Wang
et al. (2017) mencionaron conclusiones similares; dichos autores observaron un
aumento continuo en la acumulacion de lignina y un cambio importante en la

composicion de la lignina en los entrenudos en estados ontogénicos avanzados.



Ademas, varios estudios mostraron que el crecimiento del forraje esta
acompafado por un aumento del contenido de lignina con un engrosamiento
secundario de la pared celular, lo que limita la digestion de la pared celular del

forraje por parte de los rumiantes (Mauri et al., 2019; Wu et al., 2022).

Por otro lado, los porcentajes de FDN y LDA de laminas foliares fueron
menores que los de tallos en todos los genotipos de M. maximus. Este hecho podria
explicarse ya que las laminas se componen principalmente de células
parenquimaticas, mientras que los tallos muestran mas células esclerénquimaticas.
Por lo tanto, los tejidos de soporte exhibieron una mayor extensién de
lignificaciobn que los tejidos parenquimatosos del meséfilo. Similares
conclusiones se mencionan en Bernal-flores et al. (2017), Velasquez-Martinez et
al. (2022) y Wang et al. (2017). EI menor valor nutritivo del forraje en una
determinada etapa de madurez en los forrajes tropicales se atribuye principalmente
a una relacion hoja-tallo relativamente baja y a las rapidas tasas de maduracion
(Jones, 1985). El principal efecto de esta rapida tasa de madurez es un incremento
progresivo en el contenido de FDN acompafiado de un aumento en la lignificacion
de la pared celular, lo que conduce a una menor digestibilidad in vitro de la materia
seca (ivDMS) y también a una menor digestibilidad de FDN (dFDN) (Stabile et
al., 2012). En este estudio a nivel de tallos, los genotipos evaluados disminuyeron
la digestibilidad de la MS y consecuentemente, la digestibilidad de FDN con el
aumento de la madurez a excepcidn del genotipo Green Panic. Stabile et al. (2012)
encontraron grupos de rapida y lenta disminucion de la digestibilidad de la MS y
FDN en M. maximus. Vencedor a nivel de tallos, mostré significativos cambios
en los porcentajes de pardmetros de quimica himeda como FDA, FDN y DMS
como también en ivDMS y dFDN con el avance de la madurez, lo que nos podria
sugerir que es un genotipo con rapida tasa de disminucion. A diferencia de estos
resultados, Green Panic fue el genotipo que no mostré cambios en ivDMS y
dFDN, considerandolo como un genotipo de lenta tasa de disminucion. Estos
resultados podrian apoyar la idea de que la seleccidn para la calidad del forraje
también debe enfocarse en el tallo y no sélo en el valor nutricional de las ldminas
como lo menciona Stabile et al. (2010). Varios autores mencionaron que
parametros morfolégicos como ancho de ldmina (AL) y largo de ld&mina (LL) en
laminas foliares estan correlacionados con caracteres quimicos (FDN y Proteina
Cruda) que son importantes para la digestibilidad de los rumiantes. En

consecuencia, un mayor valor en parametros como AL indicarian una planta de



alta calidad para la produccion animal (Batistoti et al., 2012). Sin embargo, otras
investigaciones demostraron que la calidad nutricional de la lamina (evaluada a
través de la digestibilidad de la materia seca) se ve afectada por la longitud y la
edad en gramineas como Chloris gayana (Agnusdei et al., 2011). En este estudio,
el genotipo Vencedor tuvo los valores mas altos de LL, AL y ATL con valores
mas bajos en DMS a medida que se alcanzo la madurez. Ademas, Vencedor a
nivel de laminas tuvo los valores mas altos de LDA y FDN, sumado a que la
proporcion de tejido vascular y esclerénquima aument6 a medida que avanzaba la
madurez. En este sentido, Garcia et al. (2021) mencionan que los segmentos
basales de ld&minas de mayor nivel de insercion al tallo (Iaminas superiores),
debido a su mayor tamario en la nervadura media, muestran menor digestibilidad
de materia seca que la zona media y la apical. Estos resultados podrian explicar el
menor valor de DMS observado en el genotipo Vencedor. El soporte estructural
que asegura la nervadura central a la hoja lo proporciona principalmente el tejido
vascular (especificamente el xilema) y el esclerénquima. Estos tejidos estan
formados por células con paredes secundarias engrosadas y podrian ser los
principales responsables de la disminucién del valor nutritivo de este genotipo
como lo reporta Garcia et al. (2021). Por otro lado, el genotipo Green Panic
presento los valores més reducidos de ATL, LL y AL, lo cual estuvo asociado a
valores altos de DMS y en los primeros estados también tuvo los porcentajes mas
altos de clorénquima. Estos resultados podrian ser explicados debido a que los
tejidos del mesofilo (clorénquima) presentan digestion rapida y correlacion
positiva con la digestibilidad segun lo descripto por Lista et al. (2020). Resultados
similares obtuvieron en Chloris gayana donde las hojas de menor tamafio tuvieron

asociaciones con mayores porcentajes de digestibilidad (Agnusdei et al., 2011).



CONCLUSION

La madurez tuvo un efecto negativo en la calidad nutricional de
Megathyrsus maximus, ya que los genotipos tuvieron menores valores en la
desaparicion de materia seca de laminas y tallos y un aumento en los porcentajes
de fibra detergente &cida y neutra a medida que se alcanzaba la madurez. A nivel
de laminas la acumulacion de LDA tuvo una acumulacion diferenciada entre
genotipos, tuvo aumentos con el avance de la madurez para Vencedor y Penquero
y se mantuvo sin cambio en Gatton Panic, Green Panic y Mutale, lo que podria
sugerir una fijacion temprana de la lignina en estos genotipos. Genotipos como
Vencedor y Mutale presentaron altos valores de digestibilidad en las primeras
etapas. Se recomienda realizar futuras investigaciones adicionales sobre el manejo
del pastoreo de estos genotipos y su influencia en la produccidon de leche y carne.
El conocimiento del contenido y proporcion de tejidos en los diferentes estados
de madurez en los diferentes genotipos es fundamental para establecer estrategias
de manejo del pastoreo que permitan ofrecer pastos con bajo contenido de tejidos

lignificados.
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CAPITULO 5

EVALUACION DEL NIVEL DE EXPRESION GENICA DE
ENZIMAS CLAVES QUE PARTICIPAN EN LA
BIOSINTESIS DE LA LIGNINA EN LAMINAS Y TALLOS DE
MATERIALES DE MEGATHYRSUS MAXIMUS
CONTRASTANTES EN LA DIGESTIBILIDAD DE LA FDN
DE LOS TALLOS

INTRODUCCION

La lignina es un polimero compuesto por tres tipos de monémeros: p-
hidroxifenilo lignina (H), guayacil lignina (G) y siringil lignina (S). En general,
las ligninas de gimnospermas y especies relacionadas son ricas en unidades G y
contienen reducidas cantidades de unidades H. En dicotiledoneas, la lignina se
compone principalmente de unidades Gy S (Weng & Chapple, 2010) mientras
que en monocotileddneas tanto las unidades S como las G estan presentes en
niveles similares y la cantidad de unidades H es mayor que en las dicotiledéneas
(Vanholme et al., 2010a). Asimismo, las proporciones de las unidades de lignina
varian dependiendo de la especie vegetal, tejido/drgano y etapas de desarrollo
(Wang et al., 2017).

