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Caracterizacion fenotipica y molecular de poblaciones de
zacate punta blanca (Digitaria californica (Benth.) Henr.)

Phenotypic and molecular characterization of populations of arizona
cottontop [Digitaria californica (Benth.) Henr.]
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RESUMEN

Se explor6 y caracterizd la diversidad fenotipica y genotipica de poblaciones del pasto punta blanca [Digitaria californica (Benth.)
Henr.], en pastizales de Chihuahua. Se realiz6 andlisis de componentes principales y conglomerados. Se observaron diferencias
significativas (P<<0.05) entre variables, indicando alta diversidad fenotipica y molecular entre poblaciones. Los tres primeros
componentes explicaron 79 % de la variacion morfolégica mostrada por los 91 ecotipos. Para el CP1, las variables que mejor
explicaron la variabilidad morfolégica fueron densidad de tallos, rendimiento de forraje y altura de forraje, las cuales se
caracterizan por agrupar variables relacionadas con produccién de forraje. Al analizar la correlacién del CP1 con rendimiento
de forraje, se observé que a medida que la densidad de tallos se incrementd, el rendimiento de forraje se increment6 casi en
la misma proporcién (r= 0.94). Efecto similar ocurrié sobre rendimiento de forraje con altura de forraje (r= 0.77), altura de
planta (r= 0.72) y diametro de macollo (r= 0.72). Los marcadores moleculares presentaron 179 bandas, donde el 86.6 %
presentan polimorfismo y 13.7 % monomorfismo. El nimero de bandas polimérficas fue de 38, 38, 38 y 40 para las combinaciones
de iniciadores EcoRI-AAG+Msel-CTG, EcoRI-ACT+Msel-CTG, EcoRI-AGG+Msel-CAG y EcoRI-AAC+Msel-CAG,
respectivamente. El dendograma presentd cuatro grupos. Los valores de similitud, muestran a los ecotipos PB-270 y PB-277 por
un lado y PB-313 y PB-337 como los de mayor heterogeneidad genética, al presentar el valor mas bajo de similitud (0.14). Se
identificaron y seleccionaron los ecotipos 505 y 596 por su alto potencial forrajero de acuerdo a su variabilidad morfoldgica.

PALABRAS CLAVE: Digitaria californica, Diversidad fenotipica, Diversidad molecular, Recursos genéticos, Variacién morfol6gica.

ABSTRACT

Phenotypic and genotypic diversity were explored and characterized in arizona cottontop [Digitaria californica (Benth.) Henr.]
populations at Chihuahua state grasslands. Principal component and cluster analysis were applied to the data using Ward
method. There were differences (P<<0.05) within variables and high phenotypic and genotypic diversity were detected among
populations. Three principal components explain 79 % of the variation on 91 ecotypes. For the PC1, shoots number, biomass
and forage height were the variables contributed on morphological diversity. Those variables are related with forage production
and regrowth. When analyzing the correlation of PC1 with forage yield, was observed that as stem density increased, forage yield
was also increased at about the same proportion (r = 0.94, P<<0.01). A similar effect occurred on the forage yield with forage
height (r= 0.77, P<<0.01), plant height (r= 0.72, P<<0.01) and tiller diameter (r= 0.72, P<<0.01). According with Ward method,
five groups were detected. Molecular markers showed 179 bands which represents 86.3 % of the polymorphism (154 bands) and
13.7 % of the monomorphysm (25 bands). Polymorphic bands were 38, 38, 38, and 40 for EcoRI-AAG+Msel-CTG, EcoRI-
ACT+Msel-CTG, EcoRI-AGG+Msel-CAG y EcoRI-AAC+Msel-CAG combination, respectively. The AFLP discriminated the
30 populations evaluated with similitud values between 0.14 and 0.55. Ecotypes PB-270 and PB-277 in one side and PB-313 and
PB-337 had the highest genetic heterogeneity; they have the lowest similitude (0.14). Ecotypes with high forage potential, based
on morphology and genetic variability, were identified (ecotypes 505 y 596).
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INTRODUCCION

La pérdida de biodiversidad es un problema presente
en las tierras de pastoreo de México(1). En especies
forrajeras nativas, esta pérdida adquiere mayor
relevancia al desaparecer especies con caracteristicas
gue pueden servir en programas de mejoramiento.
No sdlo los ecosistemas pierden su funcionalidad(),
sino que como consecuencia se reducen los servicios
naturales o ambientales (ecoturismo, hébitat, agua,
etc.) que se obtienen como forraje(3). Entre las
especies perennes nativas del norte de México, se
encuentra el pasto punta blanca [Digitaria californica
(Benth.) Henr.], distribuido en pastizales
amacollados, pastizales medianos y matorrales,
especie apetecida por el ganado, produce altos
rendimientos de forraje y responde rapidamente a
la defoliacion por pastoreo(4.5.6),

En la rehabilitacion de pastizales es necesario utilizar
especies nativas con alto rendimiento de forraje y
adaptadas al medio. Un primer paso en la
rehabilitacion, es caracterizar y determinar la
variabilidad fenotipica y genética para identificar y
seleccionar ecotipos con atributos forrajeros
sobresalientes(7). Las caracteristicas morfolégicas,
citologicas o bioquimicas ligadas a los caracteres
de interés, son importantes para su empleo en
selecciéon 'y mejoramiento genético de
especies(8:9:10), y para desarrollar variedades con
alta produccidn de forraje y calidad. Esto se logrd
al caracterizar la diversidad morfologica de 177
ecotipos del pasto banderita [Bouteloua curtipendula
(Michx.) Torr.], utilizando descriptores como altura
de forraje, altura de planta, densidad de tallos,
grosor del tallo, ancho de hoja, largo de hoja,
longitud de inflorescencia, ramillas por
inflorescencia, espiguillas por ramillas, longitud de
ramillas, raquis de inflorescencia, longitud del
pedicelo y rendimiento de forraje(). También,
Peter-Schmid et al(10) evaluaron 16 caracteristicas
morfolégicas y fisioldgicas en Festuca pratensis y
Lolium multiflorum. En F. pratensis hubo
correlacion significativa entre la diversidad de
caracteristicas morfoldgicas y localidad de sitios
muestreados. Para L. multiflorum no se observd
una clara separacion por grupos de la variabilidad
de los 38 sitios muestreados. Sin embargo,
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INTRODUCTION

Biodiversity loss is a problem in the rangelands of
Mexico(1). In native forage species, this loss
becomes more important with the disappearance of
species with characteristics that can be used in
breeding programs. When ecosystems lose their
biodiversity functionality is affected on their goods
and services(2). Services such as ecotourism, habitat,
water, among others and goods as forage are
reduced(3). Among the perennial species native to
northern Mexico, is the Arizona cottontop grass
[Digitaria californica (Benth.) Henr.] distributed in
grasslands and shrublands, high palatability;
produces high forage yields and responds quickly
to defoliation by grazing(4.5.6).

