POLIB&TANICA

Nuam. 36, pp. 79-94, ISSN 1405-2768; México, 2013

CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DE LEPTOCHLOA
DUBIA (POACEAE) EN CHIHUAHUA, MEXICO

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF
LEPTOCHLOA DUBIA (POACEAE) IN CHIHUAHUA, MEXICO

Carlos R. Morales-Nieto?, Otilia Rivero-Hernandez?, Alicia Melgoza-Castillo?, Pedro
Jurado-Guerra! y Martin Martinez-Salvador?
!Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolasy Pecuarias Km 33.3 Carretea
Chihuahua-Ojinaga. ?Facultad de Zootecnia y Ecologia, UACH, Km 1 Perif. Francisco
R. Aldama CP 3103 Chihuahua Chih. Correo electrénico: amelgoza@uach.mx

RESUMEN

El gigante [Leptochloa dubia (Kunth) Nees.]
es una importante graminea forrajera nativa
de México, cuyas poblaciones naturales
se han reducido debido a malas practicas
de pastoreo. En este trabajo se analizo la
variabilidad morfologica y genética de 32
poblaciones del gigante en el estado de Chi-
huahua, México. Nueve caracteristicas mor-
fologicas fueron evaluadas en estas pobla-
ciones, después de dos afios de trasplantadas
y establecidos en un jardin de observacion y
bajo condiciones de temporal. La variabi-
lidad genética se determind utilizando los
perfiles de amplificacion de cuatro pares de
iniciadores u oligonucledtidos. El analisis
de componentes principales mostro que
los tres primeros componentes explicaron
el 75.3% de la variacién morfologica. Los
cuatro pares de iniciadores produjeron un
total de 186 bandas, de las cuales el 56.45%
presento6 polimorfismo. La combinacion de
iniciadores EcoRI-AAC+Msel-CAG de-
tectd el mayor porcentaje de polimorfismo
(69.57%) y 32 bandas polimorficas. El co-
eficiente de Dice y analisis de agrupamiento
generaron cinco grupos. La variabilidad

genética y morfologica encontrada en las
diferentes poblaciones, podrian servir de
base para la seleccion de ecotipos de gigante
para diversos propositos como produccion
de semilla, retencion de suelo, restauracion de
ecosistemas y forraje para libre pastoreo o
de corte, entre otros. Asi también, los resul-
tados de este trabajo son la base para iniciar
programas de mejoramiento genético en
esta especie.

Palabras clave: Leptochloa dubia, marca-
dores moleculares, variaciéon morfologica.

ABSTRACT

Green sprangletop [Leptochloa dubia (Kunth)
Nees.] is a native grass with forage value
in Mexico; however, due to wrong grazing
practices its populations have been decrea-
sed. In this study the morphologic and mo-
lecular variability of 32 green sprangletop
populations from Chihuahua State, Mexico
were evaluated. Nine morphological cha-
racteristics were measured on those popu-
lations, two years later after transplanted in
a common garden under natural conditions.
Genetic variability was evaluated using am-
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plified fragment of four combination primers
or oligonucleotides. Principal component
analysis showed that the first tree explained
75.3% of the whole morphological diversity.
Atotal of 186 bands were amplified accoun-
ted, 56.45% were polymorphic. The com-
bination EcoRI-AAC+Msel-CAG detected
the highest polymorphism (69.57%) and 32
polymorphic bands. Cluster analysis, using
Dice coefficient, distinguished five groups.
The morphological and genetic variability
detected on green sprangletop are basic in a
selection of ecotypes with diverse purposes
such as seed production, soil stabilization,
ecosystem restoration, and forage among
others. Also, those results are the foundation
in order to start genetic programs on this
important forage plant.

Key words: Leptochloa dubia, molecular
markers, morphological diversity.