La lignina junto con la celulosa y la hemicelulosa son los componentes
maés abundantes de la pared celular vegetal. Este polimero fendlico se reticula
con la hemicelulosa y forma una estructura compacta incrustada a la celulosa en
la pared celular secundaria, que juega papeles cruciales en el soporte mecénico,
el transporte de agua y otorga defensa durante el crecimiento y desarrollo de las
plantas (Boerjan et al., 2003). A pesar de ser un componente quimico importante
de las paredes celulares de los forrajes, es esencialmente indigerible e inhibe la
fermentacion ruminal de la pared celular del forraje. La lignificacion de las
paredes celulares ha sido identificada como el principal factor que limita la
digestibilidad-degradabilidad de cultivos forrajeros (Kondo et al., 1998). La
capacidad de la lignina para resistir la degradacion convierte a este compuesto
en el principal componente de la pared celular responsable de la recalcitrancia
de la biomasa (Vanholme et al., 2010b; VVan Acker et al., 2013).



El proceso de lignificacidn estd regulado por un conjunto de eventos
metabolicos que resultan en la biosintesis de precursores de lignina
(monolignoles). Algunas de las enzimas clave del proceso de lignificacion
incluyen acido cafeico-O-metiltransferasa (COMT), 4-cumarato CoA ligasa
(4CL), cinamoil CoA reductasa (CCR), cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD)
y cinamato 4 hidroxilasa (C4H) (Moura et al., 2010; Stabile et al., 2012; Baxter
& Stewart, 2013). Ha sido demostrado que la expresion de genes que codifican
enzimas de la via de los fenilpropanoides modula la tasa de sintesis de la lignina
en pasturas (Ralph et al., 2004), lo cual se ha asociado negativamente con la
degradabilidad de la pared celular (Fu et al., 2011; Stabile et al., 2012) ya que la
lignina protege los polisacaridos de la hidrolisis enzimatica (Jung & Deetz,
1993). En los ultimos afios, se han realizado estudios enfocados a la reduccién
del contenido de lignina o el cambio de su composicién para aumentar su
degradacion y mejorar el valor alimenticio (Hu et al., 2019; Jung & Engels,
2002). Estos estudios se centran en la regulacion negativa de genes clave en la
ruta de biosintesis de lignina, lo que aumenta significativamente la digestibilidad
del forraje (Shadle et al., 2007; Tong et al., 2015). En especies forrajeras como
alfalfa se ha encontrado que el contenido y la composicion de la lignina han
afectado la digestibilidad del forraje (Wu et al., 2022).

Por otro lado, en Megathyrsus maximus se han realizado estudios en los
cuales la expresion de enzimas de la ruta de sintesis de la lignina fue responsable
de la disminucion de la digestibilidad de la Fibra Detergente Neutra (FDN)
(Stabile et al., 2012). Estos autores mencionaron en su trabajo que genotipos con
rapida disminucion de la digestibilidad de la FDN y ivDMS en los tallos también
tienen aumentos mas temprano en la expresion de las enzimas C4H y
CCoAOMT con avance en la madurez, a diferencia de los genotipos con baja
disminucion de la digestibilidad de la FDN. Mas aun, estudios llevados a cabo
en maiz, muestran que la expresion de C4H y otros genes de la via de sintesis de
lignina fue mayor en entrenudos de tallos jovenes que en entrenudos lignificados
(Guillaumie et al., 2007).

De esta manera, la identificacion de genes que controlan la biosintesis de
la lignina durante el desarrollo de forrajes tropicales mejoraria la comprension
del proceso de lignificacion y facilitaria el desarrollo de cultivares mejorados, lo

que consecuentemente permitiria ofrecer pasturas de mejor calidad forrajera.



Hipotesis
La pérdida de digestibilidad en Megathyrsus maximus con el avance de la
madurez esta asociada a cambios en la expresion de genes de la biosintesis de la

lignina.

Objetivo general
Evaluar el nivel de expresion de genes asociados a la biosintesis de la
lignina en materiales de Megathyrsus maximus y sus implicancias en la pérdida

de la digestibilidad con el avance de la madurez ontogenica.

Objetivos especificos

Evaluar el nivel de expresion génica de enzimas clave que participan en la
biosintesis de la lignina en ldminas y tallos de materiales de Megathyrsus maximus
que resulten ser contrastantes en la digestibilidad de la FDN de los tallos con el

avance de la madurez ontogeénica.

MATERIALES Y METODOS

Expresion de genes que codifican enzimas involucradas en la biosintesis de

lignina

Los cebadores utilizados se disefiaron con el software Primer3Plus
(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) y AmplifxX
(v.1.7.0 (http://crn2m.univ-mrs.fr / pub / amplifix) sobre las secuencias de ARNm
depositadas en GenBank para Panicum virgatum (Tabla 13 y 14). Los cddigos de
los genes analizados para las enzimas involucradas en la biosintesis de
monolignoles fueron: 4-cumarato-CoA ligasa (4CL; GenBank: EU491511.1),
cinamoil-CoAreductasa (CCR; GenBank: XM_004983487.3), cafeoil-CoA O-
metiltransferasa (CCoAOMT; GenBank: AB723826.1), cinamil alcohol
deshidrogenasa (CAD; GenBank: XM_004976726.1), fenilalanina amoniaco liasa
(PAL; GenBank: MT150275.1) y é&cido cafeico-O-metiltransferasa (COMT,;



GenBank: HQ645965). Todos los cebadores utilizados (Tabla 13 y 14) se
ordenaron a Ruralex (Buenos Aires, Argentina). Los tamafios de los productos
amplificados se confirmaron mediante electroforesis en gel de agarosa y después

de su purificacion se secuenciaron para confirmar las secuencias reales.