In rangeland rehabilitation it is necessary to use
native species of high forage yield and adapted to
the environment. A first step in rehabilitation is to
characterize and determine the phenotypic and
genetic variability to identify and select outstanding
forage ecotypes(7). The morphological, cytological
and biochemical characteristics linked to traits of
interest, are important for use in plant species
selection and breeding(8.9.10), and to develop
varieties with high forage production and quality.

This was achived when the morphological diversity
of 177 ecotypes of [Bouteloua curtipendula (Michx.)
Torr.], was characterized using descriptors such as
height of crop, plant height, stem density, stem
diameter, leaf width, length leaf, inflorescence
length, twigs per inflorescence, spikelets per
branches, twigs length, inflorescence rachis, pedicel
length and forage yield(1). Also, Peter-Schmid et
al(10) evaluated 16 morphological and physiological
characteristics in Festuca pratensis and Lolium
multiflorum. In F. pratensis there was no significant
correlation between the diversity of morphological
characteristics and location of sites sampled. L.
multiflorum did not show a clear separation of groups
in the variability of the 38 sampled sites. However,
considering that the morphological characteristics
are influenced by the environment, it is necessary
to use DNA markers not affected by the
environment, and detect variants at genotype level.
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considerando que las caracteristicas morfoldgicas
son influenciadas por el ambiente, es necesario
utilizar marcadores de ADN que no son afectados
por el ambiente, y detectan variantes a nivel del
genotipo.

El uso de marcadores moleculares como es el
polimorfismo en la longitud de fragmentos
amplificados (AFLP), ha sido utilizado en estudios
de diversidad genética en pastos(12-15), EI uso de
estos marcadores, facilita una valoracion répida y
eficiente de esta diversidad, comparada con otros
marcadores(12,16), al generar mayor ndmero de
bandas polimorficas(17). La recolecta de poblaciones
en diversas localidades es una préctica para evaluar
persistencia de ciertas caracteristicas deseables en
plantas. Es mejor trabajar en la seleccion de una
caracteristica que sea heredable, en vez de multiples
caracteristicas por ecotipo, porque es mas facil y
rapido el proceso de mejoramiento(18). En otro
estudio se concluye que la evaluacion de material
ex situ, en condiciones climaticas naturales y
simulacion de pastoreo, permite determinar ecotipos
resistentes a sequia y pastoreo(19). El objetivo del
presente trabajo fue explorar y caracterizar la
diversidad fenotipica y genotipica de poblaciones
de pasto punta blanca para produccion de forraje,
presentes en los pastizales del estado de Chihuahua,
Meéxico.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccién

En 2006 se recolectaron 91 ecotipos del pasto punta
blanca en diferentes ranchos ganaderos, distribuidos
en todo el estado de Chihuahua, México (Cuadro
1; Figura 1). Se recolectaron cuatro plantas por
ecotipo, con un didmetro de 2.5 cm, provista de
raiz; la parte aérea se cortd a una altura de 15 a
20 cm y se identificd cada planta (ecotipo)(20). Los
ejemplares se transportaron en hieleras, provistas
de suelo comercial de jardin humedo, y se
trasplantaron en el area agrondémica del Campo
Experimental La Campana, del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias
(INIFAP). Este sitio experimental cuenta con una
topografia plana, clima seco templado con veranos
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The use of molecular markers such as the Amplified
Fragment Length Polymorphism (AFLP) have been
used in studies of genetic diversity in grasses(12-
15), Using these markers, facilitates rapid and
efficient assessment of this diversity, compared with
other markers(12,16), generating the largest number
of polymorphic bands(17). The collection of
populations in different locations is a practice to
evaluate persistence of certain desirable
characteristics in plants. It is better to work in the
selection of a characteristic that is inherited, rather
than multiple features for ecotype, because the
process of improvement is easier and faster(18).
Another study concludes that the evaluation of ex
situ material in natural weather conditions and
grazing simulation, allow to determine ecotypes
resistant to drought and grazing(19). The aim of
this study was to explore and characterize the
phenotypic and genotypic diversity of populations
of Arizona cottontop grass for forage production,
present in the grasslands of Chihuahua, Mexico.

MATERIALS AND METHODS

Plant collection

In 2006, 91 Arizona cottontop grass ecotypes were
collected on different ranches, distributed throughout
the State of Chihuahua, Mexico (Table 1, Figure
1). Four plants of each ecotype were collected,
with a diameter of 2.5 cm, with roots; the aerial
part was cut to a height of 15 to 20 cm and each
ecotype was identified(20). The specimens were
transported in coolers with a plant substrate, and
transplanted in La Campana Experimental Station,
from the National Institute for Forestry, Agriculture
and Livestock (INIFAP). The experimental site has
a flat topography, dry climate with warm summers,
average annual temperature of 15 to 18 °C and 355
mm average rainfall per year. The alluvial soils are
sandy loam texture, pH of 6.5 and open grassland
vegetation(2). Subsequently, the ecotypes were
handled under natural rainfall.

