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Informe Anual 1997

Proyecto IP-5: Gramineas y Leguminosas Tropicales: Optimizacién
de la diversidad genética para usos miiltipes

Objetivo
Identificar acervos genéticos superiores de gramineas y leguminosas para sistemas agricolas sostenibles

en trépicos humedos y subhtiimedos.

Resultados

Diversidad genética en atributos de calidad, interacciones simbioticas hospedante-parasito y adaptacién
a limitaciones edaficas y climaticas, no solo de leguminosas sino también de especies de gramineas
seleccionadas. Gramineas seleccionadas y un rango amplio de leguminosa herbaceas y arbustivas
evaluadas con socios en investigaciéon, las cuales estan disponibles para la produccién animal,
conservacion y mejoramiento de suelos.

Avances

Diversidad genética definida en gramineas y especies de leguminosas seleccionadas por atributos de
calidad, resistencia a enfermedades y plagas, y adaptacién ambiental. Utilidad reconocida de
germoplasma seleccionado de gramineas'y leguminosas en sistemas de produccién. Gramineas y
leguminosas nuevas que contribuiran a una mayor produccién de leche para la poblacién y flujo de caja
para pequenios productores de leche, a la vez, que se conserva y mejoran los recursos naturales.

Logros

1998  Se identificaran nuevas accesiones de Arachis pintoi con tolerancia a la época seca y persistentes
en asocién con gramineas agresivas. Estaran a disposicién de los productores, leguminosas
arbustivas adaptadas a ecorregiones subhtumedo (Cratylia argentea) y himedas (Codariocalyx

gyroides).

1999 Se dispondra de acervos genéticos de Brachiaria identificados con resistencia a salivazo,
adaptados a suelos de baja fertilidad y pobremente drenados. Se desarrollaran métodos para
detectar endofitos en especies de Brachiaria y Panicum.

2000  Utilizando técnicas bioquimicas y moleculares se lograra caracterizar la diversidad genética de
germoplasma de Brachiaria, Arachis y Cratylia..

Usuarios

Organizaciones gubernamentales, no gubernamentales y de productores en todos los trépicos
subhimedos y hiimedos que necesitan gramineas adicionales y recursos genéticos de leguminosa con
potencial mejorado para intensificar y mantener la productividad de sistemas agropecuarios.
Colaboradores

Organizaciones nacionales, gubernamentales y de investigacién agricola, y organizaciones de desarrollo.
Organizaciones especializadas de investigaciéon (U. HShenheim; Cornell U., IGER, OFI, CSIRO).

Vinculos con el sistema CGIAR

Perfeccionamiento y Mejoramiento (20%); Sistemas de Produccién Pecuaria (15%); Proteccién del
Ambiente (15%); Diversidad Biolégica (40%); Fortalecimiento de Instituciones Nacionales de Investigacién
(NARS) (10%). Participacién en Centros Internacionales de Investigacién (ILRI).

Vinculos con Proyectos del CIAT

Con el Proyecto Conservacién de Recursos Genéticos (SB-1) se desarrollaran acervos genéticos superiores,
usando, cuando sea necesario, técnicas moleculares (Proyecto SB-2). Con el Proyecto Evaluacién de
Gramineas y Leguminosas seleccionadas en sistemas de produccién (PE-5) en colaboracién con socios

nacionales (SN-2).
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Aspectos Sobresalientes de Investigaciéon en 1997

Producto 1. Acervo Genético de Gramineas y Leguminosas con Atributos de

Calidad Reconocidos

Las diferencias en calidad dentro de las especies de leguminosas no estan relacionadas tinicamente
con taninos, sino también con el potencial de degradabilidad de los constituyentes de la pared

celular.

Los taninos condensados ligados al forraje tienen un mayor efecto sobre la digestién que los taninos

condensados solubles.

Diferencias en nivel y tipo de taninos condensados entre proveniencias de C. calothyrsus cultivadas

en sitios contrastantes.

Variacién en taninos solubles y ligados entre accesion de C. argentea y definicién del tipo de taninos

presentes.

Los taninos condensados solubles en hojas de D. ovalifolium aumentan linealmente con el
crecimiento de las plantas hasta 6 meses de edad y la reactividad de los taninos con proteina

también aumenta hasta alcanzar un maximo a los 5 meses, pero posteriormente desciende.

Las técnicas de presién de gas en transductor y de espectrometria infrarrojo (NIRS, su sigla en
inglés) son utiles para estudiar cambios en atributos de calidad de leguminosas debidos a genotipo

y ambiente,

La calidad de genotipos de D. ovalifolium varia con la aplicacién de fertilizantes y las condiciones

ambientales definidas por suelo y clima.

El nivel y la frecuencia de alimentacién con suplementos basados en leguminosas pueden aumentar
significativamente la retencién de nitrégeno en ovinos alimentados con una dieta basal de baja
calidad.

El rendimiento de leche de vacas en pastoreo puede aumentar significativamente al suministrar
suplementos de energia basados en leguminosas en proporcién adecuada.

El rango de aceptabilidad de leguminosas arbustivas con calidad contrastante fue similar con

ovinos y caprinos.

iv




Producto 2. Acervo Genético de Gramineas y Leguminosas con Diversidad
Comnocida en las Interacciones de la Simbiosis hospedante/

parasito

® Se iniciaron los primeros estudios sobre la biologia y los habitos de las tres especies mas frecuentes

en zonas del trépico bajo.

e Se iniciaron los primeros estudios sobre el comportamiento de comunicacién vibracional entre

adultos de salivazo.

] Se establecieron metodologias para iniciar estudios comparativos sobre el desarrollo de huevos y

la incidencia de diapausa.
® Se encontraron seis especies de salivazo relacionadas con pastos en tierras bajas de Colombia.

e En tres sitios con sequia estacional se encontré que una especie de salivazo abundaba y

predominaba coincidiendo con la estacién lluviosa.

® Tres especies de salivazo son simpatricas en sitios hiimedos y parece que su abundancia desciende
con la mayor precipitacién; la mayor diversidad de especies, la abundancia y la precipitacion

corresponden con una mayor presencia de enemigos naturales.

@ La abundancia de ninfas y adultos de salivazo no varia entre pasturas de solo Brachiaria y de

Brachiaria asociada con Arachis pintol.

e  Hay evidencia que la divergencia en preferencias de habitat contribuye al fraccionamiento del habitat

entre las dos especies simpatricas principales de salivazo.

® La liberacién de hembras de salivazo adulto merece consideracién adicional sobre la infestacién

artificial en ensayos de resistencia en el campo.

e Se desarrollé, probé e implement6 una nueva técnica de invernadero, mas simple, rapida y confiable

para la seleccién de genotipos de Brachiaria por resistencia a salivazo.

e Se lograron avances significativos en el desarrollo de un método confiable y uniforme de infestacion

artificial con salivazo para seleccion de genotipos de Brachiaria en condiciones de campo.

e Con la utilizacién de la nueva metodologia de seleccién fue posible identificar genotipos de

Brachiaria con resistencia antibidtica a salivazo.

© Las nuevas metodologias de seleccién por resistencia a salivazo en Brachiaria han hecho posible

los estudios genéticos.




® Se mejoraron atn mas los protocolos de deteccion de endéfitos dentro de los tejidos de la planta
y semillas utilizando varios métodos de tincién.

® En especies de Brachiaria se identificaron nuevos endéfitos, que se asemejan a aquellos reconocidos
en gramineas de zonas templadas.

® Se iniciaron nuevos métodos de inoculacién para introducir estos endéfitos en diversas especies
y accesiones de Brachiaria

® Se estan desarrollando antisueros especificos para deteccién rapida de endéfitos en tejidos de
gramineas.

® Se inicié un trabajo de tesis a nivel graduado en biologia de un endéfito aislado de Brachiaria
arrecta.

® Dos estudiantes del Universidad del Tolima completaron un trabajo de capacitacién intensivo de
2 meses de duracién en la deteccién y en métodos de caracterizacion de endéfitos en el laboratorio
de patologia de forrajes del CIAT.

@ Conjuntamente con la Universidad de Rutgers se esta trabajando en el perfil de alcaloides en hongo
endéfitos aislados de especies de Brachiaria.

@ Se establecieron contactos y se iniciaron investigaciones colaborativas con laboratorios
especializados en Nueva Zelandia y Estados Unidos.

® Se identificaron genotipos de Stylosanthes con resistencia a una variedad amplia de aislamientos.

@ Se detectaron diferencias en reaccién de hospedantes a Lasiodiplodia theobromae, el agente causal
de enfermedad "muerte descendente" de Stylosanthes spp.

@ Existe informacién de isoenzimas en Brachiariay Arachis y datos de marcadores moleculares para
Brachiaria.

Producto 3. Acervos Genético de Gramineas y leguminosas con Adaptacion

Conocida a Limitaciones Edaficas y Climaticas

e Los apices de la raiz de B, decumbens acumulan P en presencia de Al y suministro escaso de

nutrimentos en solucién, lo que podria contribuir al mecanismo de tolerancia a este ultimo
_ elemento en suelos acidos de baja fertilidad.
® Dos recombinantes genéticos de Brachiaria (BRN093/3204, FM9201/1873) sobresalieron por su

adaptacién a condiciones de suelos acidos de baja fertilidad.
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Arachis pintoi CIAT 18748 sobresalié por su adaptacién en condiciones de baja aplicacién de
nutrimentos en el suelo, tal como lo demurestra el grado de distribucién de N en hojas y el
mantenimiento de una mayor concentracién de P inérganico en las hojas.

Varios atributos de la planta de Brachiaria fueron afectados por el genotipo y la aplicacién de fosforo

en el suelo.

La secrecion de fitasa en raices de Brachiaria decumbens y Stylosanthes guianensis es un
mecanismo importante para la absorcién de fésforo a partir de fuentes organicas presentes en el

suelo.

Stylosanthescapitata esta menos adaptado a Oxisoles franco-arcillosos debido a que sus raices son
mas gruesas y tienen menos puntos terminales, lo que contribuye a reducir la absorcién de calcio,

cuando se compara con S. guianensis y A. pintoi.

El establecimiento de A. pintoi fue mas rapido cuando se asoci6é con Panicum maximum que crece

formando matojos, que cuando se asocié con Brachiaria dictyoneura que es estolonifera.

Se identificaron dos recombinantes genéticos deBrachiaria con mejor comportamiento en la época

seca que el cultivar comercial B, decumbens cv. Basilisk.

La accesién B. brizantha CIAT 26110 sobrevivié en suelos inundados mediante la produccién de
raices adventicias, la estratificacién de raices a lo largo de la superficie del nivel freatico y el

desarrollar de tejidé arénquima en la corteza de la raiz.

El cultivar comercial B. brizantha CIAT 6780 cv. Marandu también sobrevivié a condiciones de
inundacién al desarrollar tejido arénquima y la estratificacién de las raices a lo largo de la superficie

del nivel freatico.

Tanto B. brizantha CIAT 26110 como B. brizantha cv. Marandu sobrevivieron mejor en condiciones
de inundacién que en suelos con estrés por falta de agua; mientras que B. dictyoneura cv. Llanero
se adapta a cualquiera de estas condiciones mediante la modificacién de las células corticales en

los espacios intercelulares y la lignificacién del cilindro vascular.

Se liberaron nuevas colecciones de accesiones de Paspalum para establecimiento de ensayo de

campo en CIAT-Quilichao.

Se registraron diferencias en rendimientos de MS, capacidad de rebrote, retenciéon de hojas en la

época seca y tolerancia al insecto plaga Psyllid en nuevas especies y lineas de Leucaena.

Se encontraron especies de leguminosas arbustivas {Rhynchosia, Calliandra y Flemingiad) que se

desarrollan bien en zonas de laderas de altitud media.




Producto 4. Diversidad de Gramineas y Leguminosas Superiores Entregadas

para Evaluacién

Entrega de especies forrajeras seleccionadas a socios a través de consorcios como TROPILECHE y

proyectos de desarrollo de ganaderia y pasturas en la regién.

Lanzamiento oficial en Panama de una mezcla de accesiones de A. pintoi CIAT 18744 y 17434 como

cv. Mani Forrajero.

Para mayo de 1988 se tiene planeado el lanzamiento oficial por el MAG en Costa Rica de A. pintoi
CIAT 18744 como cv. Porvenir.

Contratos para la multiplicacién de'gramineas y leguminosas seleccionadas con el objeto de
mantener el desarrollo de proyectos ganaderos coordinados por CORPOICA

Contratos para la multiplicacién de ecotipos seleccionados de A. pintoi para evaluacién en fincas y

para apoyar su lanzamiento y distribucién en Costa Rica

Se multiplico, para distribucién en América Central, semilla basica y experimental de ecotipos

altamente promisorios de A. pintoi, C. argentea y B. brizantha

Por solicitud de los socios en las instituciones nacionales, durante el periodo octubre de 1996 y
octubre de 1997, se entregaron 343 kg de semillas experimental y béasica de gramineas y

leguminosas promisorias.

Selecciéon preliminar de nuevas accesiones de A. pintoi con atributos superiores en relacién con el

cultivar comercial

Publicaciéon de un boletin informativo por el equipo del Proyecto de Forrajes y continuacién de la

publicacién de la revista Pasturas Tropicales.
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Progresos hacia la Obtencion de Logros

Producto 1: Acervos de Gramineas y Leguminosa con Atributos de Calidad

Reconocidos

Listado de especies y genotipos de leguminosas con atributos conocidos de calidad. Los
resultados obtenidos durante 1997 permiten avanzar hacia la produccién un listado de especie de
leguminosas herbacea y arbustivas sobre la base de atributos de calidad de forraje. Es ahora claro
que los protocolos para la evaluacién de calidad de leguminosas tropicales tienen que considerar
esquemas de muestreo adecuados, niveles y tipos de tanino, composicién y degradabilidad de la

pared celular por microorganismos del rumen.

Parametros en fertilidad de suelo y clima asociados con atributos de calidad. El analisis inicial
de los estudios sobre la interacciéon genotipo x ambiente en D. ovalifolium, utilizada como una
especie patron, ha permitido en términos generales definir los efectos del ambiente (suelo y clima) en
los atributos de calidad. Los analisis posterior de los datos recopilados permitira definir mejor los
factores ambientales asociados con diferencias en calidad de forraje y palatabilidad entre genotipos,
por tanto, se podran recomendar genotipos especificos de Desmodium y posiblemente otras

leguminosas con taninos para una localidad determinada.

Modelos de regresién para predecir la produccion de leche de vacas con el uso de recursos
forrajeros altermativos. Un objetivo principal del trabajo en el Proyecto es ajustar modelos
forrajeros existentes para predecir la produccién de leche de vacas con el uso de recursos forrajeros
alternativos. Los resultados obtenidos durante 1997 proveen informacién basica de comparacién
sobre interacciones entre respuestas animales (retenciéon N, rendimiento de leche) y cantidad y
calidad de los recursos forrajeros tropicales, lo que sera util para ajustar modelos de nutricién animal

ya existentes

Nivel de incremento del rendimiento de leche en vacas alimentadas con gramineas y
leguminosas mejoradas. Una de las metas en el Proyecto es poder definir el potencial de diferentes
especies de la leguminosa para mejorar el comportamiento de rumiantes en diferentes sistemas de
produccién. A través de metodologias sencillas, como el método de consumo a corto plazo, ahora es
mas facil hacer la seleccién de especies de leguminosas que se deben estudiar con mas detalle y

analizar los costos de produccién animal.

Producto 2: Acervo Genético de Gramineas y Leguminosas con Diversidad
Conocida en las Interacciones de la Simbiosis Hospedante

/Parasito

Géneros y especies de salivazo totalmente identificados. Se han logrado avances significativos en

la descripcion de géneros y especies de salivazo en ambientes contratantes de Colombia.
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Biologia de principales especies de salivazo. Se esta recopilando informacién sobre los estados de
la plaga, como incubacién de huevos puntos maximos de abundancia de ninfas y épocas de postura .
Los estudios en bioecologia proveran la informacién necesaria para confirmar la resistencia a otras
especie de salivazo diferentes de Aeneolamia. varia. Las mayores posibilidades para aumentar la
eficiencia de alternativas culturales, quimicas y de biocontrol residen en una comprensién detallada
de la variacién, asi como los patrones de la biologia, el comportamiento y la ecologia de la plaga.

'Método de invernadero confiable para evaluar especies de Brachiaria por resistencia a
salivazo. Se desarrollé un nuevo método de invernadero que es 50% mas rapido y requiere 70% a
80% menos recursos materiales. Con el nivel actual de recursos, la capacidad anual para evaluar
genotipos ha aumentado de 200 a 2000, lo que constituye un avance significativo para el programa
de mejoramiento de Brachiaria. El aspecto mas importante del nuevo método selectivo es el
mejoramiento en la cantidad y calidad de la informacién generada, que no sélo produce mas
informacién precisa sobre resisten del huésped, sino también permite evaluar simultaneamente

tanto la tolerancia como la resistencia antibiética.

Desarrollo de métodos selectivos y confiables para el muestreo de salivazo en el campo. Un
reto importante, que ya se estd enfrentando con éxito, es el desarrollo de métodos de muestreo
exactos de infestacién de salivazo y el mejoramiento de los métodos de infestacién con masas de la
plaga en el campo para asegurar una evaluacién mas realista de la resistencia de la planta. Se han
logra‘do avances en la caracterizacién del complejo de salivazo, que es critico para evaluacién en el

campo de resistencia de nuevos genotipos de Brachiaria.

Desarrollé de un modelo para explicar el progreso de infestacién® de salivazo. La informacién
sobre el estado de la plaga, generada en diferentes ambientes a través del tiempo, es 1til para
establecer correlaciones entre su aparicién, la abundancia y la sincronizacién de las etapas de vida

con los datos meteorolégicos.

Identificacién de genotipos de Brachiaria resistentes a salivazo . Con el desarrollo de un método
de invernadero rapido y confiable ha sido posible identificar nuevos recombinantes genéticos de

Brachiaria con resistencia a antibioticos,

Cdlculos de heredabilidad de resistencia a salivazo en Brachiaria a partir de la identificacién
de hermanos medios. Ahora se ha conformado una poblacién apropiada por mejoramiento sexual.
Los avances recientes en metodologia de evaluacién selectiva para salivazo posibilitan los estudios
genéticos propuestos. Las familias apropiadas de hermanos medios se formaran durante 1998, y se

evaluaran en 1999,

Potencial de uso de marcadores de seleccion por resistencia a salivazo. Para alcanzar este
objetivo es necesario disponer de nuevos fondos de financiamiento. Se han hecho contactos con la
Federacién Colombiana de Ganaderos (FEDEGAN) con NESTLE para obtener fondos tendientes a

desarrollar esta linea de investigacién.




Desarrollo de métodos de deteccion de endéfitos y protocolos en gramineas tropicales. Los
protocolos de deteccién de endéfitos dentro de los tejidos de la planta y en semilla se encuentran en
etapas avanzadas de mejoramiento. El desarrollo de un método de inoculacién para introducir
enddfitos en diversos genotipo de Brachiaria s es una prioridad actualmente.

Identificaciéon de endéfitos de origen tropical. En especie de Brachiaria se han identificado
endoéfitos nuevos, que se asemejan a aquellos identificados en gramineas de zonas templadas. Este
descubrimiento permitira probar el efecto de los enddéfitos en la adaptacién de gramineas a estrés

ambiental, resistencia a plagas y enfermedades y produccién animal.

Datos de caracterizacién isoenzimatica integrados con informacién sobre limitacién biética basada en
informacién geografica. Existen datos sin analizar. Se espera que un nuevo investigador visitante se

dedique a esta actividad.