INTRODUCCION

El gigante [Leptochloa dubia (Kunth) Nees. ]
es una planta nativa de México, recurso
importante para el ganado y con amplia
distribucion en el estado de Chihuahua
(Melgozaetal., 2008). El valor forrajero de
esta especie ha sido reportado por diversos
autores (Valdéz et al., 1975; Lebgue, 2002;
Melgoza et al., 2008). Chavez y Gonzalez
(2008) reportaron que esa especie contiene
hasta un 14% de proteina cruda y presenta
55% de digestibilidad. Entre otros factores, y
debido al valor forrajero, el sobrepastoreo ha
provocado la reduccién de sus poblaciones
naturales (Holecheck et al., 1989; Weber et
al., 2000). La pérdida de poblaciones reduce
la biodiversidad, desde el nivel genético has-
ta el nivel de paisaje (Gauthier et al., 2003).
Para el caso de especies de importancia
econdémica, la reduccién en la variabilidad
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genética reviste mayor relevancia debido a
que estan asociadas a cadenas productivas
(Baezetal., 1999); ademas, tiene un impacto
en la funcionalidad del ecosistema (Pellant
etal., 2005).

La amplia distribucion de Leptochloa
dubia en zonas de matorrales xerofitos,
valles centrales de pastizales y en la zona
boscosa, refleja una adaptacion a diversos
ambientes que puede dar lugar a diferentes
ecotipos. A simple vista los ecotipos tienen
diferencias morfoldgicas, por lo que es
importante realizar evaluaciones ex Situ,
donde todos se establecen en un ambiente
uniforme para detectar caracteristicas de
importancia dentro de la especie, ligadas
a la informacion genética (Erickson et al.,
2004; Morales, 2006).

La caracterizacion morfologica y fisiolo-
gica en gramineas como Festuca pratensis
reveld una correlacion significativa entre la
variabilidad de caracteristicas morfoldgicas
y lalocalidad de los sitios muestreados (Pe-
ter-Schmid et al., 2008). Sin embargo, en ¢l
mismo trabajo, no se detecto una correlacion
significativa entre la variabilidad de carac-
teristicas morfoldgicas y la localidad de los
sitios muestreados para Lolium multiflorum.
Dados esos resultados contradictorios, resul-
ta importante no solo evaluar la variabilidad
morfologica, sino también la variabilidad
genética de especies de gramineas de impor-
tancia econdmica para proponer acciones,
dentro de proyectos de conservacion, que
lleven a mantener la mayor diversidad.

La variabilidad morfolégica dentro de una
especie es el resultado de adaptaciones a las
condiciones ambientales donde crece cada
poblacion (Valladares et al., 2007). Esta
puede ser evaluada utilizando colecciones
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ex situ, en donde todas las poblaciones son
colocadas bajo las mismas condiciones
naturales (Morales et al., 2009). Por otro
lado, el uso de marcadores moleculares
para la evaluacion de recursos genéticos,
es una herramienta util, ya que se puede
estudiar y detectar la variabilidad genética
(Fjellheim y Rognli, 2005; Jungmann et al.,
2010) para elaborar programas de mejora-
miento y desarrollo de lineas comerciales
de especies nativas para la rehabilitacion de
ecosistemas. Marcadores moleculares como
el polimorfismo en la longitud de fragmentos
amplificados (AFLP) han sido empleados
con éxito en gramineas (Puecheretal., 2001;
Renganayaki et al., 2001) para conocer
su variabilidad genética (Meudt y Clarke,
2006). El objetivo del presente trabajo fue
determinar la variabilidad morfoldgica y
molecular de 32 poblaciones de gigante del
estado de Chihuahua, México.

MATERIAL Y METODOS
Trabajo de campo

En el afio 2006 se recolectaron ejemplares de
32 poblaciones de gigante en 24 municipios
del estado de Chihuahua, México (fig. 1).
En el cuadro 1 se indican los municipios y
algunas caracteristicas ambientales de los
sitios de recolecta. En cada uno se extrajeron
cuatro plantas con un didmetro de 2.5 cm y
provistas de raiz. De acuerdo a la metodolo-
gia de Morales (2009), la parte aérea de cada
planta se corté a una alturade 15220 cmy
cada una fue identificada con un niimero de
colecta; cada poblacion se consideré como
un ecotipo diferente.