Extraccién de ARN y PCR en tiempo real (qQPCR)

El ARN se extrajo de tejidos foliares y de tallos cosechados en tres fechas
de corte en los dos sitios experimentales (el material muestreado corresponde a
los ensayos descritos en el capitulo 4). Se tomaron segmentos de 4 cm desde la
base de la tercera y cuarta lamina completamente expandida y segmentos de 5
cm de tallos a nivel del cuarto entrenudo, los cuales se congelaron
inmediatamente en nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C hasta su
procesamiento. Posteriormente, se molieron 100 mg de tejido congelado con aire
liquido en morteros de porcelana y se aislé el ARN total de alta calidad usando
el reactivo TRIzol™, siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen,
Buenos Aires, Argentina). EI ADN gendmico se elimind después del tratamiento
con DNasa | durante 30 minutos a temperatura ambiente usando DNasa |
(Invitrogen, Buenos Aires, Argentina). La concentracion de ARN se midio
usando un espectrofotometro Nanodrop ND-1000 (NanoDrop Technologies,
Wilmington, Delaware, EE. UU.). La calidad del ARN aislado se determino
midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm, y su integridad se verifico por
electroforesis en gel de agarosa al 1% (w/v). La primera cadena del ADN
complementario (CADN) se sintetiz6 usando M-MLV (Promega) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. En un volumen de reaccion total de 25 pL, se
cebaron 2 pug de ARN libre de DNasa total con 1 ug de oligos d(T)zo0 (Ruralex).
Para realizar la técnica de gPCR, las reacciones se llevaron a cabo en una mezcla
de reaccion de 15 pL que contenia 250 nM de cada cebador, 1 pL de muestra de
ADNCcy iQ SYBR Green Supermix (BioRad). Se incorporaron controles en cada
una de las amplificaciones. Las reacciones gPCR se realizaron utilizando un
termociclador iQ5 (BioRad). El perfil térmico se ajustd a 95°C durante 3
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C durante 30 s, 58°C durante 30 sy 72°C
durante 30 s. La especificidad del amplicon se verificd mediante analisis de
curva de fusion (55 a 95°C) después de 40 ciclos de PCR.

Los datos muestran el aumento o disminucién relativa del nivel de

expresion genica en cada muestra correspondiente a un corte en comparacion



con los niveles de expresion génica en otra muestra correspondiente al corte

siguiente.

Andlisis estadistico

Se utilizaron tres réplicas bioldgicas para cada tratamiento (genotipo *
corte) y dos réplicas técnicas para cada réplica bioldgica. Se seleccionaron como
genes de referencia, el factor de elongacion 1 alfa (EF1a) y el factor de iniciacion
eucariota 4A (EIF4a) previamente caracterizados en C. ciliaris (Simon et al.,
2013) y que resultaron exhibir mayor expresion y estabilidad en tejidos de M.
maximus. Las eficiencias de amplificacion se determinaron para cada gen
siguiendo las recomendaciones de Svec et al. (2015). Los valores de eficiencia
estuvieron entre 91 y 100 % para todos los cebadores. Los perfiles de expresion
de estos genes se estimaron en relacion a los genes de referencia utilizando el
software InfoStat (Di Rienzo et al., 2020) siguiendo las recomendaciones de
Pfaffl et al. (2002).

RESULTADOS

Los genes que codifican para la biosintesis de la lignina modificaron su
expresion, tanto para las laminas como para los tallos, principalmente en el corte
tres respecto del corte uno (Tabla 13y 14) mientras que el corte dos, por su parte,
tuvo niveles similares de expresidn respecto al corte tres (datos no mostrados).
De esta manera, se presentan los resultados comparativos del corte tres y del
corte uno en el sitio de Manfredi, siguiendo la misma tendencia los obtenidos en
Corboba. Para el caso de las laminas, el gen CCOAOMT aumentd su expresion
significativamente en ambos genotipos contrastantes (p <0,05) (Vencedor y
Green Panic) (razon log2=5,20y 3,60, respectivamente; Tabla 13). La expresion
del gen CCR también se vio aumentada significativamente para ambos genotipos
(p <0,05), Vencedor y Green (razén logz = 5,28 y 5,92, respectivamente). Con
respecto al gen COMT hubo aumento significativo para Green (p <0,05), (razén
logz = 2,51; Tabla 13) mientras que para Vencedor no hubo diferencias
significativas (p >0,05). Por su parte, Green redujo la expresion del gen 4CL de
manera significativa (p <0,05), (razén log2 = -2,06) mientras que Vencedor
también redujo su expresion, pero no mostré diferencias significativas (p >0,05)
(Tabla 13).



Respecto a los tallos, para el ggn CCOAOMT Vencedor aument6 su valor
significativamente (p <0,05), (razén log2 = 2,09; Tabla 14) mientras Green
también aumento su expresion, pero no de manera significativa (p >0,05). Para
el gen CCR, ambos genotipos aumentaron su expresion significativamente (p
<0,05) (razon log2 = 4,03 y 1,38, respectivamente; Tabla 14). En relacion con
los genes COMT, PAL y 4CL, Vencedor exhibi6 aumento significativo en la
expresion de esos genes (p <0,05) mientras que Green aumento su expresion,

pero no de forma significativa (p >0,05) (Tabla 14).

Tabla 13. Expresion de genes que codifican enzimas involucradas en la biosintesis
de lignina en laminas de dos genotipos de Megathyrsus maximus (Vencedor (VE) y
Green Panic (GR)) evaluados en dos fechas de corte (1 y 3) en Manfredi.

Laminas
Secuencia Tamario
a EE -
Genes cebadores (5" -3) producto Eficiencia R?  Genotipos &;35) vzflor
Forward /reverse  (bp) (Ratio)
AAGAGCGACGA Vencedor 520 1,91 0,0197
CCTCTACCA
CCoAOMT 119 1,99 0,99
GACGTTGTCAT Green 360 0724 0,0067
CAGGTTCCA ' ’ ’
GTGTGGAGGCA Vencedor 528 2,02 0,0205
GAACTACCC
CCR 102 200 0,99
AAACCACAGCT Green 592 020 00075
TGTTGTCGC ' ’ '
GCATCCCGTTC Vencedor 2,12 1,91 0,1121
AACAAGG
COMT 136 1,97 0,97
GCGTAGAACTC Green 251 033 00071
GAGCAGCTT ’ ’ '
CGAGTCCACAA Vencedor -022 272 02175
AGAACACCA
L ascetetceac ¥ L9 098
Green -2,06 0,43 0,0119

GATGAAGAT




Tabla 14. Expresion de genes que codifican enzimas involucradas en la biosintesis de
lignina en tallos de dos genotipos de Megathyrsus maximus (Vencedor (VE) y Green
Panic (GR)) evaluados en dos fechas de corte (1 y 3) en Manfredi.