Phenotypic characterization

After the establishment and during blooming in the
second year of growth, the following characteristics
were evaluated in each ecotype: forage height, from



Cuadro 1. Caracteristicas ambientales de los municipios donde se recolectaron 91 ecotipos del pasto punta blanca

Table 1. Environmental characteristics of the municipalities where the 91 Arizona cottontop ecotypes were collected
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Ecotype Precipitation Temperature Altitude Municipalities Ecotype Precipitation Temperature Altitude Municipalities
(mm) (°C) (m) (mm) (°C) (m)

19 415 18.0 1508 CHIH 385 415 18.0 1587 CHIH

20 415 18.0 1508 CHIH 386 415 18.0 1587 CHIH

21 415 18.0 1508 CHIH 387 415 18.0 1587 CHIH

32 462 18.3 1442 SATEVO 403 415 18.0 1485 CHIH

33 462 18.3 1442 SATEVO 404 415 18.0 1485 CHIH

76 471 16.0 1625 PARRAL 405 415 18.0 1485 CHIH

7 471 16.0 1625 PARRAL 413 350 18.0 1531 CHIH

78 471 16.0 1625 PARRAL 414 350 18.0 1531 CHIH

161 486 14.7 1923 NAMIQUIPA 431 350 18.0 1304 CHIH

184 415 18.0 1923 CHIH 433 350 18.0 1304 CHIH

185 415 18.0 1923 CHIH 451 346 19.4 1395 CAMARGO

186 415 18.0 1552 CHIH 452 346 19.4 1395 CAMARGO

208 415 18.0 1527 CHIH 478 350 18.0 1569 CHIH

209 415 18.0 1527 CHIH 479 350 18.0 1569 CHIH

210 415 18.0 1527 CHIH 480 350 18.0 1569 CHIH

223 367 14.5 1553 V. AHUMADA 481 350 18.0 1569 CHIH

224 367 14.5 1553 V. AHUMADA 504 355 18.0 1555 CHIH

225 367 14.5 1553 V. AHUMADA 505 355 18.0 1555 CHIH

238 323 17.4 1377 V. AHUMADA 543 306 18.4 1320 ALDAMA

240 323 17.4 1377 V. AHUMADA 544 306 18.4 1320 ALDAMA

244 323 17.4 1377 V. AHUMADA 545 306 18.4 1320 ALDAMA

245 323 17.4 1185 V. AHUMADA 548 306 18.4 1369 ALDAMA

246 323 17.4 1185 V. AHUMADA 550 306 18.4 1369 ALDAMA

253 323 17.4 1185 V. AHUMADA 552 306 18.4 1369 ALDAMA

255 323 17.4 1236 V. AHUMADA 567 346 19.4 1185 CAMARGO

256 231 18.1 1301 CD. JUAREZ 568 346 19.4 1185 CAMARGO

257 231 18.1 1301 CD. JUAREZ 569 346 19.4 1185 CAMARGO

258 231 18.1 1301 CD. JUAREZ 570 346 19.4 1185 CAMARGO

268 269 17.1 1298 ASCENSION 578 346 19.4 1040 CAMARGO

269 269 17.1 1298 ASCENSION 579 346 19.4 1040 CAMARGO

270 269 17.1 1298 ASCENSION 580 346 19.4 1040 CAMARGO

277 372 16 1384 JANOS 581 346 19.4 1040 CAMARGO

278 372 16 1384 JANOS 595 265 219 1080 OJINAGA

279 372 16 1331 JANOS 596 265 219 1080 OJINAGA

313 346 16.4 1550 CASAS GRANDES 597 265 219 1080 OJINAGA

315 346 16.4 1550 CASAS GRANDES 598 265 219 1080 OJINAGA

337 319 16.2 1550 BUENAVENTURA 603 265 219 1268 OJINAGA

338 319 16.2 1507 BUENAVENTURA 604 265 219 1268 OJINAGA

339 319 16.2 1507 BUENAVENTURA 605 265 219 1268 OJINAGA

341 319 16.2 1507 BUENAVENTURA 621 350 18.0 1329 CHIH

355 319 16.2 1575 BUENAVENTURA 644 350 18.0 1708 CHIH

356 319 16.2 1575 BUENAVENTURA 651 415 18.0 1837 CHIH

357 319 16.2 1575 BUENAVENTURA 652 415 18.0 1837 CHIH

364 320 16 1464 FLORES MAGON 653 415 18.0 1837 CHIH

365 320 16 1464 FLORES MAGON 654 415 18.0 1837 CHIH

366 320 16 1464 FLORES MAGON
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calidos BWk, temperatura media anual de 15 a 18
°C y precipitacion promedio de 355 mm anuales.
Los suelos son de origen aluvial con textura franco
arenosa, pH de 6.5 y vegetacion de pastizal mediano
abierto(21). Posteriormente, los ecotipos se
manejaron en condiciones naturales.

Caracterizacion fenotipica

Después del establecimiento y durante la floracion
del segundo ano de crecimiento, se evaluaron en
cada ecotipo las siguientes caracteristicas: altura de
forraje, desde el suelo hasta la presencia de hojas
(en cm); altura de planta, desde el nivel del suelo
hasta la punta de la inflorescencia (en cm); densidad
de tallos; grosor de tallos, tomando al azar un tallo
de la parte central (en mm); ancho de hoja, tomando
una hoja al azar de la parte central (en cm); largo
de hoja, tomando una hoja al azar en la parte
central (en cm); longitud de inflorescencia, tomando
una inflorescencia desde la base hasta la punta de
la misma (en cm); didmetro del macollo, en la base
al nivel del suelo (en cm); rendimiento de forraje,
en materia seca. Las plantas, se cortaron a 5 a 7
cm del nivel del suelo y las muestras se pesaron
y colocaron en estufa de aire forzado a 60 °C por
48 h, hasta alcanzar un peso seco constante.