Las plantas fueron colocadas en cajas con
suelo humedo para su transporte y esta-
blecimiento en el Campo Experimental La

Campana (INIFAP-Chihuahua). El sitio
donde se trasplant6 el material es de topo-
grafia plana, con suelo de origen aluvial,
textura franco arenosa y pH de 6.5. El clima
es seco templado con veranos calidos BWK,
temperatura media anual de 15 a 18°C y
precipitacion promedio de 355 mm anuales
(Royo y Lafon, 2008). Al momento del
trasplante se aplicé un riego de auxilio para
asegurar su establecimiento. Posteriormente,
las plantas se dejaron bajo condiciones de
temporal. Debido al manejo en el traslado,
al momento del trasplante u otras condi-
ciones adversas en el establecimiento, no
en todas las poblaciones sobrevivieron los
cuatro individuos, por lo que los muestreos
se realizaron s6lo en un individuo de cada
poblacion recolectada.

Caracterizacion morfolégica

Dos afios después del establecimiento y du-
rante la etapa fenologica de floracion, en el
mes de agosto se realizo la caracterizacion.
Las variables morfologicas evaluadas en
cada ecotipo fueron: altura total de la planta
(AP), altura del follaje (AF), densidad de ta-
llos (DT), grosor de tallos (GT), ancho de la
hoja (AH), largo de 1a hoja (LH), longitud de
la inflorescencia (LI), diametro del macollo
(DM) y produccion de materia seca (MS). La
AP se midi6 desde el nivel del suelo hasta
la punta de la inflorescencia mas alta. La
AF se midi6 desde el suelo hasta la altura
de las hojas. El GT se midi6 tomando un
tallo al azar de la parte central de la planta.
Para medir LH y AH se tom6 una hoja al
azar de la parte central de la planta. La LI
se midi6 tomando una inflorescencia al azar
y midiendo de la base hasta la punta de la
misma. El DM se midi6 en la base, a nivel
del suelo. Durante la época del crecimiento
del segundo afio de establecidas las plantas,

81



POLIB&TANICA




ererodwd) = JINF L ‘uoroendioard = (DY fuoroejqod = gOd

VOHVAHIHD €997 081 Sly 699 SHANVYID SVSVO ¥6ST 9l e [4%>
VOHVAHIHD T9.T 081 Sly 6€9 SONVTI 66€T 91 CLE ¥6¢
VNHVAHIHD LCET 081 Sy ¢€9 SONVTI ¥8€ET 91 CLe G8¢
VODVNILO 454" 6'1¢C §9¢C 079 VAHVHIHD (444" 081 Siy 9¢¢
ODIVINVD 08TT el 9ore 099 VAHVNHIHD 689T 081 Sy L0¢
VINVATV 60T v8I 90¢ 9¢S VAOHVAHIHD LT97 081 Sy 867
VNHVAHIHD GGaT 081 Sy €09 Td9dVSI VINVS €181 vl 8Ly €LT
VOHVAHIHD 09T 081 Sly 88y VAINIHOVY ¢68T Lel 0cy 6vT
SHTVSOd L99T rel 06T 4% DOWHLHNVND v11¢ [aq! 8Ly eeT
VOHVAHIHD 0SET 081 Sy 6Zv TVIdvd 1187 091 ILy c6
VNHVAHIHD ¥8ST 081 Sy ()47 AANATIV 'A G991 €LI 1294 08
VOHVAHIHD €441 081 Siy 4014 TVIdvd [4<7A" 091 ILy 99
VININIAVNANG T99T 91 61¢ 9.€ VZOOVIVZ A €ELT 681 (44 14
VINLNIAVNANA cest (44! 61¢ 4215 OAALVS 12514 €81 [4%24 8¢
VANINIAVNANL Va1 91 61¢ Ve ZANONINOJ "9 LVST L9l 8617 ¢t
SHANVYID SVSVD ‘N SvaT 144! 9re 6¢€ VOHVAHIHD 6297 081 Siy 4
OIdIDINNN dNLlILTV dINFL 103dd OdI10od3 OIdIDINNIA dNliiLTv dINTL 103dd OdI1od3

Morales-Nieto, C.R. et al.: Caracterizacion morfoldgica y molecular de Leptochloa dubia (Poaceae) en Chihuahua, Méx.