Tallos
Secuencia cebadores
Y Tamafio EE
(5°-3) A . Log2 P-
Genes producto Eficiencia R?  Genotipos :
(ratio) ) valor
Forward /reverse (bp) (Ratio)
AAGAGCGACGACCT
CTACCA Vencedor 2,09 0,27  0,0061
CCoAOMT GACGTTGTCATCAG 119 1,91 0,995
GTTCCA Green 1,16 1,06  0,1495
GTGTGGAGGCAGAA
CTACCE Vencedor 4,03 0,58 0,0075
CCR AAACCACAGCTTGT 102 1.92 0988
TGTCGC Green 1,38 1,21 0,0175
GCATCCCGTTCAAC Vencedor 470 088  0,0067
AAGG
comMT GCGTAGAACTCGAG 136 200 0,993
CAGCTT Green 0,80 1,39 0,2989
TATTGGCAAGCTGA
TGTTCG Vencedor 5,68 0,24 0,0082
PAL GCCCTTGAAACCAT 118 190 0,998
AGTCCA Green 1,88 1,08  0,0605
CGAGTCCACAAAGA
ACACCA Vencedor 2,29 0,38  0,0053
ack AGCCTGTCGACGAT % 1.89 0978
GAAGAT Green 0,65 1,05 0,2480
DISCUSION

Este estudio mostro variaciones en las variables nutricionales y anatémicas

con el avance de la etapa fenoldgica en las laminas y los tallos, lo que permitid

discriminar los genotipos.

La disminucion de la calidad de M. maximus con la madurez se atribuye

normalmente a una mayor proporcion de tallos lo que ejerce una fuerte influencia

en la calidad forrajera del cultivo ya que los tallos son descritos con menor calidad

que las hojas (Stabile et al., 2012). Al respecto, la lignina aumenta con el

engrosamiento de la pared celular secundaria durante el desarrollo de la planta, y

limita la digestion de la pared celular del forraje por parte de los rumiantes (Jung
et al., 2002).



Existen diferentes estudios enfocados en identificar genes claves
responsables de la biosintesis de la lignina que buscan explicar las diferencias en
el valor nutritivo de pasturas en diferentes etapas de madurez (Jeong et al., 2012;
Stabile et al., 2012; Wu et al., 2022;). Al respecto, en nuestro estudio a nivel de
laminas hubo aumento significativo en la expresion de CCoOAOMT y CCR en
ambos genotipos y por su parte Vencedor mostro los valores mas altos respecto
de Green Panic. Segun bibliografia el incremento en la expresion de enzimas
codificantes para la lignina seria la responsable de la reduccion de la calidad del
forraje. Resultados similares fueron reportados en alfalfa por Wu et al. (2022). En
dicho trabajo el aumento de enzimas claves de la biosintesis de la lignina provocé
la reduccién en parametros asociados con mejor calidad de forraje. A diferencia
de estos resultados, el cultivar Green Panic redujo de forma significativa la
expresion de la enzima 4CL. Estudios previos han demostrado que la
desregulacion de 4CL es un medio para reducir el contenido de lignina en las
paredes celulares (Voelker et al., 2010). Ademas de la desregulacion de 4CL,
Green Panic también tuvo menores cambios en la expresion de enzimas claves de
la biosintesis de la lignina y mantuvo sus niveles de LDA durante el avance de la
madurez, ésto podria sugerir que el proceso de lignificacion en este genotipo
comenzo antes y cuando se iniciaron los primeros cortes la particion de carbono
ya se habia fijado a la pared celular. Similares resultados se observaron en cafia

de azUcar por diversos autores (Bottcher et al., 2013; Mason et al., 2020).

El comportamiento diferencial entre Vencedor y Green Panic para el
porcentaje de LDA en relacién al avance de la madurez, podria ser explicado por
la variabilidad genotipica para la especie, caracterizandose el genotipo Vencedor
por presentar grandes cambios en su crecimiento. Batistoti et al. (2012)
encontraron en esta especie similares resultados con otros materiales. La rapida
perdida del valor nutritivo de Vencedor podria ser explicada a su vez por la
variacion en la composicion de la lignina, ya que se ha demostrado que es un factor
importante que influye en la calidad ya que la lignina rica en S se degrada mas
facilmente que la lignina rica en G porque el grupo metoxi en la posicion C-5 de
las unidades S evita la formacion de un enlace carbono-carbono resistente a la
degradacion en esta posicion (Ziebell et al., 2010). En varias gramineas como
festuca alta (Lolium arundinaceum (Schreb.) Darbysh.; Chen et al., 2002), maiz
(Zea mays L.) (Jung & Casler, 2006; Riboulet et al., 2009), y pasto varilla

(Panicum virgatum L.) (Shen et al., 2009) se ha demostrado un aumento



progresivo de la relacion S-G durante el desarrollo del tallo. De esta manera, seria
necesario la realizacion de estudios histoquimicos en estos dos genotipos que
revelen los aumentos de unidades G y S para discriminar en mejor medida a los

genotipos de nuestra especie y ver la influencia directa en la calidad del forraje.

El aumento en la expresion de genes de la biosintesis de la lignina juega un papel
importante en el proceso de regulacion de la lignificacion (Liu et al., 2018,
Christensen & Rasmussen, 2019) que redundan en reduccion de la calidad del
forraje como reportan diversos autores (El Hage et al., 2018; Grabber et al., 2004;
Stabile et al., 2012). El aumento en la expresion de todos los genes asociados al
proceso de lignificacion a nivel de tallos observados en el genotipo Vencedor es
concordante con el obtenido a nivel de LDA cuyos valores fueron mayores
respecto de Green Panic. Este comportamiento diferencial podria deberse a que,
en cada momento del corte, Vencedor estaba en pleno desarrollo y exhibio rapida
disminucion de la calidad con el avance de la madurez. Resultados similares
fueron encontrados en tallos de cafia de azucar (Saccharum officinarum L.) por
Bottcher et al. (2013) y en guinea grass (Megathyrsus maximus) por Stabile et al.
(2012). Esto muestra claramente como la expresion de enzimas de la ruta de
sintesis de la lignina puede ser responsable de la disminucion de la calidad en unos
genotipos mas que en otros. Los menores niveles en la expresion de genes que
codifican para la lignina observados en tallos y consecuentemente la falta de
cambios a nivel de digestibilidad de la FDN en Green Panic podria sugerir que la
lignificacion habia comenzado méas temprano en el desarrollo de los tallos y en los
haces vasculares de los entrenudos jovenes mientras que la deposicion de lignina
en otros tejidos como la epidermis, la hipodermis y el parénquima de
almacenamiento fue realizado en tiempos mas tardios durante el ciclo del cultivo.
Estos resultados son consecuentes con la mayor proporcion de esclerénquima en
etapas tempranas en Green Panic respecto de Vencedor a nivel de los haces
vasculares. Similares apreciaciones son mencionadas por diversos autores en otros
cultivos vegetales (Casu et al., 2007; Jacobsen et al., 1992). Al respecto, un mayor
aumento en el contenido de lignina se encontrd en las primeras etapas del tallo de
maiz mientras que se observaron cantidades constantes durante las siguientes
etapas (Jung & Casler, 2006; Riboulet et al., 2009). Este fendmeno puede sugerir
un proceso de senescencia temprana que resultaria en reduccioén del valor
nutricional y consecuente con esto, pérdidas significativas en la produccion de

material vegetal comestible (Gregersen et al., 2013). Al respecto, se necesitaria



focalizar estudios en los mecanismos moleculares que controlan la senescencia de
M. maximus, esto es de gran importancia porque se debe garantizar que el forraje,

perenne permanezca verde por mas tiempo y con altos valores nutricionales.

