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COMPENDIO

En el invernadero, para caracterizar las reacciones a la antracnosis de diferentes accesiones de
Stylosanthes spp. se usaron cultivos filtrados de Co!letotrichum gloeosporioides. Se encontró efec-
to semejante con extractos del hongo en el crecimiento de callos de los genotipos C IA T 2243,
CIAT 10136 y CIAT 2312, con dos cepas (a -136de Santander de Ouilichao y L·VE seca del
Brasil) de ~. gloeosporioides. Se encontraron cambios en el peso fresco de los callos. Se detectó
reacci6n específica de los tres genotipos al incremento de concentraciones de los extractos fungo-
sos. Hubo diferencia significativa en el efecto de la concentraci6n de los filtrados del h o n go 32
días después de cultivadas las tres variedades.

Aunque hacen falta las evaluaciones de estas plantas en campo, estos resultados muestran que
existe alta correlaci6n entre la respuesta de las plantas a inoculaciones en invernadero y el cr e e i-
m iento de callos en medio conteniendo extractos del hongo. Esto sugiere que procesos a nivel
celular son responsables del efecto (daño) del agente causante de la antracnosis.

ABSTRACT

C olletotrichum gloeosporioides filtrate cultures were used in characterizing the reactions to
antracnosis in different accesions of Stylosanthes spp. under greenhouse conditions. Similar effect
wasfound with fungusextract in callusgrowing ofgenotypes CIAT 2243,CIAT 10136 and CIAT
2312 with two known strains of~. gloeosporioides (a -136 from Santander de Ouilichao and L-
VE withered from Brasil). Changes in callus gross weight were found. Three genotypes specific
reaction to the increment of fungi extract concentration were detected. Fungus filtrate concentra-
tion effect is different significatively between concentrations 32 davs after three varieties we re
cultivated.

Although field evaluations are left, these results show that a high correlation is there between
plant response to inoculations under greenhouse conditions and callus orowihnq on medium con-
taining fungus extracto This sugqests that cellular level processes are responsible of an tr acno si s
causal agent harmful effect.

* Estudian1B de pre-grado. Universidad Nacional de Colombia - Palmira.
** Centro Internacional de Agricultura Tropical- CIAT. A. A. 6713, Cali, Colombia.
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1. INTRODUCCION

La mayoría de las especies del género Stylo-
santhes son importantes en los ecosistemas de
sabana, ya que además de suministrar proteí-
nas necesarias para suplir las necesidades del
animal, sus características de resistencia a la
sequía, amplia aceptabilidad y consumo han
permitido mejorar la calidad de la dieta y redu-
cir las pérdidas de peso Que son normales du-
rante la época seca (4). El eran notencial de las
especies de Stylosanthes como forrajeras pro-
misorias en los suelos ácidos e infértiles del
tr6pico es restringido p.or la antracnosis, enfer-
medad causada por Colletotrichum gloeosno-
rioides, que induce considerables pérdidas en
la producción de forraje y e u y o desarrollo
puede ocurrir en amplio rango de condiciones
ambientales, siendo difícil su control (5).

La antracnosis es una enfermedad endémi-
ca en América Tropical y factor limitante de
la producci6n de forraje en Stylosanthes spp.,
al afectar su persistencia y disminuir la calidad
de forraje en las praderas para la producción
animal. Aunque la intensidad del daño varía
según la susceptibilidad o resistencia de las va-
riedades, en aquellas susceptibles causa seve-
ras defoliaciones y la muerte a nlantas jove-
nes (l).

S. guianensis posee gran potencial organo-
zénico para ser utilizado en cultivo in vitro
(7). Se ha comunicado la ocurrencia de varia-
ci6n fenotípica en plantas mejoradas de S.
guianensis (2) v la persistencia de muchos de
estos cambios a través de la semilla sex ual.
Los cambios fenotípicos pueden ser genéti-
cos, citozenéticos y fisiol6gicos, pued en ocu-
rrir durante períodos prolongados de culti-
vos in vitro (9) y aleunos se podrían utilizar
para seleccionar material con características
acronómicamente buenas (6).