Producto 3: Acervo Genético de Gramineas y Leguminosas con Adaptaciéon
Conocida a Limitaciones Edaficas y Climaticas

Metodologia mejorada para evaluar gramineas forraje y leguminosas forrajeras por adaptacion a
suelos de baja fertilidad. Utilizando una solucién que simula el estrés de suelo acido, se ha
encontrado que la adaptacién sobresaliente de B. decumbens a suelos acidos de baja fertilidad podria
deberse a su capacidad para acumular fésforo en los é{pices de la raiz. La evaluacién adicional de
este fendémeno ayudara a desarrollar metodologias sencillas de evaluacién selectiva para diferencias
en adaptaciéon a suelos Aacidos entre recombinantes genéticos y accesiones de germoplasma de

Brachiaria.

En colaboraciéon con la Universidad de Hokkaido en Japén, también se encontré que el grado de
exudacién de fitasa de las raices es un atributo importante de la planta, que contribuye a la
adaptacién de las gramineas y leguminosas forrajeras a la baja disponibilidad de fosforo. Aun es
necesario evaluar diferencias genotipicas en este atributo de la planta y, de esta manera, poder
desarrollar una metodologia de evaluacién selectiva para identificar genotipos de gramineas y

leguminosas con adaptacién superior a niveles bajos de fésforo en el suelo.

Los estudios de invernadero y de campo muestran que dos atributos de la planta son criticos para la
adaptacion a suelos acidos de baja fertilidad. Estas son la produccién de area foliar y el desarrollo
del sistemas radicular. Actualmente se estan probando métodos no destructores para calcular la
produccién de foliar en condiciones de campo. Es necesario probar la utilidad de ‘minirhizotrones’
para identificar diferencias genotipicas en el desarrollo de raices, en particular en leguminosas

forrajeras.

Lista de accesiones de Brachiaria y Arachis para ambientes especificos. A partir datos de
ensayos multilocacionales se ha identificado un namero pequefio de accesiones elite de Brachiaria. A
partir del analisis completo de los datos de ensayos multilocacionales, sera posible tener una lista
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definitiva de accesiones elite de Arachis. Sin embargo, sobre la base de observaciones preliminares se
ha elaborado una lista de accesiones de Arachis para multiplicacién de semillas y evaluacién

adicional.

Lista de accesiones de Brachiaria, Arachis y Calliandra con tolerancia a la época seca. En 11
sitios se han establecido ensayos agronémicos de Brachiaria. Se han completado dos series de
ensayos con accesiones’ de Arachis y en Quilichao se encuentra en evaluacién una coleccién de
Calliandra proveniente de OFI. Los anadlisis de datos existentes de ensayos multilocacionales
ayudara a identificar accesiones con comportamiento particularmente sobresaliente durante periodos

de estrés de humedad.

Lista de accesiones de Brachiaria y Paspalum seleccionadas para suelos mal drenados. En
Quilichao se establecié una nueva coleccién de Paspalum . Ademas, varias accesiones de Brachiaria
se encuentran incluidos en ensayos multilocacionales en Colombia para observar en forma
preliminar su comportamiento en condiciones de suelos mal drenadas.

Lista de accesiones de leguminosas arbustivas seleccionadas para tolerancia a bajas
temperaturas. Los resultados hasta la fecha en dos sitios de zonas de ladera en el Cauca (Colombia)
indican que varias leguminosas arbustivas tienen un buen potencial, por tanto, debe iniciarse la
multiplicacién de semillas para futuros ensayos en explotaciones agropecuarias.

Producto 4: Gramineas y Leguminosas Superiores Entregadas a Socios para

Evaluacién

Proyectos colaborativos con instituciones nacionales de investigaciéon agropecuaria para la
evaluacién y utilizacién de nuevas gramineas. A través del establecimiento de vinculos con
proyectos en fincas como TROPILECHE (Costa Rica, Perd, Nicaragua y Honduras), NESTLE en el
Caqueta (Colombia) y el Plan de Modernizacién de la Ganaderia (Colombia), el germoplasma forrajero
elite seleccionado por el Proyecto ha llegado a los campos de los productores. Ademas, A. pintoi fue
liberado en Panama y hay planes para la distribucién de un genotipo seleccionado de esta

leguminosa en Costa Rica durante 1998,

Lista de accesiones forrajeras para diferente sistemas agroecolégicos. Se han completado los
ensayos multilocacionales con Desmodium ovalifolium y A. pintoi y los resultados se encuentran en

andlisis para determinar las interacciones genotipo por ambiente

Instituciones y personas que contribuyen y reciben publicaciones de investigacion en forrajes.
A través del Boletin Informativo que publica el Proyecto de Forraje y de la revista periédica Pasturas
Tropicales se ha logrando informar a un gran nGmero de socios en la regién los progreso en

investigacién en forrajes en el CIAT y otras instituciones.
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Producto 1.

Acervo Genético de Gramineas y Leguminosas

con Atributos de Calidad Reconocidos

Subproducto 1.1. Funcién de los
factores antinutricionales en la
digestiéon de gramineas y
leguminosas y en el metabolismo

de rumiantes

Un numero considerable de especies de
leguminosas tropicales herbaceas y lefiosas
tiene altos niveles de taninos condensados (TC),
que como se sabe pueden afectar negativamente
el consumo, la digestion y utilizacién de
nitrégeno por los rumiantes. Para desarrollar
procedimientos de investigacion selectiva y para
definir mejor las estrategias para la utilizacién
de estas leguminosas en sistemas de
alimentacién, es necesario comprender cémo
estos taninos y otros factores de anticalidad
afectan la nutricién de los rumiantes.

Durante los 1;2(1‘11timos afios el Proyecto ha
colaborado con el Instituto de Pasturas e
Investigacién Ambiental (IGER, su sigla en
inglés) del Reino Unido a través de un proyecto
sobre reduccidén de factores anticalidad en
leguminosas tropicales, el cual es financiado por
el Departamento para el Desarrollo
Internacional (DFID, su sigla en inglés) y
llevado a cabo por R. Barahona, un estudiante
de posgrado en la Universidad de Reading.
Ademas, durante 1997 se iniciaron los trabajos
colaborativos con el Instituto de Silvicultura de
Oxford (OFI, su sigla en inglés) a través de un
proyecto para la investigacién de los factores
que afectan el valor nutritivo de la hoja de
Calliandra calothyrsus cuando se utiliza en
ramoneo por rumiantes. Este proyecto también
es financiado por el DFID. Para llevar a cabo
las investigaciones, se han realizado trabajos

experimentales in vitro tendientes a estudiar el

efecto de los TC y la composicién de la pared
celular en la calidad del forraje de especies de
leguminosa contrastantes: Desmodium
ovalifolium, Flemingia macrophylla, Leucaena
leucocephala, L. pallida, L. macrophylla,
Calliandra calothyrsus, Clitoria fairchildianay

Cratylia argentea.

Los resultados previos mostraron
diferencias entre especies de leguminosas en:
(1) proporcién de taninos solubles y ligados;
(2) grado de digestién y productos finales de
fermentacién por microofganisrnos del
rumen; y (3) tipos de tanino condensado
(proantocianidinas) segun lo indican las
diferentes Erelaciones de cianidina, delfinidin,
pelarganigﬁina y fisetinidina.

Activida{/d 1.1.1. Estudfos sobre la
inﬂ\‘yencia de taninos condensados en
la calidad del forraje de un amplio
nimero de leguminosas herbaceas y
arbus’i:ivas

Aspecto’s' sobresalientes

e Las diferencias en calidad dentro de las
especies de leguminosas no estan
relacionadas inicamente con taninos,
sino también con el potencial de
degradabilidad de los constituyentes de
la pared celular.

® Los taninos condensados ligados al
forraje tienen un mayor efecto sobre la
digestién que los taninos condensados
solubles.



Composicién de polisaciridos no amilosos
(PNA) en leguminosas y pérdidas después de
la fermentacién (R. Barahona, M. Theodorou,
P. Morris, E. Owen y C. Lascano)

Justificacidon. Las investigaciones anteriores,
realizadas en el CIAT con leguminosas tropicales
ricas en taninos indicaron que, para comprender
los factores relacionados con su valor nutritivo
era necesario estudiar no sélo la composicién de
aquellos, sino también la composicién de la
fibra. Se ha sugerido que los métodos
gravimétricos para determinar fibra en la dieta,
por ej., FDN y FAD , pueden dar lugar a '
pérdidas variables de uno o varios de los
componentes de los PNA y conducir a una
subestimacion de la fibra alimenticia presente
en un alimento determinado. Las técnicas que
miden los mondémeros individuales de la fraccién
PNA evitan la pérdida de estos grupos
constitutivos.

Métodos. Se midi6 el contenido de PNA en
muestras de hojas maduras e inmaduras de D.
ovalifolium, F. macrophylla, L. leucocephala, L.
pallida, L. macrophylla, C. calothyrsusy C.
Jairchildiana, en estados pre y posincubacién
con microorganismos del rumen, utilizando la
técnica del transductor de presién (PTT, sus
iniciales en inglés) desarrollada en IGER.

Los azucares neutrales en PNA se midieron
usando un cromatoégrafo 'Varian 3400' equipado
con un muestreador automatico 'Varian 8000' y
un detector de llama de ionizacién, conectado a
un computador personal 'Dell' con el software de
integracién Dionex A1-450. Los acidos uronicos
en los hidrolisatos fueron determinados por un

método colorimétrico.

Resultados. Los resultados obtenidos en la

determinacién de la composicién de PNA

aparecen en el Cuadro 1. El contenido de
PNA vari6 desde 109 mg/g en L. pallida
inmadura hasta 269 mg/g en D. ovalifolium
inmaduro. La composicién de PNA varié
grandemente entre especies de las
leguminosas, no obstante, la glucosa y los
acidos uronicos fueron los carbohidratos
constituyentes de la pared celular mas
abundantes en todas las muestras y su
combinacién alcanzoé 67 a 79% de los PNA.

El contenido y la composicién de PNA fue
similar entre L. leucocephala, L. palliday C.
calothyrsus. En contraste, en L. macrophylla
fueron diferentes al de las otras especies de
Leucaena, especialmente en lo que se refiere
a glucosa, xilosa y contenido de arabinosa.
Pareciera que no existen mayores diferencias
entre leguminosas en el contenido y
composicién de PNA debido al estado de

madurez, excepto en el caso de D. ovalifolium.

La pérdida del total de PNA (PPNA; mg/g
de PNA) después de la incubacién con
microorganismos del rumen por 144 h fue
variable entre leguminosas, con un rango
desde206 en F. macrophylla madura hasta
711 en L. leucocephala inmadura (Cuadro 2).

Se encontrd una relacién positiva entre PPNA
y la acumulacién de gas a 144 h (r = 0.73),
determinada por la técnica del transductor de

presion.

Las pérdidas de PNA en L. leucocephala
y L. pallida no variaron notablemente. Por el
contrario, la PPNA de L. macrophylla fue
mucho menor que el de la otras especies
Leucaena. Las pérdidas de acidos uronico
tendieron a ser mayores que las de los otros
elementos que constituyen los PNA.




Cuadro 1. Polisacaridos no amilosos (PNA) que se encuentran como constituyentes de hojas maduras e inmaduras
(partes terminales) de siete leguminosas tropicales (en mg/g de MS).
Especie Estado Componentes PNA Total
Ramnosa  Arabinosa Xilosa Manosa Galactosa Glucosa UACa PNAP
D. ovalifolium Inmaduro 0.0 7.0 26.2 14.6 7.7 174.2 39.3 268.9
Maduro 0.0 6.9 25.3 11.6 6.5 154.0 33.7 238.1
F. macrophylla Inmaduro 0.0 9.9 24.4 5.7 9.8 123.4 34.3 207.5
Maduro 0.0 9.8 26.4 6.2 9.4 122.2 32.9 206.9
L. leucocephala  Inmaduro 6.1 10.4 6.4 3.5 11.4 40.0 45.5 123.3
Maduro 6.5 10.3 5.5 2.8 11.6 37.8 45.6 120.1
L. pallida Inmaduro 1.2 10.2 3.6 2.8 11.5 35.8 44.1 109.1
Maduro 3.9 9.5 4.6 2.9 11.2 45.9 47.5 125.5
L. macrophylla Inmaduro 0.0 17.3 29.4 4.2 10.8 98.7 40.4 200.7
Maduro 0.0 17.2 29.2 3.4 10.6 86.9 35.7 183.0
C. calothyrsus Inmaduro 3.6 7.5 4.4 4.6 9.8 55.0 34.7 119.6
Maduro 5.5 5.4 4.7 2.9 7.3 45.5 37.5 108.7
C. fairchildidna Inmaduro 0.0 15.0 29.1 4.9 13.8 126.1 28.5 217.2
Maduro 0.0 14.3 27.3 4.3 10.0 122.1 35.1 213.1
a. Los acidos uronicos (AUC) se determinaron mediante un método colorimétrico (Scott, 1979).
b. Los polisacaridos no amilosos (PNA) se determinaron por cromatografia de gas (Englyst y Cummings, 1984).

El total de ellos se calculé sumando los azucares neutros y los AU,

Por otro lado, xilosa fue, en promedio, la
fraccion de PNA menos digestible. Sin embargo,
entre leguminosas se observé una gran
variabilidad en la digestibilidad de elementos
constitutivos de PNA. Por ejemplo, las pérdidas
de ramnosa fueron mas grandes en especies de
Leucaena que en C. calothyrsus. La
comparacién sobre la base de madurez de la
hoja mostré que cuando éstas eran inmaduras
tendieron a presentar mayores PPNA que sus
contrapartes maduras en tres de las siete
leguminosas estudiadas.

Discusién. Se observé una mayor variabilidad
en la pérdida de PNA y sus elementos
constitutivos entre especies de leguminosa que
aquella que podria predecirse en funcién de la
composicion de PNA.

Por ejemplo, las pérdidas de PNA y sus

elementos constitutivos (Cuadro 2) en C.

calothyrsus fueron menores que las
correspondientes en L. leucocephala o L.
pallida, a pesar de la gran semejanza en
contenido de PNA y en composicién entre
estas tres leguminosas (Cuadro 1).
Conclusiones similares se pueden sacar
cuando se examina la PPNA de F. macrophylla

y C. fairchildiana.

Estas diferencias podrian estar
relacionadas con factores como sustitucién
de cadenas adyacentes y enlace de TC con
componentes de la pared celular.

Estos resultados sugieren que la
ausencia de TC en leguminosas tropicales no
garantiza la mayor digestibilidad de la pared
celular de la planta, como se demostré en el
caso de L. macrophylla que no contiene
tanino cuantificable, pero que tiene baja
digestibilidad.



Cuadro 2. Pérdida de polisaciaridos no amilosos (PNA) en hojas maduras e inmaduras (partes terminales) de siete
leguminosas tropicales. (En mg/g de PNA o constituyente de PNA).
Especie Estado Componente PNA Total
Ramnosa Arabinosa Xilosa Manosa Galactosa Glucosa UAC=  PNA®b

D. ovalifolium Inmaduro — 579 475 564 568 574 504 553
Maduro — 588 524 476 543 546 500 535

F. macrophylla Inmaduro — 97 222 8 117 289 432 280
Maduro - -5 147 10 11 196 446 206

L. leucocephala  Inmaduro 866 612 424 617 637 635 846 711
Maduro 717 558 257 485 547 584 855 671

L. pallida Inmaduro 900 720 522 542 621 617 648 638
Maduro 733 558 502 422 519 649 639 618

L. macrophylla Inmaduro — 291 159 240 282 361 616 368
Maduro - 132 130 32 236 338 630 404

C. calothyrsus Inmaduro  -49 495 139 147 280 378 468 363
Maduro 26 510 120 285 219 547 522 445

C. fairchildiana Inmaduro — 443 311 310 512 475 522 456
Maduro - 299 317 198 260 334 513 353

a. Los acidos uronicos (AUC) se determinaron mediante el métoda colorimetrico (Scott, 1979).

b. Los polisacaridos no amilosos (PNA) se determinaron por cromatografia de gas en muestras antes y después de

incubacién con microorganismos del rumen. La pérdida total de PNA y de sus componentes se determinan por
substracién del residuo después de 144 h de incubacién de la cantidad presente antes de la incubacién.

Cinética de la fermentaciéon en leguminosas
tropicales que contienen taninos
condensados (R. Barahona, M. Theodorou, P.

Morris, E. Owen y C. Lascano)

Justificacién. Para predecir mejor la
disponibilidad de nutrientes para rumiantes
alimentados con leguminosas ricas en taninos
es necesario determinar no sélo los puntos
finales de la digestidn, p. €j., la extension, sino
también la cinética, es decir, las tasas de
degradacién microbiana de aquellas forrajeras
en el rumen. La técnica del transductor de
presion desarrollada en IGER puede proveer

calculos razonables de tasas de degradacién de
forraje y tiene un extraordinario potencial como

herramienta para investigar los procesos

mecanisticos importantes en la degradacion de

forraje por microbios del rumen.

Métodos. Segun la técnica de transductor de
presion, en cada uno de dos experimentos,
durante 144 h se fermentaron muestras de 1
g de siete especies de leguminosas en tres
botellas séricas con capacidad de 165 ml.

Las muestras de contenido ruminal se
tomaron en carneros alimentados con heno
de gramineas, antes de la alimentaciéon de la
marfiana (8 a.m.) y se transportaron al
laboratorio en un termo de vacio

precalentado a 39 °C.

Cada botella sérica recibié 10 ml de
in6culo microbiano, 85 ml de solucién buffer
v 4 ml de un agente reductor. Los datos de
produccién de gas se ajustaron al modelo de




France, seglin la ecuacién de la forma siguiente:

Y= A{l - e Tt 1y,

donde Y es la produccién acumulada de gas
(ml), A es la asintota (p. ej. reserva de gas), T es
el intervalo de tiempo, b (h 1) y ¢ (h 95) son
tasas constantes de deterioro o caida. La tasa
fraccionada y combinada (h -1) de produccién de

gas (y) se calculé como:

p=b+c /2,

donde t es el tiempo de incubacién (h).

Resultados. Se encontraron considerables
diferencias entre los perfiles de acumulacién de
gas de las leguminosas (Figura 1). Las hojas de
L. leucocephala produjeron la mayor cantidad de
gas y las de F. macrophylla la menor. En sélo
tres leguminosas (F. macrophylla, L.
leucocephala 'y L. macrophylla) méas de 50% del
gas se produjo dentro de las 24 primeras horas

de fermentacion.

No se encontré un efecto especifico de la
madurez de la leguminosa en los perfiles de
acumulacién de gas. En una leguminosa la
acumulacién de gas a 144 h disminuyd y en las
otras dos aumenté a medida que la maduracién
de la muestra era mayor.

Sin embargo, la acumulacién de gas en las 25
primeras horas, como una proporciéon de la
acumulacién a 144 h, fue mayor en muestras
maduras que en muestras inmaduras de tres de
las siete leguminosas. Ademads, en comparaciéon
con las muestras inmaduras, el volumen de gas
(ml) fue al menos 15% mayor a las 25 h en
muestras maduras de cuatro de las siete
leguminosas.

Discusion. La comparacion de los datos de

acumulacién de gas con niveles de tanino
condensado (ver Informe Anual-1996, CIAT) y
contenido de PNA (ver Cuadro 1) en las
leguminosas estudiadas, sugiere que taninos
de diferentes leguminosas tropicales tienen

efectos nutricionales diferentes.

Por ejemplo, la fermentacién in vitro de L.
leucocephala y L. pallida inmaduras difiere
enormemente (producciéon de gas a 144 h:
139 vs. 127 ml; DIVMS: 62 vs, 44% ), a pesar
de la composicién similar de PNA (123 vs.
109 g/kg) y del contenido de TC (96 vs. 88
g/kg). Asimismo, en L. pallida se encontré
un mayor porcentaje de TC ligado a pared

celular que en L. leucocephala.