"OJIXQN “enyenyIy) ud ['seaN (fpuny)
rIQNp ©0Jy201da] a1ue3IS o3sed op souorde[qod 7 ¢ U0IRIIA[0II S IPUOP SOIAIdTUNUI SO] AP SI[RIUSIqUIR SBONISLIdNORIR)) T 04peNn)d

83



POLIB&TANICA

Num. 36: 79-94

Agosto 2013

se realizaron cortes individuales de plantas
para determinar materias seca (MS). Los
cortes se realizaron cada 35 dias durante la
época de crecimiento. Este material fue de-
positado en bolsas de papel y secado en una
estufa de aire forzado a 70°C por 48 horas.

Caracterizacion molecular

La caracterizacion molecular se realizo si-
guiendo el método de Doyle y Doyle (1990),
para extraccion de ADN vy el protocolo de
Vos et al. (1995) para el analisis de AFLP.
Los marcadores de AFLP utilizados fueron
del tipo quimioluminiscentes (Hoisington
et al., 1998). Con base en el polimorfismo
expresado se utilizaron cuatro pares de
combinacion de iniciadores EcoRI y Msel
(cuadro 4). Para la digestion se aiadi6 1.5
pL de solucion amortiguadora de reaccion
(RL) 10X, 2 uL de DNA molde (50 ng/uL),
0.5 pL de enzima Eco RI (10 U/uL), 0.5
pL de enzima Mse I (10 U/uL) y de agua
deionizada estéril para complementar un
volumen de reaccion de 12.5 uL. La mezcla
se centrifugd e incubd a 37°C durante dos h
y después por 15 min a 70°C para inactivar
las enzimas de restriccion. La digestion se
corroboré en gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio. A la reaccion de digestion
se anadi6 0.3 puL de adaptador Eco RI (50
pmol), 0.3 uL de adaptador Mse I (50 pmol),
1.2 uL de ATP (10 mM, pH 7.0), 1.0 pL de
solucion amortiguadora de reaccion (RL)
10X, 1.0 uL de T4 DNA ligasa (SU/uL) y
6.2 nL de agua desionizada estéril, se mez-
clo, centrifugd e incubd por dos h a 16°C.
Para la preamplificacion se anadio 2.5 pL
de DNA digerido, ligado y diluido (1:10),
1.15 pL de Oligo Eco RI + A (50 ng/uL),
1.15 uL de OligoMse I + A (50 ng/uL), 0.5
puL de dNTPs (10 mM), 2.5 pL de solucion
amortiguadora de reaccion de la enzima Taq
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DNA polimerasa, para PCR (10X), 0.65
puL de MgCI2 (50 mM), 0.2 uL de enzima
Taq DNA polimerasa (SU/uL) y 16.85 uL
de agua deionizada estéril. Se mezclo, cen-
trifugd y se puso en un termociclador con
el siguiente programa de amplificacion: 20
ciclos a 94°C por 30 s, un min a 56°C y un
min a 72°C y mantenimiento final a 4°C.
En seguida se afiadieron 2.0 uL. de DNA
preamplificado y diluido (1:40), 4.9 uL de
agua deionizada estéril, 1.1 uL de solucion
amortiguadora de reaccion de la enzima
Taq DNA polimerasa, para PCR (10X), 0.3
puL de MgCI2 (50 mM), 0.5 uL de enzima
Taq DNA polimerasa (5 U/ uL), 1.0 uL de
OligoMse I + 4 bases selectivas (30 ng/
uL), 0.2 uL de dNTPs (10 mM), 0.5 uL de
Oligo Eco RI + 3 bases selectivas marcado
a 700 nm, 0.5 pL de Oligo Eco RI + 3 bases
selectivas marcado a 800 nm. Se program6
el termociclador con un ciclo a 94°C por 30
s, 30 s a 65°C, y un min a 72°C; 12 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 s,30 s a 56°C, y un min a 72°C;
al final, se mantuvo la reaccion a 4°C. La
electroforesis se realizd en gel de acrilamida
al 6.5%, conurea 8 My TBE 1X (Tris 1 M,
acido borico 1 M, 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.