La generaci6n de plantas a partir de ex-
plantes es posible ,si se tiene en cuenta la hi-
pótesis de la estabilidad genética de los teji-
dos; sin embargo, si la regeneración se hace
a partir de estados celulares indiferenciados
(callos), puede ocurrir variación en las plan-

tas regeneradas. Esta variabilidad no se debe
únicamente a eventos genéticos, que involu-
cran cambios en la secuencia de nucleótidos o
del número de estructuras de los cromosomas.
Puede también ser una respuesta fisiol6gica a
un medio ambiente inadecuado o presentarse
por cambios epieenéticos que reflejan niveles
alterados de la expresi6n genética y que son
relativamente estahles, pues, persisten a través
de la mitosis a las células hijas (3). En los últi-
mos años se ha aprovechado la variabilidad
causada por el cultivo celular logrando así lí-
neas celulares de alfalfa (Medicago sativa) y re-
generando plantas resistentes a las toxinas pro-
ducidas por F. oxysporium ,sin utilizar nin-
gún tipo de mutágeno (8).

Aunque en las colecciones del género Stylo-
santhes existe variabilidad en la tolerancia a la
antracnosis, la utilización de estos materiales
estaría limitada por la lentitud del mejora-
miento varietal y por la imposibilidad de trans-
ferencia de la resistencia entre las especies más
importantes (2). Es por tanto necesaria la
búsqueda de metodologías nuevas, como el
cultivo de tejidos, que faciliten la selección de
resistencia a partir de alteraciones de las fun-
ciones celulares para incorporarla en los pro-
gramas de mejoramiento; puesto que si la prin-
cipal responsable de la enfermedad es la toxi-
na producida por el pat6geno, se puede utili-
zar como método de selecci6n de líneas celu-
lares la respuesta de grupos celulares ante ex-
tractos menos puros de la toxina. Por consi-
guiente, el presente trabajo pretendi6 contri-
buír al desarrollo de técnicas para la selecci6n
in vitro de Stylosanthes spp y a estudiar el
efecto de diferentes concentraciones del ex-
tracto crudo de Colletotrichum gloeosporioi-
des en el crecimiento de cultivos celulares de
Stylosanthes spp.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

El trabajo se desarro1l6 en el Centro Inter-
nacional de Agricultura Tropical-CIAT. Para
obtener los explantes se sembraron semillas es-
terilizadas de Stylosanthes guianensis CIA T
10136, CIAT 2243 y CIAT 2312,en tubos de
ensayo que contenian medio nutritivo de Mu-
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rashige y Skoog, solidificado con agar al
0.8 %. Porciones iguales de hojas se sembra-
ron en cajas de petri que contenían medio in-
ductor de callos (2.0 mg/l de 6 - bencilamino-
purina y 2.0 mg/l de ácido naftalenacético).
Los extractos crudos centrifugados y filtrados
de las cepas Q -136 de Santander de Quilichao,
Colombia y L- VE seca del Brasil de C. gloeos-
porioides, se prepararon en elenmeyer con so-
lución Czapek estéril sin agar inoculada con
106 esporas del hongo e incubada durante tres
semanas a 28° C.

El experimento estuvo constituído por 5 di-
luciones del extracto (1: 1, 1: 2, 1 :4, 1: 8 y
1:32) repetidas 5 veces y un testigo. En cada
caja de petri se colocaron 10 callos de aproxi-
madamente un milimetro de diámetro, de igual
consistencia y peso fresco inicial promedio de
0.0001 gramo. A los 32 días, se tomó el peso
fresco de 5 muestras al azar.

Para la evaluación de las accesiones de S.
guianensis, en el invernadero se sembraron dos
surcos de 10 plantas de cada variedad y se ino-
cularon después de 15 días con los extractos
del hongo; en el ensayo se dispuso de un tes-
tigo. Las bandejas se embolsaron durante 48
horas y a los 12 días se realizó la eval u ació n
utilizando la siguiente escala: ausencia de la
enfermedad (O); pocas manchas y lesiones
pequeñas en las hojas (1); manchas y lesio-
nes pequeñas en las hojas, tallos y estípulas
(2); manchas y lesiones medianas en las ho-
jas, tallos y estípulas y poca defoliación (3);
manchas y lesiones grandes en hojas, tallos y
estípulas, acompañadas de mucha defoliación
(4) y muerte de la planta (5).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Comportamiento de los ecotipos de S.
guianensis

Con el extracto de la cepa Q -136, los ca-
llos del ecotipo CIAT 2243 crecieron en la
dilución 1 :2, mientras que con el extracto de
la cepa L- VE s610 lo hicieron en la dilución
1:4 y al combinar los extractos la inhibición
fue mayor, registrándose sólo crecimiento en
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la dilución 1:32 (Fig. 1).