Determinacién de la cinética de la unién
de los taninos condensados a la pared
celular de gramineas (R. Barahona, M.
Theodorou, P. Morris, E. Owen y C. Lascano)

Justificaciéon. Los taninos se conocen por
su capacidad de unirse a proteina, fibra y
otras moléculas. En el tejido de la planta se
encuentran en forma soluble (extractables
con solventes) y en forma ligada . Esta
distribucién cambia segun factores como
especie de la planta, estado de madurez,
temperatura durante el crecimiento, etc.

Los métodos tradicionales para determinar
la actividad biolégica de los taninos incluyen
varios ensayos de precipitacién proteica.
Mediante el uso de tales técnicas se puede
obtener informacién valiosa, aunque esta
principalmente limitada a los efectos
nutricionales posibles de taninos solubles en
la dieta. El conocimiento de la capacidad de
los taninos para unirse a las paredes
celulares de gramineas seria de gran
beneficio para comprender la funcién
nutricional de los TC en rumiantes.
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Figura 1. Perfiles de produccién acumulada de gas (ml) a partir de la fermentacién de muestras maduras e inmaduras de
siete leguminosas tropicales (Do = D, ovalifolium; Fm = F. macrophylla; L1 = Leucaena leucocephala; Lp = L.
pallida; Cf = C, fairchildiana; Lm = L. macrophylla; Cc = C. calothyrsus).




Métodos. Para determinar la cinética de la
unién de los TC a la pared celular de gramineas,
se realizé un ensayo con celulas de Festuca
arundinacea . Los taninos utilizados habian
sido previamente aislados de las especies de
leguminosa incluidas en los estudios en CIAT.
Doce fuentes diferentes de TC fueron agregadas
a muestras triplicadas de 25 mg de células de la
graminea en cinco niveles diferentes (1%, 2%,
4%, 7% y 10% de MS de células de la planta).
Las paredes de las células se rehidrataron
previamente en 1 ml de agua destilada y el TC
se agregb a razéon de 1 ml disuelto en una
solucién de metanol acuoso al 25%.

Después de agitar en forma fuerte, la
mezcla se dejé reaccionar durante 2 h a
temperatura ambiente. Luego, a medida que se
agitaba, se adicionaron 4 ml de agua destilada y
la mezcla resultante permanecié a 4 °C durante
toda la noche hasta la mafiana siguiente. Al
término de este periodo, después de agitar y
centrifugar a 2500 rpm durante 5 min, se
recogié una alicuota de 2 ml del sobrenadante.
El complejo pared celular-CT (PCTC) resultante
se recuperd por filtracién de vacio a través de
una tela "Mira” y se lavé abundantemente con

agua destilada.

El1 PCTC recuperado se congelé a -20 °C y
posteriormente se liofiliz6 a peso constante. EI
contenido de tanino se determiné en alicuotas
duplicadas del sobrenadante (0.5 ml) y el de los
complejos PCTC (5 mg) usando el procedimiento
Butanol-HCI.

Resultados. Se presentan soélo los resultados
obtenidos con los TC de D. ovalifoliumy F.
macrophylla (Figura 2). Entre los diferentes
tipos de tanino se observaron grandes
diferencias en la afinidad de los TC con la pared
celular. Los niveles mas altos de afinidad (% de
MS de la pared de celular) se observaron con TC

extraidos de plantas jéovenes de D. ovalifolium,

con un rango de afinidad de 0.92 a 4.44 mg
por 1 a 10 mg de adicién, respectivamente.
Por otra parte, los niveles mas bajos de unién
ocurrieron con TC extraidos de plantas
joévenes de F. macrophylla, con un rango
entre 0.19 y 2.12. Se encontraron,
igualmente, diferencias en la unién de TC con
las paredes celulares debidas al estado de

madurez de la muestra.,

En cuatro de las seis especies de la
leguminosa, los TC extraidos de hojas
maduras presentaron niveles méas altos de
unién que los TC extraidos de sus
contrapartes inmaduras. Lo contrario,
ocurrid en el caso de los taninos extraidos de

D. ovalifolium y C. fairchildiana.

Discusién. Estos resultados
corroboran hallazgos anteriores que indican
que los TC de D. ovalifolium son mas activos
biolégicamente que los TC de F. macrophylla,
lo que podria asociarse con una alta relacién
cianidina:delfinidina en la estructura quimica
de la fraccién de tanino. Sin embargo, se
debe sefialar que en leguminosas de zonas
templadas la reactividad de los TC con
proteina se ha asociado con aumentos de la
relacion delfinidina:cianidina y/o el peso
molecular de taninos, asi, por €j., a mayor
peso molecular menos reactividad. Las
interacciones entre tipo de tanino y pesos
moleculares con la reactividad de taninos
debe ser aclarada en el caso de leguminosas

tropicales.

Las diferencias en unién de los TC a
paredes celulares no se relacionaron con los
niveles reales de TC observados en hojas
liofilizadas. Por ejemplo, el nivel de TC ligado
en hojas fue mayor en F. macrophylla que en
D. ovalifolium. Para explicar estas diferencias
se pueden citar dos razones, primero, la
extractabilidad de taninos en acetona acuosa
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Desmodium ovalifolium joven, 2 = D. ovalifolium maduro, 3 = macrophylla Flemingia joven, 4 = F,

macrophylla madura,

a 70% quizas no refleje la solubilidad real de TC
en otros solventes mas naturales y, segundo, se
ha sugerido que los TC en células intactas de la
planta se encuentran contenidos en vacuolas.
En consecuencia, la extractabilidad de taninos
en acetona sélo puede reflejar esta
'‘compartimentalizacién' y no esta relacionado
con la capacidad de los TC para ligarse.

Efecto de taninos condensados solubles y
ligados sobre la fermentacién de substratos
por microorganismos del rumen (R. Barahona,
M. Theodorou, P. Morris, E. Owen y C. Lascano)

Justificacién. Aunque el limite entre TC
extractables y ligados puede parecer arbitrario,
es evidente que ambas fracciones si existen en
tejidos de la planta. El hecho que en la mayoria
de las leguminosas hay una fraccién de tanino

que permanece asociada con proteina y/o
componentes de fibra de la pared celular
después de la extraccién con acetona acuosa
al 70% es indicativo de tal acontecimiento.
Se puede formular una hipétesis segtiin la
cual debido a las diferencias en posicién y en
flexibilidad para interactuar con otras
moléculas, los TC solubles y ligados difieren
en su modo de accién y en su importancia
biolégica. Sin embargo, muy poco se sabe
acerca del impacto nutricional relativo de
estas fracciones de TC.

Métodos. Se condujeron tres experimentos
diferentes de produccién de gas para elaborar
modelos de los efectos nutricionales de
diferentes concentraciones de TC extractables
y ligados. Todas las pruebas de produccién
de gas (PTT) se hicieron por triplicado en




botellas séricas con capacidad para 75 ml, cada
una de las cuales recibié 42.5 ml de medio de
digestioén, 2 ml de solucién reductora y 5 ml de
inéculo de liquido ruminal. El TC purificado
usado en todas pruebas de PTT descritas en esta

seccién se obtuvieron de D. ovalifolium

Experimento 1. Taninos condensados
solubles y fermentacion de D-glucosa

Se realizaron dos pruebas de PTT para examinar
los efectos de diferentes adiciones de TC sobre la
fermentacién de D-glucosa por microorganismos
del rumen. En la segunda prueba, muestras por
triplicado recibieron O (control), 200, 400, 800,
1400 y 2000 g de TC/kg de D-glucosa que se
encubaron a 39 °C durante 30 h. D-glucosa fue
la principal fuente de carbono presente en el
medio de digestién. El medio se prepardé de tal
manera que, una vez mezclados todos los
componentes de las soluciones, la concentracién
final de D-glucosa fue de 0.25 g/t de medio.

Experimento 2. Taninos condensados
solubles y fermentacién de células de

gramineas

En este experimento se agregaron 0.5 ml de
solucién que contenia TC disuelto en metanol
acuoso al 50% a botellas séricas que contenian
células de F. arundinacea intactas (sin TC). Las
concentraciones finales de TC obtenidas fueron
0 (control), 6.25, 12.5, 25, 50, 87.5y 125 g/kg
de células de MS de la planta. En esta prueba
de PTT, las muestras se fermentaron por 144 h.

Experimento 3. Taninos condensados
ligados y fermentacién de células de

gramineas

En este experimento se estudié la cinética de
fermentacién de los diferentes complejos de TC
ligados a la pared celular PCTC obtenidos en
estudios anteriores. El peso de la muestra

incubada oscilé entre 100 y 200 mg por cada
botella sérica y el contenido de TC ligado
vari6 entre O (control) y 60 g/kg de MS de
células de la planta, siendo el periodo de
fermentacién de 120 h.

Resultados. Para facilidad de comparacién,
la acumulacién de gas en cada prueba de
presién en el transductor se expresa como un
porcentaje de su tratamiento control
respectivo. Tal comparacién de porcentaje de
acumulacién de gas durante 24 h
posinoculacién se ilustra en Figura 3.

120 -
110 4

100 A

(% del control)
® v
c ©

Produccion de gas,

-3
o

Wl
RUY

10 100 1000 10000

[=))
(=]
-

Taninos adicionados,
(g/kg de sustrato)

—&— Exp. One —O— Exp. Two —@— Exp. Three

Figura 3. Comparaciéon del efecto relativo de taninos
condensadoe solubles vs, ligados de D.
ovalifolium maduro. Experimentos: 1= TC
soluble, desde O hasta 2000 g/kg de D-
glucosa; 2 = TC soluble desde O hasta 125
g/kg de paredes celulares de Festuca
arundinacea; 3 = TC ligados desde O hasta
60 g/kg de paredes celulares dem
F.arundinacea. El eje X esti en escala
logaritmica.

Los resultados muestran que la eficiencia
en la inhibicién de fermentacién por
microorganismos del rumen fue mas alta en
los TC ligados que en los TC solubles. A una
maxima concentracién de 60 g/kg de MS de
la pared celular, los TC ligados inhibieron,
en aproximadamente 35%, la fermentacién
(acumulacion de gas) de la pared de celular




de las gramineas. Por otra parte, los TC
solubles en concentraciones de 125 g/kg de MS
de la pared celular no produjeron efecto
inhibitorio sobre la fermentacién de las células
de las gramineas. Para inhibir la fermentacién
de D-glucosa en una tasa cercana al 40% del
testigo se requirié un radio TC soluble:glucosa
mucho mayor (2:1). Los resultados también
indicaron que la inhibicién en la fermentacién
de células de gramineas causada por TC ligados
disminuye con el tiempo (Figura 4).
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Figura 4. Efecto de diferentes cantidades de taninos
ligados de Desmodium ovalifolium sobre la
fermentacién de las células de Festuca
arundinacea. Los datos se expresan en
relaciéon con células de gramineas sin taninos

ligados a ellas. La unién de taninos a la célula

de la graminea se llevo a cabo antes de la
fermentacion.

Discusibén. Los taninos condensados pueden
actuar como inhibidores de la degradaciéon
microbiana de la MS, bien sea, precipitando las
enzimas microbianas, por toxicidad directa a los
microorganismos del rumen (alterando la
integridad de la membrana) o sencillamente
actuando como una barrera contra actividad
microbiana (aislando el substrato). Los TC
solubles son libres para interactuar
aleatoriamente con otras moléculas, por tanto,
tienen mayor probabilidad de actuar en las dos
primeras maneras. Los TC ligados, por otro
lado, probablemente actuan previniendo el
acceso de los microbios del rumen o sus
enzimas a la MS del forraje al formar una
superficie protectora entre ellos. Dentro de ese
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razonamiento, los datos aqui obtenidos
indican claramente que, el aislamiento del
substrato es la manera mas eficaz de inhibir
la degradacién de la MS por microorganismos
del rumen. Las disminuciones observadas en
el efecto inhibitorio de TC ligados a medida
que el tiempo de incubacién aumenta
podrian, probablemente, ser explicadas
mediante la separacion de los TC de la pared
celular a medida que el tiempo de incubacién
aumentd. Tal respuesta apoyaria la
sugerencia de la eficiencia superior de los TC
ligados para prevenir la degradacion de la MS

en comparacion con los TC solubles.

En investigacién relacionadas con este
tema se ha evaluado el efecto de los TC
solubles sobre la actividad de enzimas
microbianas y los resultados indican que hay
una disminucién significativa en actividad de
la enzima como respuesta a la presencia de
TC solubles. Sin embargo, las mayores
reducciones en la actividad de las enzimas se
registraron cuando los TC estaban ligados al
substrato que cuando cantidades similares
de TC soluble se agregaron al medio de

reaccion.

Actividad 1.1.2. Identificacién de taninos
presentes en leguminosas arbustivas

seleccionadas
Aspectos sobresalientes

® Diferencias en nivel y tipo de taninos
condensados entre proveniencias de C.
calothyrsus cultivadas en sitios

contrastantes.

e Variacién en taninos solubles y ligados
entre accesion de C. argentea y
definicién del tipo de taninos presentes.




Atributos de calidad en proveniencias de
Calliandra calothyrsus (N. Narvaez, C.
Lascano y J. Stewart)

Justificacién: Calliandra calothyrsus
{(Caliandra) es una leguminosa arbustiva nativa
de México y Centroamérica, de interés en todos
los trépicos humedos y subhiimedos debido a
su crecimiento rapido y tolerancia a suelos con
pH bajo. Sin embargo, los informes sobre su
valor como alimento varian ampliamente
debido, aparentemente, a interacciones de
manejo poscosecha del forraje con TC. Varios
investigadores han encontrado una reduccién
grande en digestibilidad y consumo cuando el
forraje de esta leguminosa se suministra en
forma seca, en comparacién con la forma

fresca.

El mecanismo de este cambio est3,
probablemente, relacionado con cambios en la
polimerizacién de los taninos presentes. Por
otro lado, muy poco se sabe acerca de los
efectos ambientales sobre la calidad de

Caliandra. Por lo anterior, dentro de un
proyecto colaborativo OFI/CIAT se esta
estudiando el efecto de la proveniencia, el
ambiente y el manejo sobre la calidad del
forraje de esta leguminosa.

Métodos. Durante 1996 se plantaron en
Palmira y Quilichao dos proveniencias
{Guatemala [Patulul-CIAT 22316] y Nicaragua
[San Ramén-CIAT 22310]) de C. calothyrsus
seleccionadas en OFI sobre la base de diferente
calidad de forraje, principalmente,
digestibilidad y taninos. El forraje cosechado
de cada proveniencia en ambos sitios se
utilizara en 1998 para ensayos de alimentacién
con ovinos en la estacién CIAT-Quilichao. Los
resultados de la caracterizaciéon quimica
preliminar de hojas inmaduras secas y
congeladas se presentan a continuacién.

" Resultados.. Los resultados indican que los

TC soluble en Caliandra fueron muy altos y
variaron mas entre sitios que entre

proveniencias (Cuadro 3).

Cuadro 3. Calidad (%) de hojas jovenes de Calliandra calothyrsus cultivadas en dos sitios de Colombia.

Proveniencia PC DIVMS FDN FDA TCS TCI
(CIAT No.) (%)
Quilichao
San Ramén (22310) 21.3 36.8 25.7 20.3 15.8 12,2
Patulul (22316) 17.2 22,2 35.6 29.3 10.5 10.9
Palmira

San Ramoén (22310) 16.8 36.1 25.1 20.7 27.9 15.1

18.2 38.7 22.8 20.2 31.9 13.4

Patulul (22316)

Las hojas cosechadas en Quilichao tenian casi la
mitad de la cantidad de TC soluble que las hojas

cosechadas en Palmira. Las diferencias entre
proveniencias en TC soluble se observaron en

Quilichao, pero no en Palmira. Sin embargo, fue

interesante sefialar que las diferencias en
digestibilidad in vitro entre proveniencias no

estaban relacionadas con TC solubles, sino mas

bien con el contenido de la pared de celular
(FDN y FAD). También se analizaron los tipos

de TC soluble presentes, por €j., la relacién
de proantocianidina en las dos proveniencias
de Caliandra y se encontré una mayor
proporcién de cianidina que de delfinidin, con
la excepcién de C, calothyrsus CIAT 22316
que crecié en Quilichao (Cuadro 4).

Discusidén. Estos resultados iniciales
confirman la idea de que la produccién de
taninos en leguminosas esta estrechamente
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asociada con las condiciones de cultivo. Por
razones no claras, las dos proveniencias de
Caliandra se establecieron mas rapido y mejor
en Quilichao que en Palmira.

Por otro lado, es evidente que los taninos en
esta leguminosa tienen una alta relacién
cianidina:delfinidin lo que, como se ha indicado,
podria significar que los taninos en Caliandra
son muy reactivos con proteina. Sin embargo,
no esta claro del porqué el cambio en la relacién
ciandin:delfinidin en la proveniencia cultivada
en Quilichao comparada con la cultivada en

Palmira.

Cuadro 4. Relacién de proantocianidina en taninos
condensados purificados de dos
proveniencias de Calliandra calothyrsus,
cultivadas en dos sitios

Proveniencias Relacién de proantocianidina:
(No. CIAT) Cianidina Delfinidin
Quilichao
San Ramén (22310) 89.8 10.2
Patulul (22316) 24.9 75.1
Palmira

San Ramén (22310) 88.7 10.0
Patulul (22316) 74.4 25.6

Niveles y tipos de taninos condensados en
Cratylia argentea (N.Narvaez y C. Lascano)

Justificacion. Cratylia argentea es una
leguminosa arbustiva con extraordinario
potencial como fuente de proteinas para la
época seca en sistemas pecuarios en zonas

subhtumedas. Durante los ultimos afios se han
estudiado los atributos de calidad de diferentes
accesiones de Cratyliay se ha llegado a la
conclusién que las hojas inmaduras son
pobremente consumidas debido a algun factor
de anticalidad desconocido. Sin embargo,
pruebas recientes indican que el bajo consumo
de forraje inmaduro de esta leguminosa podria
asociarse con taninos condensados. Las

pruebas iniciales para taninos en Cratylia no
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habian mostrado la presencia de estos
compuestos secundarios, debido a que se
estaba usando metanol acuoso como un
solvente en lugar de acetona acuosa. Este
ultimo parece ser més apropiado cuando se
tratan plantas que tienen bajos niveles de
taninos, como es el caso de Cratylia. Debido
a la presencia de taninos, se decidi6 estudiar
qué niveles y tipos de taninos estaban
presentes en diferentes accesiones de esta

leguminosa.

Métodos. Se cosecharon hojas inmaduras de
ocho accesiones de C. argentea cultivadas en
parcelas en la estacién Quilichao las que,
una vez secas y congeladas, se sometieron a
analisis de taninos. Los taninos purificados
se obtuvieron utilizando columnas de
"sephadex" y los taninos de las muestras se
extrajeron usando una solucién acuosa de
acetona del 70%. El nivel y el tipo (relacién
de proantocianidina) de taninos se obtuvieron
con Butanol-HCl y HPLC, respectivamente.

Resultados. Se encontré una considerable
variacion entre accesiones en relacién con los
niveles de TC solubles y ligados. Los TC
solubles variaron entre 0.5 y 3.5% de MS,
mientras que los TC ligados variaron entre
4,1y 7.8% de MS. Por otro lado, el tipo de
tanino predominante en las accesiones de
Cratylia evaluadas fue delfinidin, seguido de

cianidina (Cuadro 5).