Analisis de datos

Los datos morfologicos se sometieron a un
analisis de componentes principales y con-
glomerados, con el método de Ward (SAS,
1999). Para el analisis de agrupamiento se
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utilizo el programa MINITAB v15. Con el
patron de bandeo de los marcadores mo-
leculares se realizo una matriz binaria de
presencia y ausencia de bandas y se analizo
con el paquete estadistico NTSY Spc (v 2.1).
La similitud genética entre los ecotipos se
estim6 con el coeficiente de Dice, utilizando
el programa SimQualen NTSYS y como mé-
todo de agrupamiento, se utilizé el de Me-
dias Aritméticas por Grupo No Ponderadas
(UPGMA). Considerando que no en todas
las especies se ha detectado correlacion
entre variables morfologicas y ambientales
(Vahabi et al., 2008; Jungmann et al., 2010)
y la falta de informacion especifica de los
sitios de recolecta de clima y suelo, no se
correlacionaron estas variables.

RESULTADOS
Diversidad morfologica

La altura total de los ecotipos analizados
vari6 de 56 hasta 143 cm y el follaje de 32
hasta 65 cm. La densidad y el grosor de los
tallos variaron dentro de los intervalos de 9
a68 cmyde0.2a0.5 cm, respectivamente.
El ancho de hoja varid de 0.4 a 0.9 cmy la
longitud de 11 a 34 cm. La longitud de la
inflorescencia alcanzo valores de 10.5 a28.5
cm. El diametro del macollo fluctué de 7 a
21 cm. Los valores de materia seca cayeron
en un intervalo muy amplio, de 6 a 174 g. El
analisis de componentes principales mostro
que los tres primeros componentes explican
el 75.3% de la variacion (cuadro 2). Al corre-
lacionar materia seca con las otras variables
morfologicas (cuadro 3), se presentaron
correlaciones positivas y significativas con
la altura de follaje (r=0.58; P<0.0005), altura
de la planta (r=0.58; P<0.0005) y la densidad
de los tallos (r=0.55; P<0.0009).

El rango de las variables morfologicas
evaluadas se muestra en la figura 2. Las
variables que mas contribuyeron fueron
el diametro de los tallos, el diametro del
macollo, produccion de materia seca, altura
del follaje, longitud de la inflorescencia y la
altura total de la planta.

El analisis de conglomerados jerarquicos
esta formado por cinco grupos basados en el
método de ligamiento Ward (fig. 3). El grupo
rojo se integra por 12 ecotipos con valores
intermedios de materia seca. Los grupos
verde y naranja comprenden 11 ecotipos con
bajos valores de produccion de materia seca.
Los grupos rosa y azul agrupan un total de
nueve ecotipos con los mas altos valores de
materia seca y solo diferencias entre ellos
debido a altura de planta.