CONCLUSION

El avance de la madurez tuvo efecto en la reduccion de la calidad nutritiva
en ambos genotipos contrastantes (Vencedor y Green Panic). Los incrementos en
la expresion de enzimas codificantes para la lignina, influyeron de manera
significativa en la calidad forrajera. No obstante, hubo variabilidad genética entre
los cultivares en el momento en el que se dieron dichos incrementos. Green Panic
tuvo menores cambios en la expresion de enzimas claves de la biosintesis de la
lignina y Vencedor por su parte tuvo mayores niveles de expresion génica en
laminas y en tallos. EI comportamiento diferencial entre los genotipos podria
deberse a que Vencedor estaba en pleno desarrollo y exhibié rapida disminucién
de la calidad con el avance de la madurez mientras que los menores niveles de
expresion de Green Panic podrian sugerir que la lignificacion habia comenzado

mas temprano en el desarrollo de este genotipo.
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CAPITULO 6

ASOCIACIONES ENTRE VARIABLES MORFO-
AGRONOMICAS, ANATOMICAS, DE EXPRESION GENICA
Y DE CALIDAD FORRAJERA

INTRODUCCION

A pesar de la gran productividad de las gramineas tropicales, es comun
observar que a medida que avanza el desarrollo de la planta se suscite una
disminucion del contenido de proteinas y aumento del contenido de fibra, asociado
con el aumento en el contenido de lignina, lo que limita la digestibilidad de las
mismas y consecuentemente, la produccion de carne y leche (Stabile et al., 2010).
Numerosos autores han destacado la complejidad de realizar estudios sobre este
ultimo parametro de calidad forrajera, que involucran factores como la edad de la
planta, variables climéticas, la posicion de los brotes y tipos de tejidos
involucrados (Paciullo et al., 2001; Paciullo et al., 2002; Queiroz et al., 2000).

La lignificacion es considerada un proceso relevante en la bioguimica
vegetal por su significativo impacto econémico y papel central en el desarrollo de
las plantas. La lignina es un heteropolimero compuesto por tres principales
mondmeros  fenilpropanoides (monolignoles): alcohol p-cumarilico  (p-

hidroxifenilo), coniferilico (guayacilo) y sinapilico (siringilo) (Grabber, 2005).

Un analisis de correlacién entre variables y su grado de asociacion con los
genotipos en diferentes estados de madurez nos permite comprender de manera
mas integrada toda la informacién generada identificando las variables de mayor
peso y las que mejor expliquen el comportamiento de los genotipos. En este
sentido, una técnica multivariada cominmente utilizada para el analisis de
numerosas variables simultdneamente es el analisis de componentes principales
(ACP) (Abdi & Williams, 2010; Cdérdoba et al., 2012). El analisis exploratorio

multivariado, encuentra los pesos o ponderaciones para cada variable con el fin de


https://myb.ojs.inecol.mx/index.php/myb/article/view/2137/2337

construir combinaciones lineales de variables capaces de maximizar la varianza
(Cordoba et al., 2012). Las combinaciones lineales obtenidas (CPs) son
ortogonales (independientes) y en conjunto explican toda la variabilidad de los
datos originales. La primera componente (CP1) explica la mayor parte de la
variacion total en el conjunto de datos y la segunda (CP2), la mayor parte de la
variabilidad remanente o no explicada por la CP1 (Cérdoba et al., 2012). Este
método reduce la dimensidn del analisis, ya que permite analizar el conjunto de
datos completo teniendo en cuenta varios factores de manera conjunta, es decir,
los diferentes tratamientos, condiciones (Di Rienzo et al., 2020). Las correlaciones
entre los diferentes pardmetros son exploradas por los angulos entre vectores. Los
angulos agudos y obtusos indican correlacion positiva y negativa,
respectivamente, mientras que los angulos rectos muestran ausencia de
correlacion entre las variables.

La composicion quimica de las plantas, componentes fibrosos (como las
fibras en detergente &cido y neutra) y lignina han sido correlacionados
negativamente con la digestibilidad (Batistoti et al., 2012). A su vez, diversos
estudios en gramineas forrajeras han demostrado asociacién entre las
caracteristicas anatomicas y las composiciones quimicas de las plantas forrajeras
y su calidad nutricional (Batistoti et al., 2012; Santos et al., 2014; Lista et al.,
2020), asi como la influencia de sus estructuras anatébmicas y composiciones
guimicas sobre la digestibilidad (Queiroz et al., 2000; Wilson & Brown, 1991).

Hipotesis
Existe asociacion entre variables anatomicas, quimicas y de expresion
génica que explique la pérdida de calidad en materiales de Megathyrsus maximus

con el avance de la madurez ontogénica.

Objetivo General
Establecer asociaciones entre caracteres moleculares, anatomicos, morfo-
agronomicos y de calidad forrajera evaluados en laminas y tallos de genotipos

contrastantes de M. maximus en relacion al avance de la madurez ontogénica.



Objetivos especificos
Correlacionar caracteres orfo-agronomicos, de calidad forrajera,
anatomicos y moleculares evaluados en laminas y tallos de genotipos

contrastantes de M. maximus con el avance de la madurez.

MATERIALES Y METODOS

Para cumplimentar este objetivo, se realizd un anélisis de componentes
principales (ACP) con variables morfo-agronomicas, de calidad forrajera,
anatomicas y moleculares evaluadas en los capitulos anteriores en los genotipos
contrastantes de Megathyrsus maximus (Vencedor y Green) con el avance de la
madurez.

Las variables usadas para el ACP fueron:

Variables morfo-agronémicas
Altura total de planta (AP) (cm) peso seco (PS) (g), area total de ldmina (ATL)

(cm?), largo de lamina (LL) (cm) y ancho de lamina (AL) (cm).
Variables de calidad forrajera
Fibra detergente Neutra (FDN) (%), Lignina Detergente acida con acido sulfurico,

libre de cenizas (LDA) (%), desaparicion in situ de la materia seca (DMS) (%).

Variables anatomicas
Parénguima incoloro (PI), esclerénquima (Es), vaina de kranz (VK), las células

buliformes (CB), epidermis (E) y clorénquima (C).

Variables moleculares

4-cumarato-CoA ligasa (4CL), cinamoil-CoAreductasa (CCR), cafeoil-CoA O-
metiltransferasa (CCoAOMT), fenilalanina amoniaco liasa (PAL) y acido cafeico-
O-metiltransferasa (COMT).

Analisis estadistico

Para el ACP se estandarizaron los datos antes del analisis y los resultados
se visualizan a través de gréaficos biplot (Gabriel, 1971) construidos a partir del
primer y segundo componente principal (CP1 y CP2) derivados del ACP. Para

estos analisis se utilizo el paguete estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2020).