Discusién. Los resultados indican que los
niveles de TC en Cratylia son bajos, pero que
hay un marco para seleccionar accesiones
con base en el nivel de taninos solubles y
ligados. Por otro lado, esta claro que una
proporcion muy alta de TC en la leguminosa
estan ligados (73% del total), lo que podria
asociarse con los niveles de digestibilidad




Cuadro 5. Nivel y tipo de taninos condensados solubles presentes en hojas inmaduras de diferentes accesiones de

Cratylia argentea cultivadas en Quilichao,

Accesion Taninos condensados (%)* Relacion proantocianidina:

{no. CIAT) Soluble* Ligado Cianidina Delfinidin Desconocido
18676 0.5 3.9 15.1 84.9 -
185161 0.6 7.8 13.7 81.5 4.8
18667 1.1 4.1 19.7 76.9 3.4
18675 1.2 4.2 24.8 75.2 -
18674 1.4 4.7 27.4 68.5 4.1
18666 1.7 7.0 14,4 81.9 3.7
18557 3.3 4.3 18.9 74.5 6.6
18671 3.5 5.9 15.5 77.0 7.5

* La extraccién de taninos se hizo utilizando una solucién acuosa de acetona al 70%.

media {45 % a 55%) comunmente encontrados
en las hojas. Es también interesante observar
que la mayor fraccién de tanino encontrada en
Cratylia fue delfinidin, que se considera menos
reactivo con proteinas que cianidina. Los
bajos niveles de TC y la alta relacion
delfinidin:cianidina encontrada en los TC
solubles en hojas es consistente con resultados
anteriores, que indicaron que la fraccién
proteica de Cratylia es sumamente degradable
¥y, en consecuencia, resulta en altos niveles de
amoniaco en el rumen.

Actividad 1.1.3. Estudios sobre el efecto del
desarrollo de plantas de Desmodium
ovalifolium sobre la produccién de
taninos condensados (J. Martinez, A,
Schmidt, N. Narvaez, C. Lascano y R.
Schultze-Kraft)

Aspectos sobresalientes

@ Los taninos condensados solubles en
hojas de D. ovalifolium aumentan
linealmente con el crecimiento de las
plantas hasta 6 meses de edad y la
reactividad de los taninos con proteina
también aumenta hasta alcanzar un

maximo a los 5 meses, pero

posteriormente desciende.

Justificacién. Aunque los TC se encuentran
en muchas leguminosas tropicales, existe aun
un conocimiento limitado de cémo el desarrollo
y el crecimiento de las plantas afectan la
produccién de aquellos. Esta comprensiéon es
clave para el desarrollo de métodos de
muestreo tendientes a evaluar leguminosas
tropicales que contienen taninos, lo cual es el
objetivo principal en trabajos de calidad de
forrajes. Por tanto, se iniciaron estudios para
determinar parametros de calidad en D.

ovalifolium en diferentes etapas de crecimiento.

Métodos. Se seleccionaron cinco ecotipos de
D. ovalifolium (CIAT 350, 3788, 13110, 13305y
33058) para realizar un ensayo en invernadero
con tres repeticiones por accesién. Las
semillas se pregerminaron y las plantulas se
trasplantaron en macetas con capacidad para
40 kg, conteniendo suelo de la estacién
Quilichao. Se aplicé un nivel alto de
fertilizante (kg/ha) (100 P, 100 K, 500 Ca, 20
S, 2 Zn y 0.5 B) para estimular el crecimiento
de las plantas. Durante el ensayo las plantas
se regaron con frecuencia para evitar el estrés.
Se tomaron seis muestras a partir de los 30
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dias después de la aparicion de las plantulas y
posteriormente cada 30 dias hasta los 6 meses
de edad. Para determinar la edad de las hojas,
se marcaron los estolones de plantas
individuales en la ultima hoja que emergia 30
dias antes del muestreo. En cada periodo de
muestreo, las hojas jévenes menores de 30
dias se separaron de los tallos, se molieron y
se congelaron en forma seca para los analisis
quimicos posteriores. Las variables medidas
incluyeron: altura de la planta, diametro,
indice de area foliar, peso especifico de hoja,
proteina cruda, DIVMS, P, S, TC soluble y
ligado, astringencia de taninos y contenido de
pared de células (FDN y FAD). |

Resultados. Debido a que se encontrd una
diferencia muy pequena y no significativa entre
ecotipos en las variables de respuesta medidas,
los resultados representan sélo un promedio
de los cinco ecotipos incluidos en el estudio.

Se observd que en las hojas jovenes el TC
soluble aumenté linealmente durante el
periodo de crecimiento de 6 meses,
comenzando desde menos de 1% de la MS y
alcanzando hasta 6.7% de MS a los 6 meses
(Figura 5). En contraste, la fraccién de TC
ligados varié poco con el desarrollo de las
plantas (intervalo entre 2.6 y 2.4% de MS).

En consecuencia, la proporcién de TC
soluble en relacién con los TC totales aumentd6
con la edad de la planta, mientras que la de los

TC ligados disminuyé.

La astringencia de taninos también
aumenté durante las etapas iniciales de
crecimiento, alcanzando un méaximo en hojas
de 5 meses, edad a partir de la cual empez6 a
descender, tal como se observa en los datos
ajustados al modelo cuadratico que aparece

en la Figura 6.
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Figura 5. Efecto del crecimiento después de la
germinacién en la concentracién de
taninos condensados solubles en hojas
jovenes de plantas de Desmodium
ovalifolium

1
y= 2
0.85 - 0.317x + 0.034x

r2 = 0,94

Astingencta (g de PC Bgndo/g de TC)

[ 1 2 a3 4 L] ]

Heeas de erecimlonta

Figura 6. Efecto del crecimiento después de la
germinacién en la astringencia (reactividad
con proteina) de taninos condensados
solubles en hojas j6venes de Desmodium
ovalifolium.

Como era de esperar, otros parametros
de calidad, tales como PC y DIVMS
disminuyeron con la edad. La DIVMS se
correlaciond negativamente (r = -0.8) con el
nivel de TC soluble en el tejido de la hoja. Por
otro lado, el analisis de correlaciones no
mostré una asociacién fuerte entre parametros
de calidad y peso especifico de la hoja (grosor)
o indice de area foliar.




Discusién. Los resultados indican claramente
que D. ovalifolium comienza a sintetizar
taninos en las etapas tempranas de su
desarrollo, probablemente como un mecanismo
para proteger sus tejidos jévenes contra el
ataque de plagas y enfermedades.

Fue interesante observar que la astringencia
de los taninos, un indicativo de su reactividad
con proteina, también aumenté rapidamente
en hojas jovenes durante los 5 primeros meses
de crecimiento de las plantas, pero
posteriormente comenzé a descender. Esto
sugiere que, a medida que las plantas se
desarrollan hay cambios no sélo en el nivel de
tanino sino también en la estructura quimica
de estos.

Los estudios quimicos mas detallados,
incluyendo pesos moleculares y composicién
de taninos, ayudaran a comprender mejor los
cambios observados en la astringencia de estos

compuestos.

En hojas de D. ovalifolium cosechadas en
el campo a diferentes edades se ha encontrado
un nivel relativamente constante de TC ligado.

Sin embargo, en los resultados aqui
presentados no esta clara la significancia que
estos TC ligados tienen en la calidad del
forraje. Una conclusién de estos resultados
sugiere que es necesario tener mucho cuidado
cuando se toman muestras de leguminosas
para analisis de taninos.

El hecho de que el nivel de estos cambia
rapidamente con el crecimiento de las plantas,
sefiala que el muestreo debe hacerse en tejidos
de hojas con una edad fisiolégica bien definida
para sacar conclusiones validas acerca de la
cantidad de estos compuestos presentes en
una especie determinada de la leguminosa.

Subproducto 1.2. Nichos
ambientales para el crecimiento
de leguminosas herbaceas y
arbustivas con taninos, utilizadas

como forrajeras

Esta bien documentado que la produccién de
taninos en leguminosas tropicales puede ser
afectada por las condiciones de crecimiento del
cultivo. Las plantas cultivadas bajo estrés de
deficiencias nutricionales o de nutrimentos en
el suelo tienen niveles de tanino mayores que
cuando se cultivan sin estrés. Por tanto, para
definir nichos para especies especificas de
leguminosas es importante cuantificar el efecto
del estrés debido al suelo y al clima sobre la
produccién de aquellos y la calidad del forraje

en general.

Para lograr estos objetivos, se esta
ejecutando un proyecto especial financiado por
BMZ/GTZ de Alemania. Este trabajo lo esta
desarrollando Axel Schmidt, estudiante
posgraduado de la Universidad de Héhenheim.

Se ha completado el tercer afio de estudios
sobre el efecto de la interaccién genotipo x
ambiente en la productividad y calidad de D.
ovalifolium.. En total, se establecieron 18
genotipos de esta leguminosa en seis sitios
contrastantes en Colombia, que representan
ecosistemas principales (laderas subhtumedas
y humedas, sabanas y bosques marginales) y
suelos de textura y fertilidad diferentes. Los
resultados esperados del proyecto son: (1) la
cuantificacion de los efectos de cambios en
fertilidad del suelo y el clima (precipitacién y
temperatura) en parametros de calidad de
diferentes genotipos de Desmodium, y (2) la
seleccion de genotipos de esta leguminosa
adecuados para diferentes nichos ecolégicos.

Activvidad 1.2.1. Estudios sobre el efecto del
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ambiente sobre la calidad de

leguminosas

Aspectos sobresalientes

® Las técnicas de presion de gas en
transductor y de espectrometria
infrarrojo (NIRS, su sigla en inglés) son
tutiles para estudiar cambios en atributos
de calidad de leguminosas debidos a
genotipo y ambiente.

® La calidad de genotipos de D. ovalifolium
varia con la aplicacién de fertilizantes y
las condiciones ambientales definidas por
suelo y clima,

Uso de la presién en el transductor y la
técnica de NIRS en estudios sobre la
interaccién genotipo x ambiente (R.
Barahona, A. Schmidt, N. Narvaez y C,
Lascano)

Justificacion. Debido al alto nimero de
muestras generadas en el estudio colaborativo
Universidad Honheim-CIAT sobre la
interaccién genotipo x ambiente en D.
ovalifolium, se evaluaron las técnicas de
presién en transductor y NIRS como
herramientas para medir la calidad nutricional
de la leguminosa cuando crecia bajo diferentes
ambientes.

Métodos. Se realizaron dos ensayos de
produccién de gas para evaluar la calidad
nutritiva de cinco accesiones seleccionadas de
D. ovalifolium (CIAT 350, 3788, 13125, 23618 y
33058) plantadas en cuatro sitios con dos
niveles de fertilidad y cosechadas durante la
estacion seca. Los valores de NIRS de las 39
muestras se registraron con un escaner NIRS
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6500. Las ecuaciones de prediccién se
desarrollaron relacionando la reflectancia
obtenida y los datos de acumulacién de gas.

Resultados., Se observaron grandes
diferencias en los perfiles de acumulacién de
gas entre accesiones, que se correlacionan con
digestibilidad. Esto se debi6é a cambios en el
ambiente, encontrandose el menor perfil de
acumulacién en las accesiones establecidas en
la finca La Rueda en suelos acidos de
margenes de bosque del Caqueta (Colombia)
(Cuadro 6).

Cuadro 6. Produccidén final acumulada de gas después
de 144 h de incubacién de cinco
accesiones de Desmodium ovalifolium
crecienco en cuatro sitios contrastantes y
dos niveles de fertilizacién.

Accesion Fert, Sitios de Colombia
Chinchina Macagual La Rueda  Alcancia
Baja
350 137.9 138.9 118.7 128.2
3788 146.7 139.3 115.7 109.7
13125 136.0 139.1 95.6 107.2
23618 119.7 137.5 92.1 105.3
33058 173.3 167.3 93.9 122.9
Prom. 1427 144 .4 103.2 114.6
Alta
350 150.4 157.9 124.8 180.3
3788 — 167.3 112.2 177.1
13125 147.4 160.2 120.7 170.8
23618 138.1 147.2 121.9 175.9
33058 164.9 165.9 102.5 187.0
Prom, 150.2 159.7 116.4 178.2

Chinchina = Laderas de zonas hiimedas. Alcancia =
Sabanas bien drenadas. Macagual y La Rueda =
Margenes de bosque

En el caso de la fertilizacion, el efecto
mas notable sobre produccién de gas se
observd en aquellas accesiones plantadas en
La Alcancia, un sitio de sabana bien drenada
de la estacién Carimagua. En el Cuadro 7 se
muestran los parametros que presentan el
ajuste de las ecuaciones de NIRS a la
acumulacién de gas en diferentes momentos.
Exceptuando la acumulacién para 6 h de
incubacién, el r? para los valores predichos y
observados fue > 0.85.




Cuadro 7. Estadisticas para las ecuaciones de
prediccion generadas mediante
comparacién de los espectros infrarrojos y
los pardmetros de produccién de gas de
muestras de cinco accesiones de
Desmodium ovalifolium cultivadas con
dos niveles de fertilizacién en cuatro
sitios contrastes en Colombia,

Horas EEC: R? Valor F EEP®

Gas 6 1.484 0.699 9.31 1.741
Gas 12 2.324 0.853 25.86 3.001
Gas 24 5.388 0.911 8.20 7.117
Gas 48 8.116 0.928 18.61 9.933
Gas 144 6.359 0.942 8.41 8.542

Des. MS- 144 2,289 0.898 9.07 3.206

a. Error estandar de la calibracién. b. Error estandar de
la prueba cruzada. c¢. Desaparicién de la MS a 144 h

Discusion. Estos resultados sugieren la
posibilidad de utilizar tanto el transductor de
presién como la técnica del NIRS para medir la
calidad nutricional de leguminosas ricas en
taninos y cultivadas en ambientes
contrastantes. Las implicaciones son grandes
en términos de costos y tiempo, en particular
para examinar la calidad de colecciones de un

gran nimero de leguminosas.

Estudios del efecto del ambiente (suelos y
clima) sobre la calidad de Desmodium
ovalifolium (A. Schmidt, C. Lascano, N.
Narvaez y R. Schultze-Kraft)

Justificacion. Se ha demostrado que la
concentracion de taninos en los tejidos de la
planta varia con la especie, y con la parte y el
estado de maduracién de la planta y la
fertilidad del suelo. Se ha observado que, la
calidad y la aceptabilidad del forraje de D.
ovalifolium por rumiantes en pastoreo cambian
de un ambiente a otro y esto podria estar
relacionado con cambios en contenido de TC.
Habiendo definido el efecto del suelo y el clima
sobre la produccién y calidad de Desmodium,
es posible, entonces, seleccionar de manera
facil genotipos para regiones determinadas en
los trépicos.

Métodos. En seis sitios de Colombia con
ambientes contrastantes se establecié un
experimento para evaluar el comportamiento
agronémico y la calidad de una coleccién
central de D. ovalifolium (Cuadro 8). Entre
abril y junio de 1995 se establecieron en cada
sitio 108 parcelas experimentales (6 m x 5 m
cada una), que representaron 18 genotipos,
dos niveles de fertilidad y tres repeticiones. Se
evalué la emergencia de plantulas, 15 semanas
después de la siembra., Las siguientes
mediciones se hicieron cada 6 semanas, €
incluyeron la altura de la planta y el desarrollo
lateral, la cobertura de suelo, el vigor de la
planta, la incidencia de plagas y enfermedades,

y la floracién.

Cuadro 8. Localizacién y caracteristicas de los sitios en Colombia donde se realizan los estudios del efecto de la
interaccién genotipo x ambiente en Desmodium ovalifolium.

Sitio Latitud Longitud Elevacion  Epoca seca Suelo
(m.smm)  (estrés) Acidez Al (sat)  Fertilidad

Melcho, Cauca 02°44'23"N  76°33'34"0 1555 Alto Moderada Baja Moderada
La Romelia-Chinchina 04°58'20"N 75°39'58"0 1360 Bajo Moderada Baja Moderada
Macagual-Caqueta 01°29’59"N  75°39'33"0 190 Bajo Alta Alta Baja

La Rueda-Caqueta 01°26'10"N  75°25'47"0 180 Bajo Alta Alta Baja
Alcancia-Carimagua 04°34'37"N 71°21'09"0 150 Alto Alta Alta Baja
Maquenque-Carimagua 04°31'17"'N  71°15'41"0 150 Alto Alta Alta Baja
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Durante 1996 se tomaron 1224 muestras
de hojas en los seis sitios para realizar analisis
de calidad. Después de un corte de
uniformizacién, cada 6 a 8 semanas se tomaron
muestras durante periodos de alta y baja
precipitacién. El muestreo consistié en
recolectar 50 g de hojas frescas, que se
congelaban inmediatamente y posteriormente se
secaban y molian para el analisis. Todas las
muestras se analizaron para calidad utilizando
NIRS con ecuaciones de calibracién derivadas de
métodos radicionales de laboratorio.

Resultados. Los datos recopilados en el Qstudio
aln se encuentran en evaluaciéon. No obstante,
se presentan resultados de las evaluaciones
preliminares sobre el efecto de la aplicacién de
fertilizantes y de sitio sobre el promedio de la
calidad de las accesiones de D. ovalifolium. Se
encontré que, con la aplicacién de un nivel de
fertilizante alto aumentaron la DIVMS, la PC, el
Py el S en los tejidos de la hoja de la
leguminosa, pero disminuyeron los TC solubles
y ligados (Cuadro 9).

El efecto general de sitios en los
parametros de calidad de D. ovalifolium se
presenta en Cuadro 10. En Chinching, Caldas,
(suelos fértiles en laderas hitmedas) los valores
de DIVMS fueron mas altos (45.4%), mientras
que en La Rueda (suelos acidos infértiles en

margen de bosque) fueron mas bajos (39.4%).
Las diferencias en DIVMS de las hojas de D.
ovalifolium no estuvieron relacionadas con el
contenido de la pared celular. La PC también
varié entre sitios, con niveles mas altos en
Macagual (suelos moderadamente fértiles en
margenes de bosque) y mas bajos en suelos
infértiles en laderas secas de Melcho
(departamento del Cauca).

Contrariamente a lo que se esperaba, se
encontrd que el nivel de TC soluble cambiaba
poco (rango entre 6.8 y 7.5% de MS) entre
sitios (Cuadro 10). Por el contrario, la
astringencia o reactividad de taninos con
proteinas varié considerablemente entre
sitios, siendo mayor en Melcho y menor en
Macagual. Los niveles de Py S en el tejido de
la hoja también variaron entre ambientes.

Discusién. Los resultados preliminares
indican una reduccién del contenido de
taninos y un aumento de la DIVMS y la PC en
hojas de D. ovalifolium debidas a la aplicacion
de fertilizantes. Estos hallazgos confirman
los resultados obtenidos en el CIAT en los
cuales se encontré un aumento en el
contenido de taninos en esta misma
leguminosa cultivada en suelos acidos
deficientes en azufre.

Cuadro 9. Diferencias en la calidad del forraje (%) de Desmodium ovalifoliurmn debidas a la aplicacidon de niveles de
fertilizacién alta y baja (promedios a través de sitios).

Fertilizacién FAD DIVMS PC TCS= TCLP Astringencia P S

Alta 35.2 a 40 b 139b 7.7 a 2.7a 88a 0.14 b 0.27b

Baja 34.7b 454 a 154 a 6.8b 26b 72Db 0.17 a 0.29 a

a. Taninos condensados solubles. b, Taninos condensados ligados.

* Promedios en una misma columna seguidos de letras ignales no difieren significativamente (P < 0.01), prueba de
Duncan.
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Cuadro 10. Diferencias en calidad de forraje de (%) Desmodium ovalifolium en relacién con sitios (promedio a través
de niveles de fertilizacion).

Sitios DIVMS PC TCSa TCL® Astringencia P R) FAD

Chinchina 45.4 a* 147 ¢ 6.8b 2,56 ¢ 9.2Db 0.16 b 02le 33.6¢c
Melcho 40.7d 13.5d 6.8b 3.49a 10.7 a 0.15 be 0.26d 31.7d
Alcancia 44,1ab 15.5b 73 a 2.44d 72d 0.14 ¢ 0.30b 356D
Maquenque 423 ¢ 142¢ 74 a 2.55¢ 8.7¢c 0.19a 0.27 cd 34.1c
Macagual 43.6 bc 16.6 a 7.5a 2.56 ¢ 63e 0.13d 0.33 a 3540
La Rueda 39.4d 13.4d 74 a 2.69b 6.6e 0.15 be 0.28 c 38.5a

a. Taninos condensados solubles., b. Taninos condensados ligados.
e Promedios en una misma columna seguidos de letras iguales no difieren significativamente (P < 0.01), segiin la prueba de

Duncan

Por otro lado, es evidente que la calidad
de D. ovalifoliurn varidé entre sitios en términos
de DIVMS, PC, contenido de minerales y
astringencia de taninos; pero no en TC
solubles, como se esperaba. Por tanto, sera
interesante determinar si los cambios
observados en parametros de calidad debidos a
sitio se correlacionan con la palatabilidad de
los diferentes genotipos de D. ovalifolium

incluidos en el estudio.