Caracterizacion genética

Extraccion de ADN vy anélisis AFLP: para realizar
el anélisis molecular, se agruparon en 30
poblaciones, las cuales representaban a todos los
ecotipos muestreados. Para aislar el ADN se utilizd
el método descrito por Doyle y Doyle(?2). Las
reacciones de AFLP se realizaron con el protocolo
establecido por Vos et al(12),

Digestion: se anadieron 1.5 pl de solucién
amortiguadora de reaccion (RL) 10X, 2 pl de
templado de DNA a 50 ng/ul, 0.5 pl de enzima
Eco RI (10 U/ul), 0.5 pl de enzima Mse | (10 U/
ul) y se llevé la reaccion hasta un volumen de 12.5
pl con agua deionizada estéril. La mezcla se
centrifugd e incubd a 37 °C durante 2 h y por 15
min a 70 °C para inactivar las enzimas de
restriccion. Se corrobord en un gel de agarosa al
1% teiido con bromuro de etidio.
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Figura 1. Ubicacion de los 91 ecotipos del pasto punta
blanca recolectados en diferentes ranchos ganaderos en
el estado de Chihuahua, México

Figure 1. Location of the 91 Arizona cottontop grass
ecotypes, collected in Chihuahua, Mexico

the floor to the presence of leaves (cm); plant height,
from ground level to the tip of the inflorescence
(cm); stem density; stem thickness, taking at random
from the central stem (in mm); leaf width, taking
a leaf at random from the central part (in cm); long
leaf, taking a leaf at random in the center (in cm);
inflorescence length, taking an inflorescence from
base to the tip of the same (in cm); tiller diameter
in the base at ground level (in cm); forage yield,
in dry matter. Plants were cut at 5 to 7 cm of soil
level, and samples were weighed and placed in
forced air oven at 60 °C for 48 h, reaching a
constant dry weight.

Genetic characterization

DNA extraction and AFLP analysis: 30 populations
were grouped for molecular analysis, which
represented all sampled ecotypes. To isolate the
DNA, the method described by Doyle and Doyle
was used(22). AFLP reactions were performed using
the protocol established by Vos et al(12).

Digestion: 1.5 pl of reaction buffer (RL) 10X, 2 ul
of DNA annealing at 50 ng /ul, 0.5 pl of enzyme
Eco RI (10 U pl), 0.5 pl of enzyme Mse | (10 U/
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Ligacion de adaptadores: a la reaccion de digestion
se afadieron 0.3 ul de adaptador Eco RI (50 pmol),
0.3 pl de adaptador Mse | (50 pmol), 1.2 ul de ATP
(10 mM, pH 7.0), 1.0 pl de solucién amortiguadora
de reaccion (RL) 10X, 1.0 pl de T4 DNA ligasa
(5 U/ul) y 6.2 pl de agua deionizada estéril, se
mezclo, centrifugd e incub6 por 2 h a 16 °C.

Preamplificacion: se anadieron 2.5 pl de DNA
digerido, ligado y diluido 1:10, 1.15 ul de Oligo
Eco RI + A (50 ng/ul), 1.15 pl de Oligo Mse |
+ A (50 ng/ul), 0.5 pl de dNTPs (10 mM), 2.5 pl
de solucion amortiguadora de reaccion de la enzima
Tag DNA polimerasa, para PCR (10X), 0.65 pl de
MgCl, (50 mM), 0.2 pl de enzima Tag DNA
polimerasa (5 U/ul) y 16.85 pl de agua deionizada
estéril. Se mezcld, centrifugd y se puso en un
termociclador a 20 ciclos a 94 °C por 30 seg, un
minuto a 56 °C y un minuto a 72 °C, y
mantenimiento final a 4 °C.

Amplificacion selectiva: se anadieron 2.0 ul de DNA
preamplificado y diluido 1:40, 4.9 pl de agua
deionizada estéril, 1.1 pl de solucién amortiguadora
de reaccion de la enzima Taqg DNA polimerasa
para PCR (10X), 0.3 pl de MgCl, (50 mM), 0.5
pl de enzima Taqg DNA polimerasa (5 U/ul), 1.0
pl de Oligo Mse | + 4 bases selectivas (30 ng/ul),
0.2 pl de dNTPs (10 mM), 0.5 pl de Oligo Eco RI
+ 3 bases selectivas marcado a 700, 0.5 pl de
Oligo Eco RI + 3 bases selectivas marcado a 800.
Se program6 el termociclador con 1 ciclo a 94 °C
por 30 seg, 30 seg a 65 °C y un minuto a 72 °C.
Doce ciclos en donde subsecuentemente se
disminuye la temperatura de hibridacion (65 °C)
0.7 °C por ciclo, mientras las otras temperaturas
se mantienen igual. Seguido de 23 ciclos a 94 °C
por 30 seg, 30 seg a 56 °C y un minuto a 72 °C;
al final, se mantuvo la reaccién a 4 °C. La
electroforesis se realizd en gel de acrilamida al
6.5 %, con urea 8M y TBE 1X (Tris 1M, é&cido
boérico 1M, EDTA 20 mM, pH 7.0). La separacion
de los fragmentos amplificados se hizo en el
analizador de DNA LI-COR, cargando 0.8 pul de
muestra en un pozo y utilizando el marcador de
peso molecular de 50 a 700 pb. Se utilizaron oligos
o primers marcados con fluorescencia a diferentes
longitudes de onda (700 y 800 nm)(12),
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pl) were added, and the reaction was carried to a
volume of 12.5 pl with sterile deionized water. The
mixture was centrifuged and incubated at 37 °C for
2 h for 15 min at 70 °C to inactivate the restriction
enzymes. It was confirmed on an agarose gel stained
with 1% ethidium bromide.

Adapters ligation: the digested reaction was added
with 0.3 pl Eco RI adapter (50 pmol), 0.3 pl of
Mse | adapter (50 pmol), 1.2 pl of ATP (10 mM,
pH 7.0), 1.0 pl of buffer reaction (RL) 10X, 1.0
pl of T4 DNA ligase (5 U/ul) and 6.2 pl of sterile
deionized water, mixed, centrifuged and incubated
for 2 h at 16 °C.

Preamplification: there was an addition of 2.5 pl of
DNA digested, ligated and diluted 1:10, 1.15 pl of
Oligo Eco RI + A (50 ng/ul), 1.15 pl of Oligo
Mse | + A (50 ng/ul), 0.5 pl of dNTPs (10 mM),
2.5 pl of reaction buffer of Tag DNA polymerase
for PCR (10X), 0.65 pl of MgCl, (50 mM), 0.2 pl
of Tag DNA polymerase (5 U/ul) and 16.85 pl
sterile deionized water. Mixed, centrifuged and
placed in a thermocycler for 20 cycles at 94 °C for
30 sec, one minute at 56 °C and one minute at 72
°C and final maintenance at 4 °C.