RESULTADOS

Los dos primeros componentes principales (CP1 y CP2) del ACP
explicaron el 91% de la variabilidad total en los datos obtenidos a partir de
muestras de ldminas foliares (coeficiente de correlacion cofenética = 0,996; Fig.
11a). Al respecto, el CP1 del biplot (Fig. 11a) revel6 que los parametros LDA (-
0,21), PI (-0,28), PS (-0,29), FDN (-0,33) se agruparon y correlacionaron con
variables de expresion génica como CCR (-0,32), COMT (-0,32), CCOAOMT (-
0,33) y orientaron al genotipo Vencedor en el tercer corte. Asimismo, estas
variables estuvieron correlacionadas negativamente con VK (0,27), C (0,28) y
DMS (0,34). Por otra parte, la CP2 revel6 que AL (0,39), ATL (0,40), LL (0,41),
AP (0,35) y 4CL (0,33) se correlacionaron positivamente entre ellas vy
negativamente con Es (-0,32).

Por otra parte, segun los datos obtenidos a partir de muestras de tallos, los
dos primeros componentes principales (CP1 y CP2) del ACP explicaron el 94,2%
de la variabilidad total (coeficiente de correlacion cofenética = 0,996; Fig. 11b).
La CP1 del biplot (Fig. 11b) revelé que FDN (0,29), TV (0,30) y PS (0,32), se
agruparon y correlacionaron con variables de expresion génica como COMT
(0,31), CCR (0,32), CCOAOMT (0,32), PAL (0,32) y 4CL (0,32) para el tercer
corte. Green Panic por su parte estuvo méas asociado a Es y TV mientras que
Vencedor con FDN, PS y ADL, COMT, CCR, CCoAOMT, PAL y 4CL.
Asimismo, estas Ultimas variables correlacionaron negativamente con DMS (-
0,29). Por otra parte, la CP2 revelé que LDA (-0,42), PI (-0,55) y Es (-0,58) se

correlacionaron entre si.
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Fig. 11. Biplot que muestra las diferencias entre dos genotipos de Megathyrsus
maximus (Vencedor (VE) y Green Panic (GR)) en variables morfoagronémicas y
de calidad forrajera, anatomicas y moleculares, obtenidas a partir de muestras de
laminas foliares (A) y tallos (B) en dos cortes (corte 1y corte 3) para los dos sitios
experimentales (Cordoba y Manfredi). Abreviaturas: 4-cumarato-CoA ligasa
(4CL); Acido cafeico-O-metiltransferasa (COMT); Cinamoil-Co A reductasa
(CCR); Cafeoil-CoA O-metiltransferasa (CCoAOMT); fenilalanina amoniaco
liasa (PAL); Parénquima Incoloro (PI); Clorénquima (C); Esclerénquima (Es);
Vaina Kranz (VK); Tejido Vascular (TV); Epidermis (E); Altura de Planta (AP);
Largo de Lamina (LL); Ancho Total de Lamina (ATL); Area de Lamina (AL);
Peso Seco (PS); Fibra Detergente Neutra (FDN); Lignina Detergente Acida
(LDA); Desaparicion en Materia Seca del saco ruminal (DMS).



DISCUSION

El ACP permitio observar la correlacion entre caracteristicas morfo-
agrondémicas, anatémicas y moleculares con parametros asociados a calidad
forrajera. En este estudio, se pudo establecer que la DMS estuvo altamente
correlacionada con VK y clorénquima (C) en laminas foliares, las cuales
estuvieron asociadas a ambos genotipos en el primer corte; esta asociacion ha sido
reportada por otros autores (Basso et al., 2014; Santos et al., 2014). La VK es
considerada una fuente importante de contenido celular debido a que contiene
células ricas en proteinas facilmente digeribles y el tejido C presenta una rapida
degradabilidad y no forma barreras fisicas para la digestion. Por otro lado, en
nuestro estudio la correlacion negativa exhibida por DMS con FDN, FDA, TV y
Es, es mencionada en varios informes (Basso et al., 2014; Bumb et al., 2018;
Garcia et al., 2021; Lista et al., 2020). En este sentido, Brito et al. (2004)
evaluaron la anatomia de hojas en plantas de Brachiaria brizantha y B. humidicola
y encontraron mayor area de tejidos lignificados relacionada con menor
digestibilidad. Ademas, Batistoti et al. (2012) mostraron que una alta proporcion

de FDN se correlacion6 negativamente con la digestibilidad de la materia seca.

Por otro lado, hubo correlacion positiva entre los genes relacionados con
la biosintesis de la lignina que habian incrementado significativamente su
expresion del primer al tercer corte (CCR, COMT, CCoAOMT) con las variables
LDA 'y FDN en torno al genotipo Vencedor para el tercer corte. El aumento en la
expresion de enzimas codificantes para la biosintesis de la lignina influye
directamente en la calidad de las pasturas. Estudios realizados en genotipos de
Cenchrus ciliaris L. sometidos a estres hidrico permitieron evidenciar asociacion
entre la lignificacion de los tejidos y el incremento en la expresion de genes
relacionados a la biosintesis de la lignina (Carrizo et al., 2021). Por otro lado, la
asociacion positiva observada entre la enzima 4CL con las variables de
dimensiones de ldmina (AL, ATL, LL) y AP en Megathyrsus maximus concuerda
con los estudios de Voelker et al. (2010) donde sefiala que la regulacion negativa
de la coenzima A ligasa (4CL) podria ser una estrategia para reducir el contenido
de lignina en las paredes celulares y aumentar las tasas de crecimiento. Este hecho
podria explicarse debido a que la deposicidn de polisacaridos en la pared celular
se da como resultado de la reduccidon del carbono demandado de la sintesis de la

lignina.



En cuanto a los tallos, la asociacion positiva entre variables de calidad
forrajera (FDN, FDA) con la expresion de genes asociados a la biosintesis de la
lignina ha sido reportada en alfalfa por Wu et al. (2022). Estos autores
identificaron un gran nimero de genes de la biosintesis de la lignina con tendencia
ascendente durante el desarrollo, lo que se relacion6 directamente con la
disminucion de la calidad en los cultivares de alfalfa evaluados. En el presente
trabajo, dicha asociacion fue observada en el genotipo Vencedor, lo que podria
implicar que con el avance de la madurez la elongacion del tallo ejerce una
translocacion de carbono desde las laminas a las estructuras de soporte de las
plantas, lo que en gramineas forrajeras como M. maximus reduce la relacion
hoja/tallo y, en consecuencia, podria promover menor calidad del forraje. Estos
resultados son exhibidos en otras pasturas tales como Cynodon dactylon (pasto
Bermuda) (Cutrim et al., 2013).