Subproducto 1.3. Sinergismo en
parametros de calidad entre
forrajes contrastantes

En sistemas de produccién pecuaria los
nuevos forrajes se suministran a los animales
en diferentes combinaciones con los recursos
forrajeros existentes. Por tanto, es importante
comprender cémo los forrajes introducidos
pueden combinarse con los disponibles para
superar las deficiencias nutricionales en

diferentes grupos de animales.

Para identificar algunos principios de
coémo combinar recursos forrajeros, en la
estacién CIAT-Qulichao se realizaron ensayos
con ovinos en jaulas metabélicas y con vacas
de ordefio en pastoreo. Los estudios con
ovinos han recibido apoyo financiero de
COLCIENCIAS mediante una beca otorgada a

Wilson Quifionez quien fue el responsable de
los tratamientos de alimentacion de los

animales.

Actividad 1.3.1. Estudios in vivo sobre
complementariedad entre diferentes

dietas a base de forrajes y suplementos
Aspectos sobresalientes

@ FEl nivel y la frecuencia de alimentacién con
suplementos basados en leguminosas
pueden aumentar significativamente la
retencion de nitrégeno en ovinos
alimentados con una dieta basal de baja

calidad.

@ FEl rendimiento de leche de vacas en
pastoreo puede aumentar significativamente
al suministrar suplementos de energia
basados en leguminosas en proporcién

adecuada.

Estudios con ovinos en jaulas metabélicas
(W. Quinonez, P. Avila y C. Lascano)

Justificacién. Los resultados anteriores de
ensayos de alimentacion en confinamiento
indicaron que, en las fuentes de forraje
disponibles para superar las deficiencias
nutricionales en rumiantes es importante

sincronizar el suministro de un suplemento

19



forrajero de alta calidad con el forraje de la
dieta basal para garantizar que la energia y la
proteina estén conjuntamente disponibles. Por
otro lado, el sinergismo entre forrajes puede
variar, no sélo con los tipos de estos sino
también con la forma como se suministren

(nivel y frecuencia).

Métodos. Ocho carneros tipo africano (24 kg
de PV) alimentados con una dieta basal de
graminea de baja calidad, se sometieron al
azar a una dieta consistente en cuatro
tratamientos de suplementacién con cafia de
azucar (60%) y cafia mezclada con Cratylia
argentea (40%). Los tratamientos, dispuestos
en un disefio de Cuadrado Latino de 4 x 4

fueron los siguientes:

T1. Bajo nivel de suplementacién (0.5% de PV)
suministrado una vez al dia (a.m.),

T2. Alto nivel de suplementacion (1% de PV)
suministrado una vez al dia (a.m.),

T3. Bajo nivel de suplementacién (0.5% de PV)
suministrado dos veces al dia (a.m.+p.m.),

T4. Alto nivel de suplementaciéon (1% de PV)
suministrado dos veces al dia (a.m.+p.m.).

Las mediciones incluyeron la calidad de

la dieta basal y del suplemento ofrecido, el
consumo, la digestibilidad y el balance de

nitrégeno.

Resultados. La baja calidad de la graminea
en la dieta basal se caracterizé por un
contenido de PC de 4.8% y un alto contenido
de pared celular (79% de FDN y 44% de FAD).
Por otro lado, la cafia de azticar comercial y
utilizada como suplemento de energia fue baja
en PC (3.1%), pero tenia un contenido bajo de
la pared celular (FDN de 39% y 24% de FAD).
Las hojas de Cratylia suministradas tenian alta
PC (21%) y altos niveles de pared celular (67%
de FDN y 37% de FAD). Por lo tanto, el
suplemento fue alto en energia y medio en
proteina (10% de MS). El consumo de la dieta
basal no varié entre tratamientos, pero si se

observaron diferencias en consumo del
suplemento debidas a tratamientos (Cuadro
11). Como se esperaba, el consumo de cafa de

azucar y Cratylia tendié a ser mayor cuando se

suministraron en niveles altos. Sin embargo,
es interesante observar que cuando los
suplementos se ofrecieron al nivel méas alto, el
consumo de ambos aumentd mas cuando se |
suministraron dos veces al dia en comparacién

con el suministro una vez al dia (Cuadro 11).

Cuadro 11. Efecto del nivel y la frecuencia de suplementacién en el consumo y digestibilidad de una

graminea de baja calidad suministrada a ovinos. I

Frecuencia y nivel de administracién de suplementos®

a.m.? a.m, a,m,/p.m.c am,./p.m, EEd ‘
(0.5%PV}) (1%PV) (0.5%PV) (1%6PV) t
!
Consumo (g MS/kg PV/dia)
Dieta basal 25.7 25.2 25.2 25.7 0.8
Cafia de azcar 2.5b* 3.3ab 2.8b 40a 0.4 1
Cratylia 2.0c 3.1b 2.0c 36a 0.1
Digestibilidad (%)
MS 53.0 53.0 55.4 56.6 1.7 |
FDN 54.1 54.3 57.7 57.1 1.8 |
FAD 51.6 50.7 54.3 53.1 1.9

Cana de aziucar (60%) + hojas de C. argentea.

Error estandar.

*poop

prueba de Duncan,
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Suplementacién una vez al dia en niveles de 0.5%y 1% del peso vivo {PV). i
Suplementacion dos veces al dia en niveles de 0.5% y 1% del peso vivo (PV). ]

Promedios en una misma hilera seguidos de letras iguales, no difieren significativamente (P < 0.05), segiin la




Estas diferencias en consumo de
suplementos no se reflejaron en cambios
significativos en digestibilidad de la MS o de la
pared celular. No obstante, existié una
tendencia hacia una mayor digestibilidad con
la alimentacién dos veces al dia en ambos
niveles de suplementaciénEl consumo de N fue

més alto con el mayor nivel de suplementacién

(Cuadro 12); sin embargo, en el nivel alto de
suplementaciéon el consumo de N fue mayor
cuando el suplemento se proporcioné dos veces
al dia. Debido a que el N fecal y urinario no
cambi6 con los tratamientos, la retencién de N
fue mayor cuando los ovinos recibieron los
suplementos en el nivel alto dos veces al dia
(Cuadro 12).

Cuadro 12. Efecto del nivel y la frecuencia de suplementacion en la utilizacién de nitrégeno por ovinos en una

graminea de baja calidad.

Frecuencia y nivel de administracion de sup[lementos®

a.m.b a.m. + p.m.c a.m. + p.m. EE4

(0.5%PV) (1%PV) (0.5%PV) (1%PV)
N consumido (g/dia) 56a 6.2b 5.6c 6.7 a 0.01
N fecal (g/dia) 3.5 3.3 3.5 0.1
N fecal, % de N consumido 62.5 a 57.1ab 59.9a 52.0b 2.0
N en orina (g/dia) 1.4 1.5 1.6 0.2
N en orina, % de N consumido 25.4 28.6 24,7 3.7
Retencién de N (g/dia) 0.8e 1.2d,e 08e 16a 0.2

Cana de azucar (60%) + hojas de C. argentea.

BError estandar,

*po o

prueba de Duncan.

Discusion. Fue evidente que el nivel y la
frecuencia de alimentacion tienen un afecto en
la utilizacién de nitrégeno por ovinos en
crecimiento. Sin embargo, los resultados

indican que la alimentacién dos veces al dia sélo
se justificaria cuando se ofrecen altos niveles de
suplemento basados en forrajes. Cuando el nivel

alto (1% de PV) de cana de azucar/ Cratylia se
suministrd dos veces al dia se encontré un
aumento de 33% en la retencién de N en

relacion con el suministro de la misma cantidad

de suplemento una vez al dia. Esto no ocurrié

cuando se suministré el nivel bajo (0.5% de PV).

Estudios con vacas lactantes en pastoreo (P,

Avila y C. Lascano)

Justificacion. En las zonas de laderas con
clima estacional seco de Centroamérica, la

mayor limitacién para aumentar la produccién

Suplementacién una vez al dia en niveles de 0.5% y 1% del peso vivo (PV).
Suplementacién dos veces al dia en niveles de 0.5% y 1% del peso vivo (PV).

Promedios en una misma columna seguidos de letras iguales no difieren significativamente (P < 0.05), segun la

de leche es.la falta de forrajes en las pasturas
naturalizadas durante la estacién seca. El
ganado bovino pierde peso y se moviliza al
bosque natural en zonas escarpadas de las
explotaciones agropecuarias, resultando
nulos los intentos de reforestacion en ellas.

La introduccién de leguminosas
arbustivas para uso como suplemento en las
épocas secas ayudaria a superar la escasez
de forraje y a reducir el exceso de pastoreo en
las laderas. Por tanto, un objetivo principal
de los trabajos en el Proyecto de Gramineas y
Leguminosas Tropicales del CIAT es
determinar el grado de complementariedad o
sinergismo de los suplementos energéticos y
proteicos basados en forrajes con otros
recursos forrajeros usados para producir
leche con vacas en pastoreo y generar
normas para el manejo de dichos

suplementos.
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Métodos. El experimento se llevé a cabo en la
estaciéon CIAT-Quilichao y su objetivo fue
estudiar el efecto de niveles crecientes de la
leguminosa arbustiva Cratylia argentea en
combinacién con cafia de azlcar sobre la
produccién de leche de vacas mantenidas en
una pastura de baja calidad.  Cuatro vacas
con alto grado de cruce Holstein y un ntmero
igual con cruce Cebu pastorearon en Brachiaria
decumbens con una alta carga animal (2.7
UA/ha). Cada grupo se suplementé en un
disefio Cuadrado Latino 4 x 4 con los

tratamientos siguientes:

T1 Cafia de azucar (100%),

T2 Cana de azucar (75%) y Cratylia (25%),
T3 Canfia de azucar (50%) y Cratylia (50%), y
T4 Cafia de azicar (25%) y Cratylia (75%).

Todos los suplementos se ofrecieron a
razén de 1.5% de MS/kg de PV dos veces al dia
en las instalaciones después del ordefio. La
produccién de leche se midié durante 7 dias
consecutivos en cada uno de los cuatro periodos
experimentales, después de una fase de ajuste
de 7 dias.

Resultados. Se encontré una alta interaccién
de genotipo animal x suplementacién para
produccién de leche (Cuadro 13).

Con vacas cruzadas con Cebu no se
encontré respuesta a la inclusion de diferentes
niveles de hojas de Cratylia en el suplemento.
En contraste, con los animales cruzados con
Holstein se encontré una respuesta lineal al
aumentar los niveles de la leguminosa en

combinacidén con cana de azdcar.

Con la combinacién de cana (25%) y
Cratylia (75%) ocurrié un aumento de 25% (1.6
lt/vaca por dia) en la produccién de leche en
relacién con el suministro de solo cafa de

azicar.

Cuadro 13. Efecto de diferentes niveles de Cratylia
argentea y cana de azicar (cs) (MS) en la
produccion de leche de vacas con alto
grado de Holstein y vacas Ceb1l de inferior
potencial en pasturas de Brachiaria
decumbens . Estacion CIAT Quilichao.

Tratamiento Consumo de Produccién
suplemento de leche
(kg /v/dia) (kg, v/dia)
Vacas Holstein=
100% de cs 5.0 6.6 b,c
75% de cs y 25% Cratylia 4.5 7.4a,b
50% de cs y 50% Cratylia 4.0 7.8a
25% de cs y 75% Cratylia 5.1 8.2a
Promedio 4.6 a*
Vacas Cebi®
100% de cs 3.8 59c¢d
75% cs-25% Cratylia 3.1 5.8cd
50% de cs y 50% Cratylia 3.5 5.5d
25% de cs y 75% Cratylia 4.3 54d
Promedio 3.7b

aCarga animal = 2.7 UA/ha.

* Promedios en una misma columna seguidos de letras
iguales no difieren significativamente (P < 0.05), segiin la
prueba de Duncan

Discusioén. Se confirmé una vez mas que la
respuesta en produccién de leche debido al
mejoramiento de los recursos alimenticios
depende del potencial de las vacas. Las
implicaciones son significativas, ya que en la
mayoria de las explotaciones con sistema de
doble propésito en América Latina
predominan vacas con un bajo potencial
genético para produccion de leche.

Por otro lado, los resultados también
indican que hay un sinergismo fuerte entre la
suplementacion de forrajes ricos en energia y
proteina, lo que debe considerarse al
establecer normas de manejo de la
alimentacién para que los productores hagan
un mejor uso de suplementos para vacas
lecheras.




Subproducto 1.4. Calidad de
leguminosas herbaceas y
arbustivas seleccionadas y
produccién animal

Las especie de leguminosa pueden
contribuir significativamente al
aprovechamiento sostenible de la tierra, ya que
ayudan a la regeneracién de los suelos
degradados y agregan N al sistema. Sin
embargo, se postula que la adopcién por los
agricultores de leguminosas multipropdsito
herbaceas y arbustivas continuara dependiendo,
en gran medida, de la repercucién de éstas en la
produccién pecuaria a nivel de finca.

Por tanto, para seleccionar nuevas
especies de leguminosa es interesante definir los
factores asociados con atributos de calidad como
consumo voluntaria, produccién de leche y
aumento de peso vivo.

Actividad 1.4.1. Estudios sobre consumo de
leguminosas arbustivas seleccionadas
por ovinos y caprinos (Yi Kexian, P. Avila
y C. Lascano)

Aspectos sobresalientes

e El rango de aceptabilidad de leguminosas
arbustivas con calidad contrastante fue
similar con ovinos y caprinos,

Justificacion. En sistemas de pequetios
productores, en particular en Asia y Africa, los
rumiantes menores son un componente
importantes en la economia doméstica. Se sabe
que los ovinos y los caprinos tienen altos
requerimentos de proteina por unidad de peso
corporal y que, ademas, son altamente
selectivos. En el CIAT se han seleccionado
varias leguminosas arbustivas de calidad
contrastante y con adaptacion variable en suelos

acidos. Por tanto, existe interés en determinar

las diferencias en consumo entre
leguminosas arbustivas seleccionadas para

alimentar ovinos y caprinos.

Métodos. En la estacién CIAT-Quilichao se
hizo un experimento a corto término sobre el
consumo de leguminosas arbustivas por
ovinos y caprinos en crecimiento. Para el
efecto, en un Cuadrado Latino 3 x 3 se
sometieron tres ovinos y un numero igual de
caprinos a un régimen de alimentacién basal
con gramineas en periodos cortos, utilizando
las siguientes especies de leguminosas
arbustivas:

T1 Cratylia argentea
T2 Desmodium velutinum

T3 Flemingia macrophylla

En cada periodo experimental el consumo
se registré durante 4 dias consecutivos, en la
manana y en la tarde (durante 0.5 h), previo
periodo de ajuste de 7 dias. Las muestras del
forraje ofrecido, principalmente hojas y tallos
finos, se congelaron y posteriormente se
secaron y molieron para andlisis de
laboratorio.

Resultados. En el Cuadro 14 se pfesentan
los parametros de calidad de las especies de
leguminosas en el ensayo.

Cuadro 14, Pardmetros de calidad (%) de legﬁminosas
arbustivas contrastantes utilizadas para
alimentar ovinos y cabras.

Parametro Leguminosas
D, velutinum  C. argentea F. macrophylla

DIVMS 54.4 48.4 22.9

PC 20.2 21.1 17.9
FDN 38.8 58.9 48.6
FAD 29.4 36,7 36.8
N-FAD 0.53 1.32 1.26
Taninos 0.53 1.32 1.26
extractables
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El consumo en el corto plazo varié entre
especies de leguminosas arbustivas, siendo mas
Se observaron grandes diferencias entre
especies en DIVMS, FDN y FAD; pero no en PC.
Desmodium velutinum presenté la DIVMS mas
alta, que se asocié con contenido bajo de la
pared celular y no con taninos condensados. La
DIVMS mas baja se registré en F. macrophylia,
la cual presenté un contenido de pared celular
intermedia, pero un alto contenido de tanino.
Cratylia argentea presenté una DIVMS
intermedia, que se asocid con niveles altos de
pared celular. alto en D. velutinumy C. argentea
y mas bajo para F. macrophylla. En promedio,
los caprinos consumieron 28% mas leguminosas
que los ovinos, aunque el rango de consumo de
éstas fue el mismo con ambas especies animal
(Cuadro 15).

Discusion. El consumo en el corto plazo
medido en este estudio refleja, principalmente,
la digestibilidad de las leguminosas
suministradas, lo cual no necesariamente esta
relacionado con el consumo en el largo plazo y la

produccién animal en general.
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Cuadro 15, Consumo (g de MS/PV0.75/h) en el coxto
plazo de leguminosas arbustivas
contrastantes por ovinos y caprinos.

Tipo de Leguuminosas arbustivas
animal D. C. F.

velutinum argentea Macrophylla Prom.
Ovino 249 31.8 17.4 24.7b*
Caprino 35.1 34.3 25.7 31.7a
Prom. 30.0c 33.1c 21.5d

*Promedios en una misma columna o hilera seguidos
de letras iguales, no difieren significativamente
(P<0.05), segiin la prueba de Duncan.

No obstante, el menor consumo en el
corto plazo de F. macrophylla por ovinos y
caprinos, en relacién con otras especies de
leguminosas, es comparable con su nivel alto
de taninos condensados y baja digestibilidad.

Por tanto, se puede esperar un bajo

comportamiento animal cuando se
suministra F. macrophylla sola o en
combinacién con otra forrajera a ovinos o
caprinos. Por el contrario, un buen
comportamiento animal puede esperarse

cuando se suministra D. velutinum
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Producto 2.

Acervo Genético de Gramineas y Leguminosas con

Diversidad Conocida en las Interacciones de la

Simbiosis Hospedante/Parasito

Subproducto 2.1. Se conocen las
relaciones de la planta
hospedera, la ecologia y la
dinamica de poblacién del

salivazo

_ El salivazo de los pastos Homoptera:
Cercopidae) es el mayor limitante biolégico
para la producciéon de gramineas forrajeras en
los neotropicos. Los ataques de estos insectos
nativos que succionan los nutrimentos del
xilema reducen especialmente la calidad del
forraje, causando una disminucién en la
productividad y persistencia de las pasturas, y
limitando el establecimiento de especies
mejoradas como Brachiaria decumbens. Aun
no existe un programa de manejo integrado de
esta plaga. En parte, el problema nace en la
tendencia a generalizar las semejanzas entre
las diversas especies y géneros. Esto es
agravado por una comprension deficiente de la
biologia el comportamiento basico del insecto,
asi como. por la falta de estudios detallados en
sitios especificos de su ecologia y el hecho que
el salivazo ataca pasturas a través de una
amplia variedad de zonas ecoldgicas. A pesar
de las semejanzas en bioecologia y habitat de
las pasturas, la naturaleza de su impacto en
los forrajes varia fundamentalmente entre
regiones, dada la diversidad taxonémica del
grupo sobreimpuesto en este rango de

los componentes bioecolééicos rné{s relevantes

ambientes. La f}/5reser\1te iqvestigacién aborda
para una inter retacmn/ del estado de la plaga,
mediante una elaboracmn detallada de los
determinantes taxonomlcos estacmnales
locales y reglonales de su abundan01a y

distribucién.