Caracterizacion molecular

Los cuatro pares de iniciadores del ana-
lisis de AFLP generaron un total de 186
bandas; de ellas, el 56.45% (105 bandas)
presenta polimorfismo (cuadro 4). El na-
mero de bandas polimérficas fue de 23,
31, 19 y 32 para las combinaciones de
iniciadores EcoRI-AAG+Msel-CTG, Eco-
RI-ACT+Msel-CTG, EcoRI-AGG+Msel-
CAG y EcoRI-AAC+Msel-CAG, respec-
tivamente. Los fragmentos monomorficos
para estas mismas combinaciones fueron
de 26 para EcoRI-AAG+Msel-CTG, 17
para EcoRI-ACT+Msel-CTG, 24 para
EcoRI-AGG+Msel-CAG y 14 para EcoRI-
AAC+Msel-CAG. El mayor porcentaje de
polimorfismo (69.57%) y de bandas poli-
morficas (32) se obtuvo con la combinacion
de iniciadores EcoRI-AAC+Msel-CAG.

Los valores de similitud obtenidos al utilizar
el coeficiente de Dice en las comparaciones
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Cuadro 2. Vectores caracteristicos de las variables de mayor valor descriptivo, respecto a
su componente principal en 32 poblaciones de gigante [Leptochloa dubia (Kunth) Nees.]
en Chihuahua, México

Variable Vector caracteristico
CP1 CP2 CP3
altura de follaje (cm) 0.453 -0.082 0.231
altura total de planta (cm) 0.414 0.127 -0.475
densidad de tallos 0.215 -0.519 0.126
grosor de tallo (mm) 0.249 0.441 0.269
ancho de hoja(mm) 0.022 0.434 0.498
largo de hoja (cm) 0.209 0.227 0.289
longitud de inflorescencia (cm) 0.451 0.180 -0.262
diametro de macollo (cm) 0.133 -0.452 0.478
materia seca (g/planta) o 0.497 -0.185 - 0.040
valor caracteristico 3.01 2.31 1.45
proporcion de la varianza (%) 335 257 16.1
proporcion de la varianza acumulada (%) 33.5 59.2 75.3

o Rendimiento de materia seca (g/planta/35 dias).

Cuadro 3. Correlacion de variables con componentes principales en 32 poblaciones de
gigante [Leptochloa dubia (Kunth) Nees.] en Chihuahua, México.

AF AP DT GT AH LH LI DM MS

0.58 0.58 0.55 0.14 0.16 0.29 0.54 0.30 1.00
MS  (P<0.0005) (P<0.0005) (P<0.0009) (P<0.4187) (P<0.3774) (P<0.1008) (P<0.0014) (P<0.0846)

0.79 0.72 0.37 043 0.04 0.36 0.78 0.23 0.86
CPl  (P<0.0001) (P<0.0001) (P<0.0354) (P<0.0132) (P<0.8297) (P<0.0403) (P<0.0001) (P<0.2034) (P<0.0001)

-0.13 0.19 -0.79 0.67 0.66 0.34 0.27 0.69 -0.28
CP2  (P<0.4916) (P<0.2875) (P<0.0001) (P<0.0001) (P<0.0001) (P<0.0521) (P<0.1289) (P<0.0001) (P<0.1168)

0.27 0.57 0.15 0.32 0.60 0.34 031 0.57 -0.05
CP3  (P<0.1217) (P<0.0006) (P<0.4034) (P<0.0696) (P<0.0003) (P<0.0501) (P<0.0782) (P<0.0006) (P<0.7889)

CP1 = componente principal uno; CP2 = componente principal dos; CP3 = componente

principal tres. AF = altura del follaje; AP = altura de planta; DT = densidad de tallos; GT =

grosor de tallos; AH = ancho de hoja; LH = largo de hoja; LI = longitud de inflorescencia;
DM = diametro del macollo; MS = materia seca.
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Fig. 2. Distribucion de la variabilidad morfoldgica, basada en nueve caracteristicas de 32

poblaciones de gigante [Leptochloa dubia (Kunth) Nees.], en funcion de los dos primeros

componentes principales, obtenidos con la matriz de correlacion (DT = diametro de los

tallos, DM = didmetro del macollo, MS = produccion de materia seca, AF = altura del
follaje, LI = longitud de la inflorescencia y AP = altura total de la planta).