Por otro lado, la falta de asociacion evidenciada entre el PS con la DMS
podria explicarse por los grandes y significativos cambios en el desarrollo en
genotipos como Vencedor. Resultados similares encontraron Stabile et al. (2012)
en tallos de esta misma especie donde un mayor valor de cambio en la maduracion
fue asociado a una mayor produccién de materia seca. Respecto de la correlacion
negativa de DMS con LDA y deméas componentes fibrosos, es esperable, debido
a que la lignina estructural de 6rganos y tejidos puede afectar la digestibilidad de

la fibra como reportan diversos autores (Moore & Jung, 2001).

CONCLUSION

Se exploraron asociaciones entre parametros morfo-agrénomicos y de
calidad forrajera, anatomicos y moleculares evaluados en genotipos contrastantes
de Megathyrsus maximus relacionados con el avance de la madurez ontogeénica.
A partir de los resultados obtenidos se pudo concluir que, los dos genotipos
contrastantes mostraron comportamiento diferencial de las variables analizadas
entre los dos momentos de corte, siendo esas diferencias mayores en los estadios
mas tardios. Para el primer corte, a nivel de lamina ambos genotipos
correlacionaron positivamente con C, VK y DMS. Hubo asociacion positiva entre
la enzima 4CL con las variables de dimensiones de lamina (AL, ATL, LL) y AP.

La regulacion negativa de la coenzima A ligasa (4CL) es una estrategia para



reducir el contenido de lignina en las paredes celulares y aumentar las tasas de
crecimiento. Para el tercer corte hubo correlacion positiva entre los genes
relacionados con la biosintesis de la lignina que habian incrementado
diferencialmente su expresion del primer al tercer corte (CCR, COMT,
CCoAOMT) con las variables LDA y FDN en torno al genotipo Vencedor, no
envidenciandose este comportamiento en el genotipo Green Panic. En cuanto a
los tallos, hubo asociacién positiva entre variables de calidad forrajera (FDN,
FDA) con la expresion de genes asociados a la biosintesis de la lignina. La
tendencia ascendente de estos genes durante el desarrollo se correlacion6
directamente con la disminucién de la calidad y dicha asociacion fue observada
con mayor repercusion en el genotipo Vencedor. Al analizar simultineamente
toda la informacion generada, se puede concluir que la madurez ejerce influencia
sobre la composicion de tejidos de las ldminas y tallos en mayor medida en el
genotipo Vencedor. Esto puede ser debido a que este genotipo presento mayores
cambios en la digestibilidad con el avance de la madurez.
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DISCUSIONES GENERALES

En los ultimos afios se han generado cambios en la produccién de carne
bovina en Argentina, los cuales son el resultado de la competencia del ganado con
otros productos agricolas, por la tierra, recursos naturales y severas restricciones
climaticas (Arelovich et al., 2011). La mayoria de la produccion de carne bovina
se encuentra en la region Pampeana y la region del Noroeste Argentino. A partir
del avance de la frontera agricola se ha registrado en la zona un proceso de
concentracion productiva de cria y recria de ganado bovino, la cual se desarrolla
principalmente sobre pasturas naturales y en menor proporcion sobre pasturas
implantadas, siendo la limitante mas importante la baja productividad de los
pastizales y la consecuente reduccion en la carga animal debido a las limitaciones
edafo-climaticas de la regién (Rearte, 2011). Megathyrsus maximus es una de las
principales especies forrajeras cultivadas en esta zona (Brizuela & Cangiano,
2011), la cual es una graminea promisoria por su valor nutritivo y por mostrar
diversidad entre cultivares en cuanto a rendimiento, calidad forrajera y respuesta

a la fertilizacion con nutrientes (Benabderrahim & Elfalleh, 2021).

El presente germoplasma constituye un importante grupo de diversidad
para andlisis genéticos adicionales, ya que se pudo identificar variabilidad
genética. La evaluacion de la variabilidad genética mediante técnicas moleculares
es muy importante en un programa de mejoramiento genético y es una herramienta
complementaria a la evaluacion morfo-agronémica, la que se encuentra

influenciada por el ambiente (Cubero, 1999).

Nuestros resultados mostraron que los ISSR fueron marcadores con gran
capacidad para producir bandas polimérficas, lo que esta de acuerdo con informes
previos en Chloris gayana (Ribotta et al., 2019), Chrysanthemum morifolium
(Shao et al., 2010), Cynodon arcuatus (Huang et al., 2013) y Prunus armeniaca
(Li et al., 2014). Este tipo de marcadores también ha servido para evaluar
diferencias genéticas entre un grupo de genotipos antiguos recolectados de un
mismo lugar, los cuales mostraron variabilidad genética (Pittaro et al., 2015). El
analisis de conglomerados realizado a partir de la técnica ISSR confirm6 que los
genotipos evaluados en este estudio eran todos diferentes, aunque se detectd
proximidad genética entre dos de ellos (Gatton Panic y Penquero). Esto podria

deberse a que este ultimo genotipo deriva del primero y podria ser el resultado de



una adaptacion constante a las condiciones ecoldgicas y edafoclimaticas a las que
estan expuestas las plantas. Al respecto, Li et al. (2011) sugieren la existencia de
un grado de asociacion entre el polimorfismo molecular y el origen geografico, en

la que genotipos que crecen en un ambiente similar tienden a agruparse.

Los materiales presentaron igual nivel de ploidia y hubo poca variacion
intra-especifica en el contenido de ADN nuclear; esta variacion deberia ser
interpretada con cautela, sin considerar a éste como un cambio en el nivel de ADN
ploidia, ya que esto ha sido observado en otras gramineas (Burson et al., 2012; Lu
et al., 1998). Se sugiere, por lo tanto, continuar con estudios citologicos en los que
se pueda determinar el nimero cromosoémico de los genotipos en estudio, ya que,
aunque la citometria de flujo es un método confiable y una herramienta de
investigacion de uso comun en la investigacion genética de plantas (Loureiro,
2009), la citologia y el recuento de cromosomas siguen siendo los métodos mas
precisos (Ollitrault-Sammarcelli et al., 1994). El conocimiento del nivel de ploidia
de cada citotipo es de mucha importancia para la planificacién y manejo de los
materiales en un programa de mejoramiento genético. Analizar el valor nutricional
y los cambios en la anatomia de laminas y los tallos con el avance de la madurez
podria ayudar a determinar el potencial productivo y la calidad nutricional del
forraje. La madurez tuvo efecto negativo en la calidad nutricional de M. maximus,
ya que los genotipos mostraron menores porcentajes de desaparicion de materia
seca (DMS) de ldminas y tallos y un aumento en los porcentajes de Fibra
Detergente Acida (FDA) y Fibra Detergente Neutra (FDN) a medida que avanza
el estado ontogénico en mayor medida en tallos que en laminas. Estas
apreciaciones pueden deberse a que las laminas consisten principalmente en
células de parénguima, mientras que los tallos tienen mas células de
esclerénquima. Velazquez-Martinez et al. (2022) y Wang et al. (2017) observaron

conclusiones similares.