En sepfiérﬁ‘pre de 1996, con la llegada de
D. Peck, se inicié’ un programa de
investigacién sopre la biologia y la ecologia
comparativa dqi salivazo en pasturas de los
departamentoé ganaderos de C,diombia. Peck
lidera un programa de estudiq’é en bioecologia
como parte de un proyecto es‘iaecial financiado
por el Fondo Nafcional de Gahado, apoyado
por la Regional 2/ de la Corpoé‘acién
Colombiana para la Investlgacmn (CORPOICA)
con sede en el ‘Centro de Invest1gac1ones de
Turipana, Monterla (depargémento de
Cérdoba). El CIAT y la Organizacién de
Estados Americanos (OEA) financian el 50% de
la posicién y los gastos operatlvos los sufraga
Nestlé.

El grupo cuenta actualmente con la
participacién 'de 16 investigadores. Los
estudios sobre la dinamica pob];‘acional, que
son basicos para otras actividades, se realizan
en Monteria S)Cordoba) Corozfﬂ (Sucre),
Villavicencio (Meta) y Floren01a (Caqueta) con
la partlclpacmn\ y colaboracmn de CORPOICA y
las universidades departamentales.

Actividad 2.1.1. Estudios sobre la biologia
y el comportamiento bisico de las
principales especies de salivazo

Aspectos sobresalientes

e Se iniciaron los primeros estudios sobre la
biologia y los habitos de las tres especies
mas frecuentes en zonas de trépico bajo.
Esta actividad es facilitada por una nueva
unidad de cria.




e Se iniciaron los primeros estudios sobre el
comportamiento de comunicacion ‘
vibracional entre adultos de salivazo.

Unidad de cria para facilitar estudios sobre
la biologia y el ciclo de vida de salivazo (U.
Castro, D. Peck, R. Pareja)

Justificacién. Las diferencias geograficas en
los rangos de especies colombianas del insecto
previenen el establecimiento de colonias en el
CIAT, ya que existe el riesgo de introducirlas
en regiones donde actualmente no ocurren.

En consecuencia, los estudios sobre la biologia
y el ciclo de vida de estas especies deben tener
lugar in situ. Una de las dificultades que esto
representa es el mayor costo y necesidad de
mano de obra adicional para establecer
colonias similares a las existentes en el CIAT,
para asegurar el acceso a los tres estados de
vida del insecto durante todo el afio,
especialmente en la estacién seca cuando el
salivazo desaparece del campo durante unos
pocos meses. Ademis, los estudios de biologia
reproductiva requieren de grupos numerosos
de adultos recientemente emergidos
{tenerales), que son muy dificiles de obtener en

el campo.

Métodos. Se busca desarrollar una unidad de
cria que facilite los estudios biolégicos in situ
de salivazo, la cual debe ser adecuada para
diferentes géneros y especies; requerir poco
espacic, materiales y mano de obra; ademas de
funcionar sin capacitacién especializada para
mantener con éxito una colonia. Es también
importante investigar sobre una unidad que
elimine uno de los mayores "cuellos de botella"
existente en el CIAT para la cria masiva de
colonias de insectos: la aprehensién individual
de adultos recientemente emergidos desde
macetas de crianza de ninfas, para su
liberacién en camaras de oviposicion. El
prototipo se encuentra en evaluacién en cuatro
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sitios con un numero igual de especies de
salivazo: (1) en Monteria con Aeneolamia
reducta, (2) en Villavicencio con Zulia
pubescens , (3) en Florencia con Mahanarva
sp.; ¥ (4) en el CIAT con A. varia. Actualmente
se conducen en el CIAT ensayos para medir la
eficiencia de adultos de A. varia en la
produccién de huevos con el objeto de
comparar este sistema con otras estrategias en

programas de cria masiva.

Resultados. La clave en la unidad es la
combinacién de camaras para cria de ninfas y
ovoposicién de huevos. Basicamente se
compone de una’bandeja con plantas
hospederas enraizadas para facilitar el
desarrollo de las ninfas. Esta bandeja encaja
en la parte superior de un marco de aluminio
de 61.6 cm x 32.3 cm x 31.4 cm sobre cuatro
soportes de 15.5 cm cada uno. Existe otra
bandeja que contiene sustrato de oviposicién
en el fondo del marco, el cual se cubre con una
malla de nailon negro formando paredes que
reducen la luz, aumentan la humedad y evitan

el escape del insecto.

Las necesidades de la unidad
incentivaron un nuevo método para la cria de
ninfas. Se encontré que, tallos jovenes de
Brachiaria, cuando se plantan en una capa de
suelo de 3 cm, que se encuentra en una
bandeja de 60.7 cm x 30.5 cm x 3.6 cm con
una serie de orificios en el fondo, producen
raices listas para infestacién con huevos en
aproximadamente 3 semanas. Las raices
forman una alfombra entre la bandeja que
contiene las plantas y una segunda bandeja
que se coloca debajo. Estas raices son
infestadas cuando se reemplaza la bandeja
superior sobre la inferior que contiene papel de
filtro con huevos listos para emerger. Las
ninfas forman masas y se alimentan de las
raices durante el desarrollo de sus cinco
instares. Sila capa de suelo es demasiado
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delgada, los insectos se escapan hacia la
superficie de la parte superior a través de las
fisuras presentes en él. Diez dias antes de la
emergencia de los adultos, la bandeja con
raices se coloca en un marco de madera de 10
cm de altura que permite el descenso de ellas.
Cuando los adultos estan listos para emerger,
esta bandeja se coloca en la parte superior de
la cAmara, y una bandeja con sustrato de
oviposicién se coloca debajo en la parte
inferior. Las hojas para la alimentacién de los
adultos se introducen a través de
perforaciones laterales. Los nuevos adultos se
alimentan, copulan y depositan huevos que
posteriormente son recolectados.

Los datos iniciales con A. varia indican
un desarrollo exitoso de adultos a partir de
ninfas alimentadas exclusivamente con las
raices descendientes, no obstante, la
emergencia de adultos se prolonga por
aproximadamente 1 semana. A partir de un
substrato de ovoposicién en una bandeja con
ninfas se obtuvieron hasta 4100 huevos con
un numero inicial no registrado de huevos y
adultos resultantes. En otros tres ensayos, la
relacién de huevos recuperados:huevos
utilizados en infestacién fue de 1.08, 2.01 y
2.04, demostrando una eficiencia que promete
la continuidad de la colonia y el uso de
individuos en exceso para otros estudios.

Discusion. Aunque esta unidad de crianza se
encuentra en evaluacién con otras tres
especies, los ensayos iniciales con A. varia han
mostrado ser promisorios para el
mantenimiento del insecto durante todo el afio
con el fin de estudiar su biologia y ciclo de
vida. La unidad es plegable, ocupa poco
espacio, requiere volumenes pequefios de
suelo y mano de obra reducida, y combina las
camaras de mejoramiento y oviposicién en una
unidad que elimina la necesidad de recolectar
y transferir todos los adultos emergentes. La

principal desventaja es la prolongacién del
estado ninfal. La eficiencia se aumentara con
los ajustes en el disefio para reducir el escape
de adultos y con un mejor entendimiento de
cuando infestar las raices. Los estudios
actuales mediran la eficiencia de la unidad en
el caso de A. varia y, de esta forma, su
potencial para uso en programas de cria

‘masiva para evaluaciones de resistencia al

insecto.

Biologia y hdbitos de las tres principales
especies de salivazo (D. Peck, W. Medina, B.
Ledén, C. Gallego y Y. Ballesteros)

Justificaciéon. Un entendimiento incompleto
de la biologia basica y del comportamiento de
la mayoria de las especies de salivazo
contribuye a su manejo ineficiente. Para
cuatro de las seis especies principales
existentes en la zonas de tierras bajas de
Colombia se carece de informacién sobre los
aspectos de biologia que son relevantes a su
control, entre ellos, la duracidén de los estados
de vida, la fecundidad, los sitios de oviposicion
y los periodos de preoviposicién. Aeneolamia
varia ha sido bien estudiado debido a su
condiciéon de plaga en cana de azicar;
mientras que en el CIAT se han hecho algunos
estudios en Z. colombiana.

Métodos. Los estudios para caracterizar la
biologia, los habitos y la morfologia de los
estados de vida del salivazo se iniciaron con A.
reducta en Monteria, Z. pubescens en
Villavicencio y M. fimbriclata en Florencia,
tomando como datos comparativos los
recolectados en el CIAT para A. variay Z.
colombiana. Las observaciones en los estados
de desarrollo de los huevos, instares de las
ninfas y sexo de adultos son acompafiados por
mediciones de su duracién bajo condiciones de
laboratorio, y de tamafio y otras caracteristicas
morfolégicas distintivas. En grupos de adultos
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recientemente emergidos se haran estudios
sobre biologia reproductiva, incluyendo
periodos de precopulacion y preoviposicién,
fecundidad, duracién y frecuencia de
copulacioén, y longevidad. La seleccién de los
sitios de oviposicién se hara con adultos en
plantas cultivadas en macetas dentro de jaulas

de malla.

Resultados. Los estudios propuestos se
encuentran en la fase inicial y se continuaran
rapidamente una vez que las colonias en el
laboratorio estén completamente establecidas.
Las mediciones del ancho de la capsula de la
cabeza en ninfas de A. reducta (Figura 7) han
permitido comprobar la existencia de cinco
instares que son morfolégicamente
diferenciables cuando el tamarfio es
acompafado por caracteristicas de los

mufiones de las alas, las antenas y los ojos.

Discusién Estos estudios conducirdan a una
descripcidon de los aspectos de biologia y
comportamiento que son més relevantes a una
interpretaciéon exacta del estado de plaga del
salivazo y su asociacién con el habitat de las
pasturas. Los resultados con las cuatro
especies descritas anteriormente se
compararan con A. varia y Z. colombiana para
ampliar el criterio sobre el grado de variacién
dentro de esta compleja plaga.

Aspectos bioldgicos de comunicacién de
sustrato en adultos de Zulia colombiana (F.
Lépez, D. Peck y P. Calatayud)

Justificaciéon. La comunicacién por medio de
vibraciones es un aspecto fundamental de
comportamiento del salivazo que no se ha
estudiado en detalle, mas alla de la grabacién
de sonidos y observaciones personales que
comprueban su existencia. Entre insectos
relacionados, se sabe que la bioacustica
desempena un papel importante en la biologia
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de la reproduccién y en la diferenciacién de
especies, siendo ambas caracteristicas mal
entendidas y criticas para el conocimiento

basico del salivazo.

Ninfas: Aeneolamia reducta
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Figura 7, Determinacion de los instar ninfal de
Aeneolamia reducta mediante la medicion
de la capsula cefilica

Métodos. Se adaptaron aparatos para
producir graficos de penetraciéon eléctrica
(EPG, sigla en inglés) que permiten registrar y
visualizar las vibraciones producidas por Z.
colombiana. Se determinara si los insectos de
esta especie se comunican principalmente via
aire o por produccién de vibraciones. Se
describiran y clasificardn las caracteristicas
fisicas de estas llamadas, y se evaluara su
papel en el comportamiento de

recopulacién.

Resultados y discusién. Los resultados de
estos estudios iniciales constituiran la primera
descripciéon de este comportamiento entre
cercopidos. La informacién detallada sobre la
forma de comunicacién en Z. colombiana sera
el punto de inicio de estudios adicionales sobre
la diferenciacién de species, lo que servira para
comparar el comportamiento entre especie y

géneros.
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Actividad 2.1.2. Efectos de las condiciones
ambientales en el desarrollo de huevos

de salivazo
Aspecto sobresaliente

® Se establecieron metodologias para
iniciar estudios comparativos sobre el
desarrollo de huevos y la incidencia de

diapausa

Morfologia comparativa y desarrollo de
huevos de salivazo (D. Peck y U. Castro)

Justificaciéon. El comportamiento en el estado
de huevo relaciona la fenologia y la
sincronizacién de las poblaciones iniciales de
salivazos con los datos meteorolégicos. En
consecuencia, la interpretacion del
comportamiento comparativo de la poblacién
(ver 2.1.3) es complementada con estudios
bésicos sobre la morfologia del huevo y el
desarrollo de las especies relevantes de
salivazo. Esta informacién aliin no se tiene
para la comprensién de la biologia basica y el

comportamiento de muchas especies.

Métodos. Se estan realizando estudios en
condiciones controladas de temperatura y
humedad para describir y comparar estados de
desarrollo de huevos de las especies
principales de salivazo. Los objetivos de estos
estudios son: medir la duracién, el tamafo y la
morfologia externa de los estados de desarrollo
del huevo en seis especies; determinar el
estado que se prolonga en diapausa; y
comparar la variacién en desarrollo dentro y
entre tres géneros de salivazo. También se
realizaron estudios piloto para probar una
metodologia para medir la respuesta de huevos
en diapausa a las variaciones en la duracién

de las condiciones de sequia.

Resultados. Los datos han sido obtenidos con
A. reducta.. De 3248 huevos recolectados en
noviembre de 1996 de poblaciones en el campo
y mantenidos en condiciones de humedad
permanente, el 88.2% se desarrollaron
inmediatamente, con un promedio de
incubacién de 20,7 dias después de la

oviposicién (Figura 8).
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Figura 8. Patrén de eclosién de huevos de Aeneolamia reducta en

condiciones mimedas.

Los huevos restantes entraron en diapausa
y eclosionaron esporadicamente entre 39 y 206
dias mas tarde. Los cambios morfolégicos que
acompanaron el desarrollo de estos huevos
fueron similares a los de otras especies. Los
huevos aumentaron en tamario, especialmente
después de la ruptura del corién al comienzo
del estado S3 (Figura 9). Un grupo de 235
huevos en diapausa (con 35 dias de edad) de
A. reducta se dividieron en cinco tratamientos
sin replicaciones para simular condiciones de
sequia con duracién de 0, 5, 10, 25, 50 dias,
seguidos por condiciones de humedad
permanente. Aparentemente, la mortalidad
aumenté con la sequia, siendo de 20.8, 34.4,
28.3, 56.6 y 61.2%, respectivamente, mientras
que el promedio del tiempo de desarrollo varié
poco (110, 103, 111, 116, 119 dias).
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Figura 9. Cambios ¢n ¢l tamaiio de huevos de Aeneolamia reducta
durante cuatro estados de desarroll

Discusion. Los estudios iniciales con A,
reducta muestran que es factible comparar
ciertas caracteristicas, taxonomicamente
variables, de desarrollo y morfologia de huevos
entre las especies en estudio. Estas
‘mediciones incluyen el tamarfio y la descripcién
fisica, los cambios externamente visibles que
acompanan el desarrollo, el estado prolongado
en diapausa y la duracién de estados en
condiciones controladas; ademas del impacto
de la sequia en la mortalidad de huevos y la
duracién de la diapausa. Conjuntamente con
estudios paralelos sobre el comportamiento de
la oviposicién y biologia reproductiva, esta
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informacién nueva ofrecera detalles basicos
para comprender fenémenos que aiin no se
conocen en la mayoria de las especies de
salivazo.

Variacion estacional en la incidencia de
diapausa del huevo de salivazo (U. Castroy
D. Peck)

Justificacion. La diapausa de huevos
permite la sincronizacién de poblaciones de
salivazo con la estacion himeda, durante la
cual son posibles el crecimiento y desarrollo
del insecto. Se sabe que la incidencia de la
diapausa o porcentaje de huevos que no esta
en desarrollo inmediato es, en algunas
especies, mas baja entre hembras al comienzo
de la estacion humeda y mas alta entre
aquellas en generaciones posteriores antes del
cornienzo de la estacién seca. En
consecuencia, una descripcién de los cambios
estacionales en incidencia de diapausa y su
variacién entre especies, es un elemento
esencial en la comprension y predicién de la
sincronizacion y llegada de la poblacién de

ninfas al inicio de la estacién.

Métodos. Las metodologias de incubacién y
recoleccién se probaron en uno de los tres
sitios donde se realizaran en 1998 los estudios
detallados. Los huevos para el estudio se
obtuvieron en julio y septiembre de 1997 en
grupos de hembras recolectadas en el campo
en el C. 1. La Libertad de CORPOICA, cerca a
Villavicencio (departamento del Meta), que es
un sitio de observacién de la poblacién de
salivazo. De cada mitad de tres parcelas de
observacion se recolectd un grupo entre 15y
25 hembras de A. varia, las que permanecieron
en oviposicién durante 3 dias en papel de filtro
htuimedo, colocado en el fondo de platos petri
que contenian cada uno de los seis grupos
(repeticiones). Después de ser enviados en
forma rapida al CIAT, los huevos se
mantuvieron htimedos en cajas petri bajo las
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condiciones ambientales del laboratorio (julio)
0 en incubacion (septiembre) y se registraron
los coriones vacios (eclosion de ninfas) dos
veces por semana. Debido a que las
poblaciones en elcampo se iniciaron en marzo
(ver 2.1.3) estos adultos sblo representaron la
segunda mitad de la estacion de ataque de

salivazo.

Resultados. Las hembras pusieron entre 43 y
399 huevos por grupo. La incidencia de
diapausa fue baja en cada fecha de coleccién
(0.86 £+ 0.53% y 0.37 £ 0.17), en julio y
septiembre, respectivamente, y no difirié
significativamente (P = 0.199). El promedio de
dias a la eclosion del huevo fue 18.12 + 0 .23 y
16.72 + 0.19, respectivamente, y la diferencia
(P = 0.0004) se debid, probablemente, a
diferentes regimenes de incubacién.

Discusion. La metodologia es apropiada para
la recoleccién de huevos de hembras en el
campo y su desarrollo y observacion exitosa en
el laboratorio. En 1998 este experimento
incluira dos sitios adicionales (Florencia y
Monteria) y tres especies adicionales (A.
reducta, M, fimbriolatay Z. pubescens). Las
recolecciones se haran bimensual durante
toda la estacion de ataque de salivazo. Esta
metodologia permitira medir la incidencia de
diapausa en diferentes periodos de la estacién
himeda, correlacionar cambios con el avance
de la estacién humeda, describir las diferentes
categorias de huevo (diapausa de larga y corta
duracién, sin diapausa) y comparar el
comportamiento de la diapausa entre cuatro
especies de salivazo y entre poblaciones de A.

varia en tres sitios.
Actividad 2.1.3. Ecologia de poblacién de
salivazo en cuatro regiones de trépico

bajo

Aspectos sobresalientes

‘e Se encontraron seis especies de salivazo

relacionadas con pastos en el trépico bajo
de Colombia.

e En tres sitios con sequia estacional se
encontré que una especie de salivazo
abundaba y predominaba coincidiendo

con la estacién lluviosa.

® Tres especies de salivazo son simpatricas
en sitios humedos y parece que su
abundancia desciende con la mayor
precipitacién; la mayor diversidad de
especies, la abundancia y la precipitacion
corresponden con una mayor presencia

de enemigos naturales.

Comparacién de la dindmica poblacional de
salivazo: variacion local y regional en
composicion de especies, abundancia,
fenologia y sineronizacién (D. Peck, W.
Medina, A. Pérez, F. Gamboa, J. Hincapie, Y.
Ballesteros, C. Gallego y C. Mantilla)

Justificaciéon. Existen pocos estudios
detallados y especificos sobre la dindmica
poblacional del salivazo. Una interpretacién
exacta de lo que ocurre en un lugar especifico
depende de muestreos frecuentes y a largo
plazo que enfatizan la diferenciacién de los
cinco instares ninfales, el sexo y las especies
de adulto. Las metodologias de muestreo
idénticas empleadas en diferentes sitios
también pueden permitir una comparacién de
medidas de comportamiento de poblacién,
incluyendo abundancia, fenologia,
sincronizacién y composicién de especies. La
comprension de los patrones y la variacién en
estas mediciones es critica para evaluar y

predecir los estados de la plaga.
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Cuadro 16. Sitios, graminea comin y fecha de inicio de las observaciones sobre poblaciones de salivazo.