Selective amplification: 2.0 pl of DNA preamplified
and diluted 1:40, 4.9 pl of sterile deionized water,
1.1 pl of reaction buffer of Tag DNA polymerase
for PCR (10X), 0.3 pl of MgCl, (50 mM ), 0.5 pl
of Tag DNA polymerase (5 U/ul), 1.0 pl of Oligo
Mse | + 4 selective bases (30 ng/ul), 0.2 pl of
dNTPs (10 mM), 0.5 pl of EcoRI Oligo + 3 marked
at 700 test basis, 0.5 pl of Oligo EcoRI + 3 selective
bases marked to 800 were added. Thermocycler
was programmed with 1 cycle at 94 °C for 30 sec,
30 sec at 65 °C and one minute at 72 °C. Twelve
cycles which subsequently decreases the temperature
of hybridization (65 °C) 0.7 °C per cycle, while
the other temperatures remain equal. Followed by
23 cycles at 94 °C for 30 sec, 30 sec at 56 °C and
one minute at 72 °C; in the end, the reaction was
maintained at 4 °C. Electrophoresis was performed
in gel on 6.5 % acrylamide, 8 M urea and 1X TBE
(Tris 1M, 1M boric acid, 20 mM EDTA, pH 7.0).
The separation of the amplified fragments was done
in the analyzer LI-COR DNA, 0.8 pl of sample
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Andlisis de datos

A los datos morfoldgicos se les realizé un analisis
de componentes principales (ACP) y un analisis de
conglomerados (AC), mediante el método de
Ward(23). Para obtener la grafica de dispersion se
utilizé el programa PC-ORD y el MINITAB v15 y
obtener el dendograma. Con el patrén de bandeo
se realiz6 una matriz binaria de presencia y ausencia
de bandas. Los datos moleculares se analizaron con
el paquete estadistico NTSysPC (v 2.1). Ademas,
se estimo la similitud genética entre los ecotipos
utilizando el programa SIMQUAL, con el coeficiente
Dice y como método de agrupamiento se utilizé el
de Medias Aritméticas por Grupo No Ponderadas
(UPGMA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion fenotipica

En general se registraron incrementos en
rendimientos de forraje (g/planta), asociados a
incrementos en densidad de tallo, altura de forraje,
altura de planta y densidad de macollo. El andlisis
de componentes principales (CP) mostré que los
tres primeros explican 79 % de la variacion (Cuadro
2). Al obtener el coeficiente de determinacion (R2)
para cada una de las variables originales, respecto

loaded into a well and using the marker of 50 to
700 bp molecular weight. Oligos or primers
fluorescently labeled at different wavelengths (700
and 800 nm) were used(12).

Data analysis

Morphological data were subjected to principal
component analysis (PCA) and cluster analysis (CA),
using Ward’s method(23). Plot PC-ORD was used
to get the scatter plot, and MINITAB v15 was used
to obtain the dendrogram. With the banding pattern
a binary matrix of presence and absence of bands
was made. Molecular data were analyzed using the
Statistical Package NTSYSpc (v 2.1). Genetic
similarity among ecotypes was done using the
SIMQUAL program, the Dice coefficient and as a
method of grouping the unweighted program group
mathematical mean (UPGMA).

RESULTS AND DISCUSSION

Phenotypic characterization

In general, there were increases in forage yields (g/
plant), associated with increases in stem density,
height of forage, plant height and tiller density. The
principal component analysis (PC) showed that the
first three explain 79 % of the variation (Table 2).

Cuadro 2. Vectores caracteristicos y coeficiente de determinacion (R2) de las variables de mayor valor descriptivo, respecto
a su componente principal en poblaciones del pasto punta blanca

Table 2. Characteristic vectors and determination coefficients (R2) of the variables with most descriptive value with
respect to its principal component in populations of Arizona cottontop

Characteristic vector

Determination coefficients (R2)

CP1 CP2 CP3 CP1 CP2 CP3
Forage height, cm 0.389 -0.093 0.162 0.90** - 0.10ns 0.13ns
Plant height, cm 0.385 -0.132 0.161 0.88** -0.14ns 0.13ns
Tiller density (tillers per plant) 0.392 -0.157 - 0.357 0.90** -0.17ns -0.29*
Tiller thickness at medium height, mm 0.209 0.616 -0.210 0.47** 0.67** -0.17ns
Leaf width at medium length, mm 0.219 0.658 0.176 0.50** 0.71** 0.14s
Leaf length, cm 0.297 0.194 0.158 0.67* 0.21* 0.13ns
Inflorescence length, cm 0.308 -0.202 0.704 0.70** -0.22* 0.58**
Tiller diameter, cm 0.342 -0.197 - 0.281 0.78** -0.21* -0.23*
Forage vyield, g/plant* 0.391 -0.132 - 0.378 0.90** -0.14ns -0.31*
Characteristic value 5.23 1.19 0.69
Proportion of the variance 58.1 13.2 7.7
Proportion of cumulative variance 58.1 71.4 79.0

* Dry matter yield (g/plant/35 d).
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a los tres primeros CP, se presentaron correlaciones
significativas en todas las variables evaluadas en las
diversas poblaciones de pasto.

Al analizar la correlacion del CP1 con las variables
originales, se encontr6 que las variables con mayor
contribucion fueron: densidad de tallos (r= 0.89;
P<0.01), altura de forraje (r= 0.89; P<<0.01),
altura de planta (r= 0.88; P<<0.01) y didmetro de
macollo (r= 0.78; P<<0.01) (Cuadro 3). Sin
embargo, cuando se analizé la correlacion del CP2
con las variables originales, se encontré que las
variables con mayor contribucién fueron: ancho de
hoja (r= 0.71; P<<0.01) y grosor de tallo (r=
0.67; P<<0.01). Algunas de estas correlaciones y
el porcentaje de la varianza observada, coinciden
de alguna manera con los obtenidos por otros
trabajos(24), cuando determinaron la extension y
los patrones de distribucién de la variacion
morfolégica de 15 caracteres cuantitativos en 415
accesiones de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench),
al reportar que los primeros cinco CP, explicaron
el 79 % de la varianza total, y que variables como
altura de planta, longitud de hoja, longitud de
inflorescencia, entre otras, fueron agrupadas por el
CP1; sin embargo, grosor de tallo, longitud de
hoja y nimero de hojas se agruparon en el CP2.
También, estudios similares se han llevado a cabo
en otros pastos del genero Lolium(25), Sorghum(26),
Panicum(27), Bromus(28) y Bouteloua (29).