Por lo anterior y el comportamiento de las
plántulas en el invernadero (Cuadro 1), este
ecotipo se puede considerar como resistente a
estas cepas del hongo.

El extracto L- VE y la combinación de los
extractos inhibieron el crecimiento de los ca-
llos del ecotipo CIAT 2312, el cual se mostró
resistente a la cepa Q -136 (Fig. 2). En el in-
vernadero, el ecotipo presentó susceptibilidad
a la cepa L -VE y a la combinación Q -136 +
L-VE.

S. guianensis CIAT 10136 se desarrolló a
partir de la dilución 1:4 cuando estaba en pre-
sencia de las cepas L- VE y de la cepa Q-136;
al combinar las cepas mostró inhibición total
del crecimiento (Fig. 3). En invernadero, el
ecotipo no fue susceptible al inoculo de la ce-
pa Q-136,mientras que fue susceptible a la
cepa L -VE y a la combinación de las dos ce-
pas.

3.2. Interacción eco tipo s vs. cepa de C.
gloeosporioides.

Los callos de S. guianensis CIAT 2243 cre-
cieron aún a diluciones del extracto de la ce-
pa L -VE menores de 1:4, la cual inhibió el
desarrollo de S. guianensis 2312 en todos los
niveles de dilución. S. guianensis CIAT 10136
se comportó como medianamente resistente,
observándose ligero incremento en el pe so
fresco de sus callos a diluciones mayores de
1:8 (Figura 4, Cuadros 2 y 3).

Los callos de los ecotípos CIAT 2312 y
2243 se desarrollaron a partir de todas las di-
luciones, mientras que los del ecotipo CIAT
1013610 hicieron desde la dilución 1:8 (Fig 5,
Cuadros 4 y 5).

El desarrollo de los callos de los tres ecoti-
pos mostró alta inhibición al combinar las ce-
pas Q- 136 más L- VE y no se obtuvo ningún
crecim ien to significativo de éstos (F 19. 6 ,
Cuadros 6 y 7).



r--::
r '.

r:;r'" ...1' ••••••1 ••••' ••••••;.¡r-...;' ..... ....1 ••••'t.> ,....1 , •••• , ••••

,

) •••• 1 •••••• 1 •••••I~

( { l {'--e!~_.."'~~ JO' ", ",

F-:::::---:::::~"';:=·· .... •.........<, . -, '. -. •.... •.... -'.
" "'1, "\. .••. ", .••• ", '., ••••••• .•••, " •••••, ••••••••• -",

I;_~ .._.":~.. ", '•., •..•., 0,. ",, __ •• •• .•1 ""

ro

1••••,

t
· ...' / ..' " ..' .,.., / ..•/,..'-
_.... •... ", t--+::.....-I~ f' ••'

.... ,.........••....,....•.'.'.... , ,.........•.'.........•. ' -, ,....•.... '....,.......•...•
" .. ""., ..,~~~_ ....,....• '....• '.. --·S

CJ<;»

2
9

~

U

1- ::>
1."\1 ,...:¡--r···· l••"

O
" "

1" "'" "'"

" ",
..J

~
r-

r:c~:~,~:~¿::::.::·:~~~~:~::::·,::,~:2~~~~;~,_
;...-..$o-_.~_.--I __~--+.---- -t---.....-.-~....-_...\..__....._._.•......._+-~ ..••.•._04, •••••••~_ •••_t- .•_.-4_ .._ ..•.-~1

~_ •..•:. '. '. ..••...•••...•• ..••..••..•••..••..••..•..•...•.•...••• •.• ' "..• " <. • •.'. ····::::·,······:·::·,····,··::·····_··:'·~I'·· .,.'.:--- .....::., .,: ..: -,
, _·_!..--~-T"·--!o. - .

o

o
~o

o
C"!

o
o-d

o
Ir)-o

(jjw) OJS tI~d OStld

-1

es

49



Cuadro 1

Respuesta de plántulas de ecotipos de Stylosanthes guianensis a la inoculación
con extractos de C. gloeosporioides