493,34

Fig. 3. Dendograma del analisis de nueve variables morfoldgicas cuantitativas en 32 po-
blaciones de gigante [Leptochloa dubia (Kunth) Nees.], con base en el método de Ward.
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Cuadro 4. Nivel de polimorfismo detectado en ecotipos del gigante [Leptochloa dubia
(Kunth) Nees.] para cada combinacion de iniciadores, empleados en el analisis de AFLP.

Combinacion de iniciadores  Total de  Total de bandas  Total de bandas
bandas polimdrficas monomorficas
EcoRI-AAG+Msel-CTG 49 23 26
ECoRI-ACT+Msel-CTG 48 31 17
ECcoRI-AGG+Msel-CAG 43 19 24
ECoRI-AAC+Msel-CAG 46 32 14

pareadas de las 32 poblaciones de gigante,
variaron entre 0.73 y 0.98 (fig. 4). El analisis
de agrupamiento generd cinco grupos. El
grupo | incluyé sélo una poblacion (294)
recolectada en el municipio de Janos; el
grupo Il incluy6 también sélo la poblacion
80, que fue recolectada en el municipio de
Valle de Allende. El grupo III integr6 a seis
poblaciones procedentes de los municipios
de Cuauhtémoc y Parral. El grupo IV in-
cluy6 a seis poblaciones las cuales fueron
recolectadas principalmente en el municipio
de Chihuahua. Por ultimo, el grupo V fue el
mas grande, ya que incluyo a 20 poblaciones
recolectadas en los municipios de Chihuahua,
Casas Grandes, Camargo y Ojinaga.

DISCUSION

La coleccion ex situ de los diferentes ecoti-
pos de gigante ha demostrado la amplia va-
riabilidad morfoldgica de esta especie, con
base en las nueve variables evaluadas (fig.
2). Esta diversidad probablemente es debida
a las condiciones ambientales de los sitios de
origen (Morales et al., 2009), a pesar de que
en algunas especies no existe correlacion
(Vahabi et al., 2008; Jungmann et al., 2010).
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Al analizar el coeficiente de correlacion
del CP1 de los valores observados con las
variables morfoldgicas, se encontrd que las
variables con mayor contribucion fueron:
materia seca (r=0.86; P<0.0001) y altura
de follaje (r=0.79; P<0.0001) (cuadro 3).
Por lo que los ecotipos 45 y 635 presentan
altas producciones de forraje, caracteristica
importante para ser seleccionados para su
propagacion en tierras de pastoreo. Cuando
se analizo la correlacion del CP2 con las
variables morfoldgicas, se encontrd que las
de mayor contribucién fueron: densidad
de tallos (r=-0.79; P<0.0001), diametro de
macollo (r=-0.69; P<0.0001) y grosor de
tallo (r=0.67; P<0.0001). Con base en estas
caracteristicas, los ecotipos 45, 635, 429,
402 y 149, pueden ser seleccionados para
proteccion y estabilidad de suelo. A pesar de
que no se cuantifico la produccion de semi-
lla, las variables morfoldgicas densidad de
tallos y altura de planta han sido reportadas
que se relacionan con mayores producciones
(Nadjafi et al., 2006; Vahabi et al., 2008).
Por lo que el ecotipo 503 pudiera ser selec-
cionado para el establecimiento de lotes de
produccion de semilla; ademas presento la
mayor longitud de inflorescencia.
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Algunas de estas correlaciones y porcentajes
de la varianza observada, coinciden con los
resultados de Ayana y Bekele (1999) sobre
caracteres cuantitativos de 415 accesiones
de sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench);
en este trabajo se reportan que los primeros
cinco CP explicaron el 79% de la varianza
total. Estudios similares se han llevado a
cabo en Lolium (Bennett et al., 2000), Sorg-
hum (Grenier et al., 2004), Panicum (Casler,
2005), Bromus (Ferdinandez y Coulman,
2004) y Bouteloua (Morales et al., 2009).
En general, estos estudios concluyen que la
evaluacion de la variabilidad morfologica es
la base para seleccionar material para diver-
s0s objetivos, como: restauracion ecologica,
produccion forrajera, retencion al suelo,
resistencia a la sequia, entre otros.