Al analizar la correlacion del CP1 con el
rendimiento de forraje, se observé que a medida
que la densidad de tallos se incrementd, el
rendimiento de forraje se increment6 también casi
en la misma proporcion (r= 0.94; P<<0.01). Un
efecto similar ocurrid sobre el rendimiento de forraje

Cuadro 3.

By obtaining the coefficient of determination (R?)
for each of the original variables, for the three first
PC, there were significant correlations for all
variables evaluated in different grass populations.

By analyzing the correlation of PC1 with the original
variables, those with higher contribution were: stem
density (r= 0.89, P<<0.01), forage height (r= 0.89,
P<0.01), plant height (r= 0.88, P<<0.01) and tiller
diameter (r= 0.78, P<<0.01) (Table 3). However,
when analyzing the correlation of PC2 with the
original variables, it was found that the greatest
contribution variables were: blade width (r= 0.71,
P<<0.01) and stem thickness (r= 0.67, P<<0.01).
Some of these correlations and the percentage of
the observed variance, somehow agree with those
obtained by other studies(?4), where they determined
the extent and distribution patterns of morphological
variation of 15 quantitative traits in 415 accessions
of sorghum (Sorghum bicolor (L.) Moench), and
reporting that the first five PC, accounted for 79 %
of the total variance, and variables such as plant
height, leaf length, length of inflorescence, among
others, were grouped by PC1; however, stem
thickness, leaf length and number of leaves clustered
at PC2. Similar studies have also been conducted
in other grasses of the genus Lolium(25),
Sorghum(26), Panicum(27), Bromus(28) and
Bouteloua(29).

By analyzing the correlation of PC1 with forage
yield, it was observed that as stem density increased,
forage yield also increased at about the same
proportion (r= 0.94, P<<0.01). A similar effect
occurred on the forage yield with forage height (r=
0.77, P<<0.01), plant height (r= 0.72, P<<0.01)
and tiller diameter (r= 0.72, P<<0.01) (Table 3).

Correlacion de variables con componentes principales en 91 ecotipos del pasto punta blanca

Table 3. Correlation of variables with principal components in 91 ecotypes of Arizona cottontop

FH PH D T LW LH LL D
FY 0.77(P<0.001)  0.72(P<0.001)  0.94(P<0.001) 0.34NS 0.32NS 0.5(P<0.001)  0.48(P<0.001)  0.72(P<0.001)
CP1  0.89(P<0.001)  0.88(P<0.001)  0.89(P<0.001)  0.47(P<0.001)  0.50(P<0.001)  0.67(P<0.001)  0.70(P<0.001)  0.78(P<0.001)
cP2 - 0.10NS -0.14NS -0.17NS 0.67(P<0.001)  0.71(P<0.001) 0.21NS -0.20NS -0.2INS
CcP3 0.13NS 0.13NS -0.29NS -0.17NS 0.14NS 0.13NS 0.58(P0.0001) -0.23NS

CP1= one principal component; CP2= two principal component; CP3= three principal component; FH= forage height; PH= plant height; TD= tiller density;

TT= tiller thickness; LW= leaf width; LH= leaf height; LL= leaf length; TD= tiller diameter; FY= forage yield.
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con altura de forraje (r= 0.77; P<<0.01), altura de
planta (r= 0.72; P<<0.01) y didmetro de macollo
(r= 0.72; P<<0.01) (Cuadro 3).

La dispersion observada en la Figura 2, refleja la
amplitud de la variacion morfoldgica existente en
esta especie. Al mismo tiempo, se observa que la
dispersion no es aleatoria, ya que es posible
establecer grupos con base en sus areas de
adaptacion climética o entidades de origen. Con la
variacion encontrada, se puede establecer un banco
de germoplasma en el cual se conserve y evalle
dicha variacion, y permita la creacion de programas
de mejoramiento genético para generar ecotipos
mejorados con alto potencial productivo.

Al efectuar el analisis de conglomerados jerarquicos,
se obtuvieron cinco grupos basados en el método
de ligamiento WARD (dendograma). A una distancia
euclidiana de 10, el grupo I y Il integraron a 11 y
1 ecotipos, respectivamente; sin embargo, el grupo
Iy IV agruparon 19 y 21 ecotipos, respectivamente.
Ademas, el grupo V integré a 29 ecotipos (Figura
3). La variacion morfolégica observada en los

Figura 2. Distribucion de la diversidad de 91 ecotipos del
pasto punta blanca en funcion de los dos primeros
componentes principales, obtenidos con la matriz de
correlacion de las nueve variables

Figure 2. Diversity distribution of 91 ecotypes of Arizona
cottontop grass according to the first two principal
components, obtained from the correlation matrix of nine
variables
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The dispersion observed in Figure 2 reflects the
extent of morphological variation that exists in this
species. Also, the dispersion is not random, since
it is possible to establish groups based on their
weather adaptation areas or place of origin. With
the detected variability, a gene bank can be
established to preserve and evaluate such variation,
and allows the creation of breeding programs to
produce improved ecotypes with high productive
potential.

When performing hierarchical cluster analysis based
on the linkage WARD method (dendrogram), five
groups were obtained. To a Euclidean distance of
10, the group | and Il integrated into 11 and 11
ecotypes, respectively, but the group Il and IV
grouped ecotypes 19 and 21, respectively. In
addition, the group V joined 29 ecotypes (Figure
3). The morphological variation observed in the
ecotypes of the grass, probably is the result of
adaptation of the diversity of environmental factors
in the area sampled, such as precipitation,
temperature and altitude(29).