Toxina

Ecotipos Q L QL Control

2243 O O O O

2312 1 4 4 O
10136 O 1 1 O

Cuadro 2

Análisis de varianza del extracto L- VE frente a las variables variedad, dilución y variedad x dilución

F F Coeficien te
DF Tipo I SS Evaluado PR>F DF Tipo 111 SS Evaluado PR>F de variac i6n

Variedad 2 0.283 12.74 0.0001 2 0.292 13.14 0.0001 91.958

Diluci6n 5 2.969 53.39 0.0001 5 2.268 40.79 0.0001

Variedad
x 10 1.166 10.49 0.0001 10 1.166 10.49 0.0001

Diluci6n

Pruebade DUNCAN para la interacci6n variedades VS. extracto

Grupo Media N Variedad

A 0.1956 21 Sg 2243
B 6.1234 60 Sg 10136

C 0.0511 35 Sg 2312

so
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Cuadro 3

Prueba de DUNCAN para la diferencia entre dilución del
extracto L - VE

Grupo Media N Dilución

A 0.4036 26 O
B 0.0764 18 32
CB 0.0404 18 8
CB 0.0304 18 4
CB 0.0082 18 2
C 0.0004 18 1

Cuadro 4

Análisis de varianza del extracto Q frente a las variables variedad, dilución y variedad x dilución

F F Coeficiente
DF Tipo I SS Evaluado PR>F DF Tipo 111SS Evaluado PR>F de variaci6n

Variedad 2 0.016 0.41 0.6626 2 0.0164 0.41 0.6673 95.341
Diluci6n 5 2.594 25.69 0.0001 5 2.0428 20.22 0.0001

Variedad
x 10 1.324 6.56 0.0001 10 1.3248 6.56 0.0001

Diluci6n

Prueba de D UNCAN para la Interacci6n variedades vs. extra cto

Grupo Media N Variedad

A 0.1666 21 Sg 2243
A 0.1525. 60 Sg 10136
A 0.1326 35 Sg 2312
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Cuadro 5

Prueba de DUNCAN para la diferencia entre diluciones del extracto Q

Grupo Media N Dilución

A 0.4036 26 O
B 0.1827 18 32
CB O.IOOO 18 8
C 0.0664 18 4
C 0.0274 18 2
C 0.0009 18

Cuadro 6

Análisis de varianza del extracto L -VE + Q frente a las variables variedad, dilución y variedad x dilución

F F Coef ic iente de
DF Tipo I SS Evaluado PR>F DF Tipo 111 SS Evaluado PR>F variaci6n

Variedad 2 0.5389 12.44 0.0001 2 0.3871 8.94 0.0003 99.754
Dilución 5 3.0108 27.80 0.0001 5 2.1091 19.48 0.0001

Variedad
x 6 0.9088 6.99 0.0001 6 0.2088 6.99 0.0001

Diluci6n

Prueba de D UNCAN para la interacción variedades vs. extracto

Grupo Media N Variedad

A 0.3087 9 Sg 2243
B 0.1722 60 Sg 10136
C 0.0559 32 Sg 2312

Cuadro 7

Prueba de DUNCAN para la diferencia entre diluciones de la combina-
ción L - VE + Q

Grupo Media N Dilución

A 0.4036 26 O
B 0.2152 18 32
C 0.0318 15 2

e 0.0040 13 8
C 0.0047 15 1
C 0.0004 14 4

- _ ..- .. - ---_.~_. __ ._-~-- --~'-'---
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4. CONCLUSIONES

4.1. El método permitió establecer la toleran-
cia de los ecotipos de Stylosanthes guia
nensis CIAT 2243, CIAT 10136 Y CIAT
2312 a las cepas Q-136 y L- VE de Co-
lletotrichum gloeosporioides.

4.2. Con las diluciones 1:4 y 1: 18 se conoció
la susceptibilidad o la tolerancia de las
variedades.

4.3. A concentraciones extremas de los extrac-
tos (1: 1 y 1:2), hubo crecimiento de un
pequeño número de callos, est ad Istíca-
mente no significativo, en los tres ecoti-
pos para los extractos y sus combinacio-
nes. Si la to1erancia expresada a nivel ce-
lular se manifiesta en plantas regeneradas
y semantiene a través de su progenie, es-
ta metodología permite acortar la dura-
ción de los métodos convencionales de
mejoramiento ya la vez aumentar su efi-
ciencia.
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