. . Graminea L
Departamento (ciudad) Sitio , Fecha de inicio
predominante
Cérdoba (Monteria) Fincas Bella Luz y B. pertusa Octubre 1 de 1996 y
El Olivo enero 1 de 1997
Sucre (Corozal) Finca Tarapaca B. pertusa Septiembre 26 de 1996

C.1. La Libertad
C.I. Macagual

Meta (Villavicencio)
Caqueta (Florencia)

Enero 31 de 1997
Enero 24 de 1997

B. decumbens
B. decumbens

Métodos. La dinamica poblacional de salivazo
se estudié en cuatro sitios del trépico bajo en
los departamentos mas afectados por este
insecto. Se escogieron fincas con antecedentes
de ataque de salivazo en pasturas de
Bothriochloa pertusa (colosuana) en Cérdoba N
Sucre, y Brachiaria. decumbens en Meta y
Caqueta (Cuadro 16). En cada una de las
fincas se marcaron tres parcelas de 0.5 ha en
diferentes pastos y se subdividieron en cuatro
secciones para facilitar la toma de
submuestras. El conteo de ninfas se hizo en
dos marcos de 0.25 m? por seccién. En cada
masa se removieron los habitantes para
determinar el instar de ellos. Para las
observaciones en adultos se hicieron 50 pases
utilizando una jama para su captura; se
determiné el sexo y la especie de cada uno.
Ambos muestreos se realizaron dos veces por
semana durante la estacién htimeda y menos
frecuentemente durante la estacién seca
cuando las poblaciones se habian reducido.

Resultados. En estos tres sitios se
encontraron cinco especies: A. lepidior, A.
reducta, A. varia, Mahanarva sp. y Z.
pubescens (Cuadro 17). Zulia colombiana se
encontré en los alrededores de Florencia, pero
no en el sitio de observaciéon. En todos los
sitios, una especie principal estuvo
acompanada por la presencia de una o dos
especies diferentes; excepto en Florencia donde
se presentaron tres especies simpatricas, dos
de ellas en mayor abundancia. Mahanarva sp.

es alin una especie indeterminada, pero parece
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estar relacionado con M. fimbriolata que ocurre
al sur de Brasil. En tres sitios con sequia
estacional —Monteria, Corozal y
Villavicencio— la abundancia de salivazo
coincidié con la estacién lluviosa, y la de
adultos se presentd inmediatamente después
de la de ninfas. Ambos estados de vida
desaparecieron al final de la estacién htimeda
v reaparecieron al comienzo de la estacién

lluviosa (Figura 10).

Cuadro 17, Composicion de especies en los sitios
de muestreo de poblaciones de
salivazo. Colombia.

Especies Abundancia de adultos (%/ sitio}
Monteria  Corozal Vcio. Florencia

A, lepidior 1 < la - -

A, reducta 99 100 1 -

A. varia - - 98 71
M. fimbriolata - - - 1

Z. colombiana - - - <]a
Z. pubescens - - i 21

a. Especie encontrada en la vecindad, pero no en el sitio

de muestreo.
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Figura 10. Ahundancia de ninfas y adultos de
Aeneolamia reducta en tres parcelas
localizadas en Tarapaca,
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La baja densidad de poblacién de salivazo en
la Costa Norte durante 1997 estuvo,
probablemente, relacionada con la preserncia
relativa de la estacién lluviosa asociada al
fenémeno de El Nirio (Cuadro 18); la mayor
densidad de A. reducta en Monteria ocurrié en
noviembre de 1996. La variacién en
abundancia del insecto a nivel de finca puede
ser medida por el area limitada por la curva de
poblacién; la abundancia de ninfas y adultos
vari6 3.7 y 3.5 veces, respectivamente, entre
las tres parcelas localizadas en Corozal. La
identificacién de instares permite una visién
mas detallada de la dindmica de la poblaciéon
local de salivazo que el analisis de ninfas
totales. Con este sistema es posible evidenciar
la fenologia, la sincronizacion de la poblacién y

el namero de generaciones entre parcelas.

Cuadro 18. Abundancia maxima de ninfas/2 m2y
200 pases de jama en cada sitio de
muestreo de salivazo. Colombia

Ninfa/adulto Mont.  Corozal  V/cio. F/cia.
Ninfas (total) 14 14 75 158
A. lepidior 6 0 0 0

A. reducta 597 189 9 0

A. varia 0 0 370 88
Mahanarva sp. 0 0 0 2

Z. pubescens 0 0 4 25
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Figura 11. Abundancia de ninfas y adultos de
Aeneolamia varia en parcelas localizadas
en La Loma, CI, La Libertad
(Villavicencio, Colombia), 1997,

Por ejemplo, entre marzo y abril en la
parcela La Loma del CI. La Libertad se
encontré una alta generaciéon de ninfas y
adultos de A. varia (Figura 11). La progresion
de abundancia a partir de los primeros y hasta
los ultimos instares es evidente para la
sincronizacion de la alta poblacién de ninfas
que aparece después de mayo. En la parcela
El Retorio del mismo sitio se experimenté una
pequenia generacién inicial entre febrero y

marzo y una segunda entre abril y mayo

(Figura 12).
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Figura 12. Abundancia de ninfas y adultos de
Aeneolamia varia en parcelas localizadas
en El Retoio, CI-La Libertad (Villavicencio,
Colombia). 1997,

En Florencia, las poblaciones adultas
de tres especies mostraron un patrén similar
de disminucién en febrero y de resurgimiento
en abril (Figura 13). A diferencia de los otros
sitios, la reduccion de poblaciones de salivazo
no se relacionaron con condiciones secas.

Esta localidad recibe un promedio de 3500
mm de precipitacién annual y aunque tiene
periodos de menor precipitacién no tiene una
estacion seca diferenciada, como si ocurre en
los otros sitios. La precipitaciéon en febrero
(252.5 mm)} y marzo (274.7 mm) fue mayor que
en enero (79.8 mm) y como resultado la
reduccion de salivazo coincidié con periodos de
mayor precipitacién.




Discusidén. Las evaluaciones detalladas que
distinguen entre todos los estados de vida,
sexos y especies, ofrecen la resolucién
necesaria para una interpretaciéon de la
dinamica de la poblacién local y para medir la
variacién a nivel de productor y regional en
abundancia, fenologia, sincronizacién, nimero
de generaciones y composicién de especies del
insecto. Esta informacién ayudara en la
prediccion de la magnitud y en la
sincronizacién de los brotes iniciales de
acuerdo con los datos meteorolégicos, y en la
comprensiéon de nuevos factores determinantes

de la diapausa de los huevos.
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Figura 13. Abundancia de adultos de Aeneolamia
varia, M. nr fimbriolta y Zulia pubescens
en parcelas del sitio La Loma, CI Macagual,
Caqueta, 1997,

Identificacién, abundancia y fenologia de
enemigos naturales asociados con salivazo
(D. Peck, W. Medina, A. Pérez, F. Gamboa, J.
Hincapie, Y. Ballesteros, C. Gallego, C.
Mantilla y A. Morales)

Justificacién. La identificacién, abundancia,
distribucién e impacto de los enemigos
naturales de salivazo no se han estudiado en
Colombia. Los muestreos poblacionales
intensivos permiten la recoleccién simultanea
de datos sobre la ocurrencia de enemigos
naturales incluyendo la identificacién de
especies, el estado de vida del insecto al

momento del ataque, la abundancia,
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estacionalidad y el potencial para
consideracién en el futuro como agentes de
control biolégico. Hasta ahora, los Ginicos
enemigos naturales promisorios para el control
biolégico de salivazo pertenecen a una
diversidad estrecha de hongos
entomopatégenos, en particular Metarrizhium

anisopliae.

Métodos. En estudios sobre dindmica
poblacional, realizados en cuatro sitios del
tropico bajo, se recolectaron enemigos
naturales a partir de muestreos con jama y de
las masas de espuma formadas por el insecto.
En las masas se removieron larvas
depredadoras de Salpingogaster nigra (Diptera:
Syrphidae) las que atacan ninfas y adultos
tenerales. En la jama entomolégica se
recolectaron moscas adultas. Las ninfas y los
adultos recolectados se almacenaron en
condiciones secas dentro de microampollas
para el posterior aislamiento e identificacion
de hongos entomopatégenos asociados.
También se registré la presencia en las
muestras de Acaros parasitarios y nematodos

entomopatégenos.

Resultados. Se encontraron cuatro
variedades de enemigos naturales: larvas
depredadoras de la moscas sirfide, nematodos
y hongos entomopatégenos y acaros
parasitarios (Cuadro 19). En Florencia se
registré la mayor abundancia y diversidad de
enemigos, lo que podria atribuirse a una, o a
todas, de las siguientes caracteristicas
distintivas de la regién: presencia continua de
salivazo, alta diversidad del insecto y alta
humedad ambiental con ausencia de una
época seca severa, Todos los hongos
entomopatédgenos aislados pertenecen a
muestras tomadas en Florencia, pero aun
faltan por examinar las muestras procedentes

de Villavicencio.




Infome Annual 1997

Cuadro 19. Incidencia de enemigos naturales asociados con salivazo en tres sitios de Colombia.

Sitio Enemigo Especie de salivazo Estado de vida Meses de registro
atacada del salivazo atacado
Corozal Nematodo A. reducta Adulto Junio
Acaro parasitario A. reducta Adulto Julio
Villavicencio Nematodo A. varia Ninfa, aduito Junio
Acaro parasitario A. varia Adulto Junio, julio
Salpingogaster nigra A. varia Ninfa Junio
Florencia Nematodo Desconocido Ninfa Febrero
Acaro parasitario A. varia Adulto Mayo, junio
S. nigra Desconocido Ninfa Enero, junio
Fusarium sp. A. varia Adulto Febrero
M. anisopliae Desconocido Ninfa Febrero
Metarrizhium sp. Desconocido Ninfa Enero
Paecilomices sp. Z. pubescens Adulto Enero
Paecilomices sp. Desconocido Ninfa Febrero

Hasta ahora, se han aislado los géneros
Fusarium, Metarrizhium y Paecilomices. La
presencia de S. nigra no es sorprendente dada
su amplia distribucién panneotropical y la
utilizacion de una amplia gama de variedades
de especies de salivazo.Esta mosca aun no se
ha encontrado en la Costa del Norte debido,
probablemente, a la estacion lluviosa atipica
que ocurrié en 1997. Los adultos, pupas y
larvas se han registrado en otros sitios, pero

su presencia es extremadamente baja.

Los estados de vida de esta especie se han
encontrado so6lo ocho veces en todas las
evaluaciones realizadas hasta ahora. Los
nematodos se encontraron en los cuatro sitios,
pero todavia no se ha hecho su identificacién.
Estos enemigos pueden alcanzar alta
abundancia; asi, en un estudio (no publicado)
se encontraron 12 nematodos en 90 hembras
de A varia recolectadas en Villavicencio y

mantenidas en cautiverio durante 3 dias.

Discusidén. La diversidad de hongos
entomopatoégenos recolectada hasta ahora
indica que los estudios sobre control biolégico

del salivazo son promisorios. El trabajo

intenso del personal en el campo con seis
especies de salivazo, permitira tener una
coleccién de diversas especies y aislamientos.
Este material es valioso para los estudios de
biocontrol que enfatizan una diversidad muy

estrecha de especies y aislamientos.

Actividad 2.1.4. Efecto de pricticas de

manejo en la abundancia de salivazo
Aspectos sobresalientes

La abundancia de ninfas y adultos de salivazo
no varia entre pasturas de solo Brachiaria 'y de

Brachiaria asociada con Arachis pintol.

Hay evidencia que la divergencia en
preferencias de habitat contribuye al
fraccionamiento del habitat entre las dos

especies simpatrica principales de salivazo.

La liberacién de hembras de salivazo adulto
merece consideracién adicional sobre la
infestacion artificial en ensayos de resistencia

en el campo.



Respuesta de salivazo a las asociaciones
gramineas/leguminosas (D. Peck, W.
Puentes, C. Ramirez, G. Ruiz y C. Troncoso)

Justificaciéon. A pesar de los beneficios de las
asociaciones gramineas/leguminosas, su
adopcién dependera de cémo afectan la
abundancia e impacto de salivazo. Los
cambios del habitat que pueden acompariar la
diversificacion de la pastura, tales como la
mayor densidad de enemigos naturales y la
menor densidad de plantas hospederas de
salivazo, sugieren una abundancia inferior de la
plaga en respuesta a las asociaciones. Sin
embargo, igualmente es posible que a mayor
disponibilidad de nitrogeno las gramineas sean
mas atractivas para el salivazo, pero también
mas tolerante al ataque. En este estudio se
evallian los cambios en la abundancia, en lugar
de impacto, del salivazo en pasturas asociadas

y solas.

Métodos. En seis ensayos a nivel de finca en el
Caqueta se evaluaron las diferencias en
abundancia de salivazo. En cada una de ellas
se tienen parcelas adyacentes de solo
Brachiaria y de este género asociadas con A,

pintoi establecidas como parte de los trabajos
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en el Proyecto Nestlé (Cuadro 20). En cada
tratamiento se demarcaron parcelas de 0.5 ha
que se dividieron en 10 subparcelas para
facilitar el muestreo de ninfas y adultos.
Aproximadamente una vez cada mes y en 2 dias
consecutivos, se hicieron muestreos de masas
de espuma y de adultos con pase de jama. Las
observaciones se hicieron en forma similar a los
estudios poblacionales, excepto que los
recuentos de ninfas se hicieron en un total de
20 marcos de 0.0625 m? cada uno y los adultos
se recolectaron en 10 series de 20 pases de la

jama por tratamiento.

Resultados. Las asociaciones con Arachis no
causaron cambios significativos en las
mediciones en ninfas de salivazo ni en la
abundancia de adultos (Cuadro 21). En cada
finca, sin embargo, se encontré una tendencia
hacia la existencia de diferencias estacionales y
consistentes en abundancia del insecto, de tal
manera que un tratamiento fue, en forma
individual, preferido de un mes a otro sobre su
tratamiento adyacente (Figura 14). Esto indica
que otras caracteristicas del habitat, diferentes
de la asociacién de Arachis, fueron mas
importantes para determinar la abundancia de

salivazo.

Cuadro 20. Descripcién de sitios experimentales y composicion de especies de salivazo capturadas.

Sitio Siembra Especie

Composicion de especies adultas (%)

(ano) A. varia

M. nr fimbriolata

Z. colombiana  Z. pubescens

Sur de Florencia:

Diamante 1995 B. decumbens 30.7

Norglandia 1995 B. decumbens, 29.4
B. humidicola

Villa Clarita 1995 B. brizantha, 18.1

B. decumbens

Norte de Florencia:

Caria Brava 1995 B. humidicola 100
Higueron 1989 B. decumbens 79
Primavera 1995 B. decumbens 34.3

3.2 0 66.2
3.3 0 67.3
0 0 81.9
0 0 0
0.3 19.4 1.2
0 0 65.7

36




Infome Annual 1997

La separacion de las especies adultas mostré
que las especies dominantes, A. variay Z.
pubescens, aparentemente se distribuyeron
espacialmente, prefiriendo tratamientos
opuestos en las tres fincas donde fueron mas
abundantes (Figura 14). Este patréon curioso
probablemente se relaciona con preferencias
divergentes de habitat, En la region sur de
Florencia se presenté la mayor presiéon de
salivazo. Durante los meses del experimento,
el numero promedio de ninfas en 1.25 m?2y de
adultos en 200 muestreos fue 49.3 y 88.5 en el
sury de 14.1y 24.1 en el norte. La
composicion global de especies de adultos no
vari6é con un patrén claro entre el sur y el
norte ni entre tratamientos (ver Cuadros 20 y
21). Zulia colombiana se encontrd en un sélo
sitio; Mahanarva sp. se encontré en tres. Se
registraron las cuatro clases de enemigos
naturales, pero su numero no fue suficiente
para evaluar diferencias de abundancia entre

tratamientos.

Discusién. Las observaciones se continuaran
mensualmente hasta enero de 1998, Hasta
ahora, aparentemente la abundancia de ninfas
y adultos no depende de la pastura asociada.
Aungque el establecimiento de mezclas de
gramineas/leguminosas no aumenta el
numero de salivazos, si puede aumentar el
impacto, ya que el mismo numero de insectos
esta atacando un componente reducido de la
graminea. En los analisis y estudios futuros

se empezara a evaluar el efecto de las

asociaciones en el impacto del salivazo,
manteniendo en mente los factores opuestos
de aumento en la atractividad y tolerancia de
las gramineas cuando se acompanan de la

fijacién de nitrégeno

Evaluacion de alternativas para el control
de salivazo en el Caqueta (J. Barreto, M.
Milena, B. Giraldo y D. Peck)

Justificacién. Aunque la resistencia varietal
debe servir, en ultimo término, como base para
un mejor manejo del salivazo, es necesario
continuar utilizando las variedades
susceptibles. Ademads, mientras que las
variedades mejoradas no estén disponibles, los
productores requieren nuevas alternativas de
manejo y la validacién de aquellas actualmente
en uso. A pesar de la importancia de la
produccion de forraje y el impacto del salivazo
en el Caquetd, no se han evaluado alternativas
para su marnejo en esa area.

Métodos. En dos parcelas localizadas en una
finca cerca de Florencia se establecié un
experimento para determinar el efecto de la
fertilizacion, los correctivos en el suelo y los
hongos entomopatégenos sobre la abundancia
de salivazo y la produccién de forraje. La
aplicacion de los fertilizantes (N, Py K) y el
correctivo (cal} se hara de acuerdo con el
analisis de suelos y el hongo comercial se
aplicara segun las recomendaciones de

laboratorio.

Cuadro 21. Densidad media de estados de vida de salivazo en pasturas solas y asociadas.

Medida de abundancia Brachiaria Brachiaria/Arachis Significancias
(combinada por meses) Prom t E.E. Prom + E.E.

Ninfas totales por 1.25 m? 27.3 £ 6.64 36.2+8.99 0.427
Adultos totales por 200 muestreos 59.0 + 13.46 53.6 +11.21 0.866

Total A. varia adultos 20.5+7.75 21.4+£4.21 0.102

Total. Mahanarva sp.adultos 1.0+ 0.45 1.3+048 0.608

Total Z. pubescens adultos 36.5 £ 10.64 28.1 £9.37 0.555

a. Probabilidad > t; prueba de t pareada. E.E. Error estandar.
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Ninfas Z. pubescens Adultos A. varia Adultos
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Diferencia en Abundancia Entre Tratamientos

Figura 14. Abundancia de ninfas y adultos de Zulia pubescens y adultos de Aeneolamia varia en pasturas pareadas de
Brachiaria y de Brachiaria/ Arachis pintol en seis fincas durante 7 meses de 1997. Los datos
corresponden a la diferencia en el total de abundancia entre tratamientos pareados por fecha de muesireo.

Se incluira un tratamiento testigo sin
aplicacién de fertilizantes ni hongo. En las
evaluaciones mensuales se determinaran la
densidad de ninfas y adultos, la composicién
de plantas y la produccién de forraje.

Resultados. Este experimento se inicié al final

de 1997 y se conducira durante 12 meses.

Infestacién de campos mediante la
liberaciéon de hembras adultas de salivazo
(D. Peck y W. Medina)

Justificacién. Ha sido dificil evaluar en el
campo la resistencia de nuevo germoplasma de
Brachiaria a salivazo, debido a la ocurrencia
espacial esporadica y estacional, y a las
variaciones en su abundancia. La evaluacién
adecuada requiere una dispersién uniforme y
alta densidad de insectos. Aunque todavia no
se pueden predecir tales condiciones, si es
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posible crearlas artificialmente. Los intentos
anteriores para aumentar las poblaciones en el
campo utilizando huevos han fracasado,
debido a la depredacién por artrépodos; por
otra parte, se considera que €l aumento con
ninfas puede ser demasiado laborioso. En
consecuencia, la liberacién de hembras
adultas sigue siendo una opcién valedera
debido a la fidelidad de las hembras prefadas
por los sitios y a su habilidad para colocar
huevos en lugares protegidos de depredadores
y del clima adverso.