Figura 3. Dendograma del analisis de nueve variables
morfoldgicas cuantitativas para los 91 ecotipos del pasto
punta blanca con base en el método de ligamiento Ward

Figure 3. Dendrogram analysis of nine quantitative
morphological variables for the 91 Arizona cottontop grass
ecotypes, based on Ward linkage method
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ecotipos del pasto, probablemente es el resultado
de la adaptacién de la diversidad de factores
ambientales en el area muestreada, tales como
precipitacion, temperatura y altitud(29).

Caracterizacion genética

Al aplicar los cuatro pares de iniciadores AFLP, se
presentaron 179 bandas totales, de las cuales el
86.3 % (154 bandas) presenta polimorfismo y el
13.7 % (25 bandas) monomorfismo (Cuadro 4).
Dichos resultados son respaldados por otras
investigaciones, principalmente con relacion a la
eficiencia del uso de esta técnica para generar gran
nimero de polimorfismo(30).

Por otra parte, el nimero de bandas polimdrficas
fue de 38, 38, 38 y 40 para las combinaciones de
iniciadores EcoRI-AAG+Msel-CTG, EcoRI-
ACT+Msel-CTG, EcoRI-AGG+Msel-CAG vy
EcoRI-AAC+Msel-CAG, respectivamente. Los
fragmentos variaron de 38 a 40 bandas polimorficas.
También, los fragmentos monomorficos en estas
combinaciones fueron de 11, 5, 5 vy 4,
respectivamente. El mayor porcentaje de
polimorfismo (90.9 %) y bandas polimoérficas (40),
se obtuvo con la combinacion de iniciadores EcoRI-
AAC+Msel-CAG (Cuadro 4). Ademas, el numero
total de patrones de bandas identificados (38, 38,
38 y 40), fueron muy parecidas en todas las
combinaciones utilizadas, lo cual sugiere que dichas
combinaciones pudieran ser empleadas para estudios
de variabilidad genética en poblaciones del pasto
punta blanca, utilizando marcadores de AFLP,
debido a su eficiencia para detectar polimorfismos.
Lo anterior refleja el potencial que representan los

Cuadro 4.

Genetic characterization

By applying the four AFLP primer pairs, 179 total
bands were presented, of which 86.3 % (154 bands)
presents polymorphisms and 13.7 % (25 bands)
monomorphism (Table 4). These results are
supported by other research, particularly with regard
to the efficiency of using this technique to generate
large number of polymorphism(30).

The number of polymorphic bands was 38, 38, 38
and 40 for primer combinations EcoRI-AAG +
Msel-CTG, EcoRI-ACT + Msel-CTG, EcoRI-AGG
+ Msel-CAG and EcoRI-AAC + Msel-CAG,
respectively. The fragments ranged from 38 to 40
polymorphic bands. Also, in these combinations
monomorphic fragments were 11, 5, 5 and 4,
respectively. The highest percentage of
polymorphism (90.9 %) and polymorphic bands
(40) was obtained with the combination of primers
EcoRI-AAC + Msel-CAG (Table 4). In addition,
the total number of banding patterns identified (38,
38, 38 and 40) were very similar in all the
combinations used, suggesting that such
combinations could be used for studies of genetic
variability in populations of Arizona cottontop grass,
using AFLP markers, because of its efficiency to
detect polymorphisms. This reflects the potential
represented by AFLP to study and reveals
polymorphism in this species. These results agree
with those obtained with Agrostis stolonifera
ecotypes, as fragments were ranging from 100 to
150 bands, with polymorphic bands from 22 to
94@l). Also, in Schizachyrium scoparium was
reported in 854 and 653 stem fragments and seeds,
but only 158 polymorphic bands, which represent

Nivel de polimorfismo detectado entre ecotipos del pasto punta blanca para cada combinacion

de iniciadores, empleados en el andlisis de AFLP

Table 4.
combination, used in AFLP analysis

Level of polymorphism detected among ecotypes of Arizona cottontop grass for each primer

Primer combination Total bands

Total polymorphic bands

Polymorphism (%) Total monomorphic bands

EcoRI-AAG+Msel-CTG,
EcoRI-ACT+Msel-CTG,
EcoRI-AGG+Msel-CAG
EcoRI-AAC+Msel-CAG

49
43
43
44

38
38
38
40

71.55 1
88.37 5
88.37 5
90.90 4
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AFLP para realizar estudios y revelar polimorfismo
en esta especie. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos en otros trabajos con ecotipos de
Agrostis stolonifera, ya que obtuvieron fragmentos
que variaron de 100 a 150 bandas, con 22 a 94
bandas polimorficas(3). También, en Schizachyrium
scoparium reportan 854 y 653 fragmentos en tallo
y semilla, pero solo 158 bandas polimdrficas, que
representan 18.5 y 24.2 % para tallo y semilla y
22 a 34 bandas polimorficas(32). Lo anterior indica
que existe amplia variabilidad en polimorfismo en
los diferentes pastos de acuerdo a los marcadores
AFLP utilizados.

La Figura 4 muestra las relaciones genéticas entre
las 30 poblaciones evaluadas del pasto punta blanca,
y se observa que el marcador AFLP permiti6 la
discriminacion de todas las poblaciones. Ademas,
se encontrd que los valores de similitud, obtenidos
de la aplicacion del coeficiente de Dice en las
comparaciones pareadas de las 30 poblaciones del
pasto, variaron entre 0.14 y 0.55, con un promedio
global de 0. 345. Estas escalas fueron muy similares
a las obtenidas en Festuca spp. (0.05 a 0.54)(33) y
por Wu et al(5) en Cynodon transvaalensis (0.01
a 0.51).

También, el dendrograma presenta cuatro grupos
bien definidos (Figura 4). El grupo I incluye
poblaciones recolectadas en los municipios de
Buenaventura, Chihuahua y Aldama— el grupo Il
incluye poblaciones que fueron recolectadas en los
municipios de Ojinaga y Delicias; el Grupo Il fue
el més grande, ya que incluyé 18 poblaciones que
se encuentran en los municipios de Janos, Sueco y
Villa Ahumada; por ultimo el grupo IV incluyo
poblaciones recolectadas en los municipios de Parral,
Chihuahua y Ojinaga (Cuadro 1).