En este estudio, la Lignina Detergente Acida (LDA) se depositd diferencialmente
en las laminas de los genotipos de M. maximus En VVencedor y Penquero aumentd
con la etapa fenoldgica, mientras que permanecio sin cambios en Green Panic,
Gatton Panic y Mutale. Al respecto, el mayor contenido de lignina acumulado en
la etapa reproductiva es un fendmeno muy comdn en las especies forrajeras, como
lo mencionan varios autores (Lev-Yadun, 2010; King et al., 2013). Los resultados
descritos para Green Panic, Gatton Panic y Mutale pueden sugerir que el proceso

de lignificacién comenz6 antes del primer corte y cuando se iniciaron los primeros



cortes, la division de carbono ya se habia fijado a la pared celular. Se encontraron
resultados similares en los estudios de cafia de azucar (Mason et al., 2020). Estos
autores muestran un rapido aumento en el contenido de lignina durante la etapa
de alargamiento progresivo, mientras que se observaron cantidades constantes
durante las siguientes etapas, ya que el proceso de lignificacion comienza antes
del final del proceso de alargamiento en algunos genotipos de cafia de azUcar.
Ademas, se sabe que la deposicion de lignina en las paredes celulares vegetales se
regula a través del desarrollo y que también puede verse afectada por condiciones
ambientales como el estrés bidtico y abidtico (Moura et al., 2010). Se requieren
estudios adicionales para evaluar a nivel anatdmico el depdsito y distribucion de
células lignificadas durante el desarrollo de las laminas. La LDA en los tallos
aumento con la etapa fenoldgica en los cinco genotipos evaluados, con los valores
mas altos observados en los genotipos de Gatton Panic, Vencedor y Mutale. Este
aumento puede explicarse por el hecho de que sus entrenudos lignificaron sus
tejidos en porcentajes mas altos que en los otros genotipos en la etapa
reproductiva. Wang et al. (2017) mencionaron conclusiones similares. Estos
autores observaron un aumento continuo en la acumulacion de lignina y un cambio
significativo en su composicion en los entrenudos en las etapas reproductivas.
Ademas, varios informes mostraron que el crecimiento de forraje se acomparia de
un aumento del contenido de lignina con el engrosamiento secundario de la pared
celular, lo que limita la digestién de la pared por los rumiantes (Mauri et al., 2019;
Wau et al., 2022).

Al analizar los genotipos Vencedor y Green Panic en relacién al avance de
la madurez se pudieron observar escasas y no significativas modificaciones a nivel
de calidad en los dos primeros cortes (estado vegetativo y pre-floracion) mientras
que estos cambios si fueron evidentes en el altimo corte (estado reproductivo). El
menor valor nutritivo en una determinada etapa de madurez en los forrajes
tropicales se atribuye principalmente a una relacion hoja-tallo relativamente baja
y a las rapidas tasas de maduracion (Jones, 1985). Por otra parte, en el analisis de
componentes principales en el primer corte, ambos genotipos correlacionaron
positivamente con clorénquima (C), vaina de kranz (VK) y desaparicion de la
materia seca (DMS). VK es considerado una fuente importante de contenido
celular debido a que contiene células ricas en proteinas facilmente digeribles y el
tejido C presenta una rapida degradabilidad y no forma barreras fisicas para la

digestion. Asimismo, se evidencio asociacion positiva entre la enzima 4CL con



las variables de dimensiones de lamina (ancho, largo y superficie) y la altura de
planta. En este sentido, la regulacién negativa de la coenzima A ligasa (4CL)
podria ser una estrategia para reducir el contenido de lignina en las paredes
celulares y aumentar las tasas de crecimiento como es mencionado por Voelker et
al. (2010). Para el tercer corte, hubo correlacion positiva entre los genes
relacionados con la biosintesis de la lignina que habian incrementado
diferencialmente su expresion del primer al tercer corte con las variables LDA y
FDN en torno al genotipo Vencedor. EI aumento en la expresion de enzimas
codificantes para la biosintesis de la lignina influye directamente en la calidad de
las pasturas. Estudios realizados en genotipos de Cenchrus ciliaris L. sometidos a
estrés hidrico permitieron evidenciar asociacion entre la lignificacion de los
tejidos y el incremento en la expresion de genes relacionados a la biosintesis de la

lignina (Carrizo et al., 2021).

En cuanto a los tallos, se observé asociacion positiva entre variables de
calidad forrajera (FDN, FDA) con la expresion de genes asociados a la biosintesis
de la lignina, en Vencedor en mayor medida. Al respecto Wu et al. (2022)
identificaron un gran nimero de genes de la biosintesis de la lignina con tendencia
ascendente durante el desarrollo, lo que se relacion6 directamente con la
disminucion de la calidad en los cultivares de alfalfa evaluados. EI aumento en la
expresion de todos los genes asociados al proceso de lignificacion a nivel de tallos
observados en el genotipo Vencedor es concordante con el obtenido a nivel de
LDA, cuyos valores fueron mayores respecto de Green Panic. Este
comportamiento diferencial podria deberse a que, en cada momento del corte,
Vencedor estaba en pleno desarrollo y exhibio6 rapida disminucién de la calidad
con el avance de la madurez. Resultados similares fueron encontrados en tallos de
cafia de azUcar por Bottcher et al. (2013) y en Megathyrsus maximus por Stabile
et al. (2012). Es recomendable, en base a los resultados mostrados, pastorear este
genotipo en estados tempranos (vegetativo y prefloracion) para evitar ofrecer
pasturas lignificadas. El genotipo Green Panic exhibié menores cambios en la
expresion de enzimas claves de la biosintesis de la lignina, lo que podria sugerir
que la lignificacion comenzé mas temprano en los haces vasculares de los
entrenudos jovenes, mientras que la deposicion de lignina en otros tejidos como
la epidermis, la hipodermis y el parénquima de almacenamiento fue realizado en
tiempos mas tardios durante el ciclo del cultivo. Estos resultados son consecuentes

con los resultados de diversos autores en otros cultivos vegetales (Casu et al.,



2007; Jacobsen et al., 1992). ElI comportamiento diferencial entre los dos
genotipos también podria ser el resultado de variaciones en la composicion de la
lignina, ya que se ha demostrado que es un factor importante que influye en la
calidad, ya que la lignina rica en S se degrada mas facilmente que la lignina rica
en G porque el grupo metoxi en la posicion C-5 de las unidades S evita la
formacion de un enlace carbono-carbono resistente a la degradaciéon en esta
posicion (Ziebell et al., 2010). Se hace necesario la realizacion de estudios
histoquimicos que revelen los aumentos de unidades G y S para discriminar en
mejor medida a los genotipos de nuestra especie y ver la influencia directa en la

calidad del forraje.
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