Los resultados del analisis molecular con
marcadores AFLP son congruentes con los
obtenidos por otras investigaciones, princi-
palmente en lo referente a la eficiencia de
esos marcadores para detectar polimorfismo
(Valdés-Infante, 2009). La combinacion
EcoRI-AAC+Msel-CAG es larecomendada
para ser utilizada en futuros estudios de
variabilidad genética en poblaciones del
gigante, ya que fue la que detect6 la mayor
variabilidad. Estos resultados son congruen-
tes con estudios realizados con ecotipos de
Agrostis stolonifera, donde reportan frag-
mentos que variaron de 100 a 150 bandas,
con 22 a 94 bandas polimérficas (Vergara
y Bughrara, 2004). También, en Schiza-
chyrium scoparium se obtuvieron 854 y 653
fragmentos en tallo y semilla, pero s6lo 158
bandas polimérficas, que representan 18.5y
24.2% para tallo y semillay 22 a 34 bandas
polimorficas (Fu et al., 2004).

Por lo anterior, las poblaciones de gigante
presentan una amplia variabilidad en poli-

morfismo al utilizar los marcadores AFLP.
Ademas, los valores de similitud obtenidos
para gigante, estan en los intervalos reporta-
dos con AFLP para Festuca spp. y Cynodon
transvaalensis (Mian et al., 2002). Los valo-
res de similitud calculados con base en datos
moleculares, muestran a los ecotipos 402 y
410 (grupo IV), por un lado y a los ecotipos
149y 66 (grupo III) como los de mayor ho-
mogeneidad genética, al presentar el valor
mas alto de similitud (0.98). Estas pobla-
ciones homogéneas con distancias genéticas
altas, son originarias de los municipios de
Chihuahua y Parral, respectivamente. Los
resultados anteriores coinciden con otros
estudios respecto a la efectividad del uso
de la técnica AFLP para realizar estudios
de diversidad (Roldan-Ruiz et al., 2000).
También, esta técnica es util para hacer una
valoracion rapida y eficiente de la diversi-
dad genética en estas poblaciones nativas
(Hammer, 2003).

CONCLUSIONES

Con base en la variabilidad morfologica en
la coleccion ex situ del gigante, se detectaron
ecotipos con alto potencial de produccion
de forraje, para retencion de suelo y produc-
cion de semilla. Los ecotipos 45y 635 fueron
los que presentaron mejor potencial para
produccion de forraje. El ecotipo 503 puede
ser utilizado para produccion de semilla. El
ecotipo 429 mostré caracteristicas de amaco-
llamiento que pueden ser aprovechadas para
retencion de suelo y control de erosion.

Los AFLP son marcadores eficientes para
detectar variabilidad molecular en gigante,
especificamente la combinacion EcoRI-
AAC+Msel-CAG, puede ser utilizada en
futuros estudios de variabilidad genética en
poblaciones de esta especie. Esto representa
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Fig. 4. Analisis de agrupamiento de 32 poblaciones del gigante [Leptochloa dubia (Kunth)
Nees.], mediante el coeficiente de Dice y el método de agrupamiento-UPGMA.
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la base para iniciar programas de mejora-
miento genético que generen variedades
nacionales y cubrir deficiencias de semilla
en la demanda actual para su uso en la re-
habilitacion de tierras de pastoreo.

Los resultados de este trabajo son el inicio
de un programa de seleccion de ecotipos de
gigante con diversos enfoques: incremento
de forraje, retencion de suelo y produc-
cion de semilla, con base en las variables
morfologicas evaluadas. Por otra parte, la
variabilidad genética detectada representa
material basico para iniciar programas de
mejoramiento genético del gigante.
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