Los valores de similitud obtenidos muestran a los
ecotipos PB-270 y PB-277 por un lado y PB-313 y
PB-337 como los de mayor heterogeneidad genética,
al presentar el valor mas bajo de similitud (0.14).
Estas poblaciones heterogéneas con distancias
genéticas bajas, son originarias de Janos y Casas
Grandes por un lado y San Buenaventura,
Chihuahua, respectivamente. Estas poblaciones
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18.5 and 24.2 % for stem and seeds and 22 to 34
polymorphic bands(32). This indicates that there is
wide variability in polymorphism in different grasses
according to the AFLP markers used.

Figure 4 shows the genetic relationships among the
30 populations assessed, and the AFLP marker
allowed discrimination of all populations.
Furthermore, it was found that the similarity values
obtained from the application of the Dice coefficient
of paired comparisons of the 30 populations of the
grass, varied between 0.14 and 0.55, with an overall
average of 0.345. These scales were very similar to
those obtained in Festuca spp (0.05 to 0.54)(33)
and in Cynodon transvaalensis (0.01 to 0.51)(15),

Also, the dendrogram has four distinct groups
(Figure 4). Group | includes populations collected
in the municipalities of Buenaventura, Chihuahua
and Aldama, and group Il includes populations that
were collected in the municipalities of Ojinaga and

Figura 4. Anélisis de agrupamiento de 30 poblaciones del
pasto punta blanca mediante el coeficiente de Dice

Figure 4. Cluster analysis of 30 populations of Arizona
cottontop grass by the Dice coefficient
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Using UPGMA clustering method, on the basis of 179
AFLP markers, generated with four primer combinations
(EcoRI-AAG + Msel-CTG; EcoRI-ACT + Msel-CTG; EcoRI-
AAG + Msel-CAG; EcoRI-AAC + Msel-CAG).
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fueron recolectadas a una altitud de 1,550 y
1,590 m, respectivamente. Estos resultados
coinciden con otros estudios respecto al uso efectivo
de la técnica AFLP para estudios de diversidad(34).
Ademas, se demostré la facilidad para realizar una
valoracion réapida y eficiente de la diversidad
genética en estas poblaciones nativas(35).

Considerando las variables morfoldgicas y genéticas
evaluadas, los ecotipos 505 y 596, procedentes del
Rancho Los Ojos (municipio de Chihuahua) y km
M Carretera Chihuahua-Ojinaga (municipio de
Aldama), respectivamente, fueron los mas
sobresalientes de acuerdo a su potencial para
produccion de forraje.

Los resultados demuestran que entre las poblaciones
del pasto punta blanca, presentes en el estado de
Chihuahua, existe amplia diversidad genética en las
variables altura de forraje, densidad de tallos, grosor
de tallos, tamano de hoja, longitud de inflorescencia,
didmetro del macollo y rendimiento de forraje.

CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

El pasto punta blanca presenta amplia diversidad
genética en el estado de Chihuahua, dado el alto
polimorfismo detectado con la combinacion de
iniciadores EcoRI-AAG + Msel-CTG; EcoRI-ACT
+ Msel-CTG; EcoRI-AAG + Msel-CAG; EcoRI-
AAC + Msel-CAG. Los ecotipos 505 y 596 son
una opcién para incrementar la produccion animal,
dado su alto potencial forrajero de acuerdo a las
variables altura de forraje, densidad de tallos, grosor
de tallos, tamano de hoja, longitud de inflorescencia,
didmetro del macollo y rendimiento de forraje; por
lo que se dispone de riqueza genética de esta especie.
Lo anterior, representa una oportunidad para iniciar
programas de mejoramiento genético de estas
poblaciones y establecer programas de rehabilitacion
de pastizales. El anélisis de AFLP permitié
estructurar la variabilidad genética del pasto, dado
el alto polimorfismo detectado con la combinacion
de iniciadores EcoRI-AAC+Msel-CAG. Ademas,
de que estos elevados niveles de variacidn genética,
representan un recurso genético valioso para su
aprovechamiento en conservacion y restauracion.
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Delicias. Group Il was the largest, including 18
populations that are in Janos, Sueco and Villa
Ahumada, and finally the group IV included
populations collected in Parral, Chihuahua and
Ojinaga (Table 1).

The similarity values obtained show the ecotypes
PB-270 and PB-277 on one side, and PB-313 and
PB-337 as the most genetically heterogeneous
presenting the lowest value of similarity (0.14).
These heterogeneous populations with low genetic
distances are native to Janos and Casas Grandes on
one side and San Buenaventura, Chihuahua,
respectively. These populations were collected at
an altitude of 1,550 and 1,590 m, respectively.
These results are consistent with other studies
regarding the effective use of the AFLP technique
for diversity studies(34). Furthermore, it
demonstrated the ease for a quick and efficient
assessment of genetic diversity in these native
populations(35).

Considering the morphological and genetic variables
evaluated, the ecotypes 505 and 596 from Rancho
Los Ojos (municipality of Chihuahua), and from
km 11 Chihuahua-Ojinaga highway (Aldama
municipality), respectively, showed an outstanding
potential for forage production.

The results show that there is an ample genetic
diversity of forage variables as height, stem density,
thickness of stems, leaf size, inflorescence length,
diameter and tiller forage yield among the Arizona
cottontop populations present in the State of
Chihuahua,

CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS

The Arizona cottontop grass has a wide genetic
diversity in the State of Chihuahua, given the high
polymorphism detected with primer combination
EcoRI-AAG-CTG + MSEL, MSEL + EcoRI-ACT-
CTG, EcoRI-AAG + MSEL-CAG, EcoRI- MSEL-
CAG AAC +. Ecotypes 505 and 596 are an option
to increase animal production, given its high forage
potential variables according to forage height, stem
density, stems thickness, leaf size, inflorescence
length, diameter and tillering yield forage, so genetic
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wealth is available for this species. This also
represents an opportunity to start plant breeding
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