Métodos. En una finca del municipio de
Ciénaga de Oro (departamento de Cérdoba) se
probé una metodologia para aumentar el
numero de adultos. Se esperaba incrementar
el nimero de ninfas en parcelas
experimentales al inicio de la época de
abundancia mediante la liberaciéon de hembras

en forma tardia y temprana, las cuales habian
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completado las etapas con y sin diapausa,
respectivamente, lo que contribuiria a un brote
inicial méas grande de ninfas durante el inicio
de la estacion lluviosa en mayo. Se colocé una
reja de 49 en parcelas de 2 m x 2 m en una
combinacién de cuatro tratamiento y siete
repeticiones, mas un testigo: densidad de
adultos de (40 u 80) y liberacién a final y
comienzo de época hiimeda (noviembre y
mayo). Debido a la época htimeda
inusualmente seca impuesta por el fenémeno
de El Nifio, no fue posible obtener adultos para
liberacién en mayo. En noviembre se
recolectaron adultos de A. varia (en relacién de
sexos 1:1, aproximadamente) en los
alrededores y fueron liberados el primero de
noviembre en el centro de cada una de las
parcelas asignadas. El conteo de ninfas en
cada parcela se hizo en dos fechas al inicio de

la estacién lluviosa.

Resultados. La nueva estacién lluviosa fue
extremadamente seca debido al fenéomeno de
El Nifio. Las poblaciones de salivazo fueron
escasamente detectables en un sitio cercano
para muestreos poblacionales. Las ninfas se
contaron en dos fechas, pero debido a que solo
se encontraron unos pocos individuos fue
imposible comparar densidades entre el

tratamiento testigo y las parcelas de liberacion.

Discusidon. Las condiciones atipicas de la
época lluviosa hicieron imposible probar la
efectividad de la liberacién de adultos para
aumentar las poblaciones de ninfas en el
campo. Sin embargo, la recoleccién de estos
en areas circundantes y su liberacién en sitios
de evaluacioén, parece ser una opcion sencilla
para aumentar artificialmente la infestacion,
en lugar de liberar ninfas o huevos, Las
hembras prefiadas son menos aptas para volar
y pueden colocar huevos de una manera
uniforme cerca de los sitios de liberacién y en

micrositios apropiados para la proteccion

contra la sequia y los depredadores. El uso de
adultos recolectados localmente evita la cria
masiva de ninfas en condiciones de laboratorio
y las dificultades para su liberacién debido a
sus requerimientos especiales de microhabitat.
Los huevos en diapausa colocados al final de
la época humeda, mas aquellos del desarrollo
inmediato agregados por los primeros adultos
recolectados al inicio de la estacién en areas
donde aparecen mas temprano, estaran listos
para eclosionar al comienzo de la nueva
estacion lluviosa. Como inconvenientes se
puede mencionar que la liberacién de adultos
requiere una exploracion de la regién para
encontrar poblaciones recolectables y, ademas,
puede requerir irrigacion de las parcelas de
evaluacién para asegurar las mejores
condiciones para la eclosion de huevos y

supervivencia de ninfas.

Actividad 2.1.53 Eventos de capacitacién.
Taller sobre la biocecologia y manejo

del salivazo de los pastos (D. Peck)

Justificacion. En Colombia, a pesar del
estado de plaga del salivazo en pasturas, existe
muy poca experiencia sobre su biologia y
manejo. El acceso a informacién es aun
extremadamente limitado, porque no existe un
texto que resuma el estado de conocimientos
sobre la familia Cercopidae y las guias
existentes sobre esta plaga en pasturas estan
desactualizadas, son incorrectas e ignoran la
bioecologia a nivel de familia. El
establecimiento de un nuevo grupo de
investigacién sobre bioecologia del salivazo,
requiere, en consecuencia, un medio que
ofrezca a los colaboradores una base comun de

conocimientos en el tema en estudio.

Métodos. En el Primer Taller sobre la
Bioecologia y Manejo del Salivazo de los Pastos
se celebrd en el CIAT entre el 20 y el 26 de
abril de 1997. EIl objetivo del taller fue reunir




durante 1 semana a todos los participantes
involucrados en el proyecto de bioecologia de
salivazo. Se realizaron conferencias
intensivas, practicas de laboratorios y
discusiones con el objeto de establecer
métodos de evaluaciéon de poblacioén, reforzar
el nuevo equipo de investigacién y adquirir
bases sélidas sobre el insecto, su habitat y
manejo. Fue también la oportunidad para
hacer propuestas de proyectos de tesis,
familiarizarse con las actividades de
investigacién del CIAT y adquirir literatura

relevante a proyectos especificos.

Resultados. En el taller participaron 18
personas de cinco instituciones, incluyendo 10
personas involucradas directamente con el
Subproducto 2.1 sobre estudios bioecologicos
de salivazo en Corozal, Monteria, Villavicencio
y Florencia. Los ocho participantes restantes
asistieron por iniciativa propia y su interés de
participar o involucrarse en proyectos
relacionados. Las conferencias centrales sobre
diversidad, biologia, comportamiento y ecologia
fueron complementadas con notas y
diagramas, y una lista de referencias. Los
conferencistas invitados se refirieron a la
resistencia de la planta hospedante (C.
Cardona) y al mejoramiento de Brachiaria (M.
Escandén). Se preparon notas para las
practicas de laboratorio en taxonomia [ y II, y
en biologia y comportamiento del insecto.
Como practicas adicionales se realizaron giras
de estudio a la estacién CIAT-Quilichao, visitas
a la colecciéon de entomologia de frijol y a la
biblioteca. Cada una de las actividades se
complement6 con discusiones sobre cria
masiva de salivazo, evaluaciéon de resistencia,
manipulaciéon de huevos y manejo integrado de
plagas. A cada participante se le proporcioné
un paquete de 20 lecturas clave en temas

basicos y aplicados de la familia Cercopidae.
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Discusion. El taller se repetird en 1998 y
arios posteriores, ya que es una actividad
necesaria para el trabajo en equipo. Las notas
se publicaran como una guia de la ecologia y
biologia del salivazo en pasturas y estaran
disponibles para estudiantes e investigadores
que soliciten dicha informacién. Finalmente,
este taller servird como una plataforma para el
Curso Internacional sobre Métodos para
Evaluar Genotipos de Brachiaria por
Resistencia a Salivazo, que se celebrara en el
CIAT en 1998.

Subproducto 2.2. Resistencia a
salivazo en genotipos evaluados
y caracterizados de Brachiaria

Aspectos sobresalientes

e  Se desarrolld, probo e implementé una
nueva técnica de invernadero, mas simple,
rapida y confiable para la seleccién de
genotipos de Brachiaria por resistencia a

salivazo.

e Se lograron avances significativos en el
desarrollo de un método confiable y
uniforme de infestacion artificial con
salivazo para seleccién de genotipos de
Brachiaria en condiciones de campo.

Actividad 2.2.1. Desarrcllo de una nueva
técnica de invernadero, mas simple,
rdpida y confiable para la seleccion de
genotipos de Brachiaria por

resistencia a salivazo

Justificacion. La evaluacion de resistencia a
salivazo bajo condiciones de campo es
extremadamente dificil, debido a la ocurrencia
focal e impredecible del insecto. Las técnicas
de invernadero anteriormente desarrolladas en
el CIAT eran confiables pero ineficientes,

lentas y engorrosas. En el mejor de los casos,




Infome Annual 1997

en un ano se podian evaluar 250 genotipos por
resistencia, una produccién que estaba,
obviamente, lejos de las necesidades corrientes
de mejoramiento actual. En consecuencia, el
principal objetivo de investigacién en 1997 fue
desarrollar mejores alternativas para selecciéon
masiva por resistencia a salivazo en

condiciones de invernadero.

Métodos. Los pasos en esta investigacion
fueron los siguientes: (1) Desarrollar una
unidad experimental pequefia y sencilla. (2)
Estudiar la posibilidad de detectar resistencia
a A. varia en en plantas individuales y jéovenes
de Brachiaria; para este objetivo, la
investigacion se realizé en dos areas
principales: (a) el efecto de la edad de la planta
y el nivel de infestacién con adultos en la
expresion de resistencia; y (b) el efecto de la
edad de la planta y el nivel de infestacién con
ninfas en expresion de resistencia. (3)
Estudiar el papel de la no-preferencia
(antixenosis) en la resistencia a salivazo. (4)
Estudiar la confiabilidad del nuevo sistema
para la deteccién de antibiosis y tolerancia,
como mecanismos fundamentales de
resistencia a salivazo. (5) Estudiar el efecto de
la fertilizacién y la técnica de seleccién en la
expresion de resistencia. {6) Implementar la
nueva técnica en la rutina de seleccién masiva
de genotipos originados de actividades de

mejoramiento.
Resultados y discusion

Nueva unidad experimental para
evaluacién de resistencia a salivazo en
invernadero (C. Cardona y G. Sotelo}). Como
se indico en el Informe Anual-1996, se
compararon varias posibilidades. Una
alternativa para el trabajo futuro puede
llamarse ensayo de "tubo sencillo”". Consta de
un tubo de PVC de 6 cm de ancho por 10 cm

de largo cubierto con una tapa con un orificio
de 2.5 cm a través del cual se coloca un solo
tallo de planta. La unidad también puede
utilizarse para promover el crecimiento
superficial de raices en las plantas al
invertirlas 15 a 20 dias antes de la infestacién
con huevos. Esta metodologia ha demostrada
ser exitosa para promover la proliferacién de
raices superficiales y en la provision de
humedad y las condiciones la sombra
adecuadas que son necesarias para el
desarrollo ninfal. En genotipos susceptibles,
la supervivencia ninfal puede ser tan alta como
100%, mientras que en genotipos resistentes,
la antibiosis se expresa plenamente. La
caracteristica favorable mas importante de la
nueva metodologia es que permite la medicién
del dafio ninfal con precisién, algo que era
virtualmente imposible con el ensayo de

macetas estandar anteriormente utilizado.

Efecto de la edad de la planta y el nivel
de infestacidén con salivazos adultos en la
expresion de resistencia (C. Cardona y G.
Sotelo). Debido a que la nueva técnica de
seleccion implica la evaluacién de plantas
individuales jévenes de Brachiaria, es
necesario estudiar el efecto de la edad de la
planta (15 vs. 30 dias) y el nivel de infestacion
{rango entre 0 y 12 adultos por planta) en la
expresion de resistencia. Se compararon un
genotipo susceptible (B. ruziziensis CIAT 0654)
y uno resistente (B. brizantha CIAT 6294). No
se encontraron diferencias significativa debido
a las edades de la planta. Se escogieron
plantas de 30 dias de edad, porque la
proliferacién de raices y el comportamiento de
la planta a esta edad fue mejor. La regresion
de niveles de infestaciéon de adultos y el
puntaje de dario visual para el genotipo
susceptible fue :

Y =1.05+0.348X (r = 0.879, P < 0.01).
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Figura 15. Relaciéon entre el nivel de infestacion con ninfas de salivazo y y el daiio causado en dos variedades CIAT de
Brachiaria. Se muestra también el nivel de antibiosis en B. brizantha CIAT 6294,

Esta ecuacion se utilizd para calcular el
nivel de infestacién necesario para obtener un
puntaje de dafo visual de 3, que es
discriminatorio entre susceptibilidad y
resistencia. El nivel éptimo de infestacién, por

tanto, se fij6 en 6 adultos por planta.

Efecto de la edad de la planta y el nivel
de infestacidn con ninfas de salivazo en la
expresio’ﬁ de resistencia (C. Cardonay G.
Sotelo). Para determinar los niveles 6ptimos
de infestacién con ninfas, se infestaron plantas
de 30 dias de edad del genotipo susceptible (B.
ruziziensis CIAT 0654) y del genotipo resistente
(B. brizantha CIAT 6294} con niveles crecientes
entre O y 15 ninfas por planta. Se registraron
puntajes de dafio y supervivencia ninfal. La
regresion de los niveles de infestacién con
ninfas y los puntajes de dano visual (Figura
15) para la variedad susceptible fue: ,

Y=1.824 +0.179x (r =0.984; P < 0.01),
lo que significa que para obtener un puntaje
de dano de 3.5 en una escala visual de 1 a 5,

cada planta tendria que ser infestada con 9.4
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ninfas. Por tanto, se eligié un nivel estandar
de 10 ninfas por planta. Las pruebas también
indicaron que la nueva metodologia de
seleccién permite una medicién precisa de
antibiosis en términos de porcentaje de

supervivencia de ninfas (Figura 15]).

El papel de la antixenosis en la resistencia
a salivazo (M. Cruz, C. Cardona, G. Sotelo).
El papel del mecanismos antixenotico o de no-
preferencia en la resistencia a salivazo se
estudié por primera vez en 1997. Para estudiar
la preferencia de alimentacién y ovoposiciéon de
adultos se utilizaron cuatro genotipos
seleccionados por niveles variables de
resistencia; para el efecto, se utilizaron niveles
de infestacién de 6 adultos por planta. Los
resultados (Cuadro 22) de tres pruebas
indicaron que el insecto no mostré una
marcada preferencia en la alimentaciéon en
cualquiera de las variedades probadas. Fue
interesante observar el nivel reducido de
oviposicién que ocurrié en la accesiéon B.
humidicola CIAT 0679. Esto sugiere que la
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Cuadro 22. Prueba de libre eleccidn para las preferencias de alimentacién y ovoposicion de Aeneolamia varia en

Brachiaria.

Genotipo Especie Registro de Siete adultos/ Huevos/planta
(no. CIAT) resistencia planta (no.) (no.)

CIAT 6294 B: brizantha Resistente 58a 1553 a

CIAT 6133 B. dictyoneura Intermedio 6.4 a 168.8 a

CIAT 0679 B. humidicola Intermedio 53a 108.6 b

CIAT 0606 B. decumbens Susceptible 6.3 a 135.7 a

*Promedios en una columna seguidos por letras iguales no difieren significativamente (P < 0.05), segiin la prueba de

Duncan.

antixenosis en la oviposicién puede
desemperfiar un papel en la resistencia de
ciertos genotipos, un aspecto que merece

atencioén en el futuro.

Confiabilidad del nuevo sistema en la
deteccidn de antibiosis y tolerancia como
mecanismos fundamentales de resistencia
a salivazo (C. Cardona, G. Soteloy J. W.
Miles). Una vez que se establecieron los
niveles de infestacion con adultos y ninfas, se
procedidé a realizar una prueba en gran escala
con la nueva metodologia para determinar la
viabilidad del sistema para la deteccién de
resistencia y para la caracterizacién adicional
de los mecanismos que son la base de
resistencia a salivazo. De acuerdo con los
resultados anteriores, se eligieron 40 genotipos
con niveles conocidos de resistencia. Se
incluyeron en ellos accesiones de germoplasma
e hibridos mejorados por resistencia a
salivazos y por su comportamiento
agronémico. En pruebas replicadas, en las
cuales la identidad de los materiales solo las
conocia el mejorador, se expusieron
simultaneamente dos conjuntos de los
genotipos al ataque de adultos o ninfas. Los
que sobrevivian la prueba con adultos se
expusieron luego al ataque ninfal, y los que
sobrevivian la prueba con ninfas se sometieron
a ataque de adultos. Los principales objetivos
del estudio eran identificar genotipos que
tuvieran resistencia a adultos (tolerancia), a

ninfas (antibiosis) o ambos, para ver la

relaciéon entre estos mecanismos y comprobar
hasta qué grado la nueva metodologia
permitiria discriminar con precision entre
diferentes niveles de resistencia y/o

susceptibilidad.

Algunos de los aspectos sobresalientes
de este estudio se pueden resumir de la
manera siguiente: (1) La correlacion entre
puntajes de dafio por adultos y por ninfas fue
de 0.248 (no significativo), lo que puede
explicarse en términos de independencia de
mecanismos de resistencia. (2) La correlacién
entre puntajes de dano por ninfa y porcentaje
de supervivencia de éstas (r = 0.567, P < 0.05)
puede ser sesgada por el predominio de
materiales susceptibles entre los genotipos
incluidos en el ensayo, sin embargo, es una
indicacién de la importancia de la antibiosis en
la reduccién de dano ninfal a la planta. 3) Se
encontré una correlaciéon negativa y
significativa (r = -0.774, P < 0.05) entre el darno
por ninfas y el porcentaje de éstas mal
desarrolladas; lo que podria ser ttil en
pruebas a gran escala en el futuro, ya que
sugiere que todos los materiales susceptibles
podrian descartarse con base en el puntaje de
dano ninfal. Ademas, los recuentos ninfales
para medir antibiosis se podrian realizar sélo
en aquellos materiales que muestran poco
dario, lo cual ahorraria considerable trabajo y
tiempo gastado en los recuentos ninfales. Mas
importante es el hecho que el sistema si

discrimina claramente entre genotipos




resistentes y susceptibles. Como se muestra
en la Figura 16, los materiales pueden ser
separados en cuatro categorias, entre ellas, los
resistentes que aparecen en el cuadrante
izquierdo inferior de la figura, muestran baja
supervivencia ninfal (antibiosis) y poco dario
debido a la alimentacién de los adultos
(tolerancia). Este es el caso del testigo
resistente B. brizantha cv. Marandud y un
hibrido nuevo (BR93NO/1371). Los genotipos
que poseen alguna tolerancia al dafio por
adultos y no tienen antibiosis ocupan el
cuadrante izquierdo superior de la figura. Los
materiales susceptibles ocupan los otros dos
cuadrantes. La baja supervivencia ninfal en
algunos de estos genotipos puede explicarse en
términos de su susceptibilidad extrema al
dafio por adultos, lo que afecta la planta hasta
el punto de no permitir el desarrollo ninfal,
debido al agotamiento del alimento. Cuando
se comparan el dano ninfal y el porcentaje de
supervivencia de ninfas (Figura 17),
nuevamente aquellos materiales que combinan

tolerancia y/o antibiosis como una respuesta

o, supervivencia de ninfas
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al ataque ninfal, aparecen en el cuadrante
inferior izquierdo de la figura. Las experiencias
a traves de los afios, sugieren que un enfoque
seguro para seleccionar por niveles altos de
resistencia a salivazo seria elegir aquellos
materiales que muestran puntajes de darfio de
2 o menos y valores de supervivencia ninfal de
40% o menos (Figura 17). Los puntajes de
resistencia obtenidos en el ensayo se
compararon con aquellos obtenidos en anos
anteriores utilizando el ensayo tradicional en

macetas (Cuadro 23).

Cuadro 23, Comparacion de 40 genotipos de
Brachiaria por resistencia a A. varia
utilizando dos metodologias de

seleccién.

Genotipos Resistencia2
Método Nuevo
tradicional método

BP-BRCUC1016-009 R I

BP-BRCUC1027-0110 R S

CIAT 6294 (cv. Marandu) R I

BR93NO/1371 R R

4 Hibridos I S

32 Hibridos S S

R=Resistente, I= Intermedio, S=Susceptible.

100 :
CIAT 0606(S) :
N&a @ ‘
H L@
80 ° . P © e . ® |
®® & ® ® j
'b‘@ ) a - :
® o ® ® ® “
e |
60 e ® ;
® P e !
]
. A
40
Marangi (R)
20 _
BR93NO/1371
Tolerancia + antibiosis
0 ‘ ‘
2 2.4 2.8 3.2 3.6 4 4.4 4.8

Daiio por adultos

Figura 16. Relaciéon entre nivel de dafioc por adultos y porcentaje de sobrevivencia de ninfas en 40 genotipos de

Brachiaria evaluados por resistencia a salivazo.
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% supervivencia de ninfas

100

_# CIAT 0606 (5)

@

s =)
8@ o @ eey
® ®®
® ®
@Q . ® 8
60 - . o s

40

Maranda (R)

0 l i i i i
6 04 08 12 1.6 2

24 28 32 3.6 4 44 4.8

Daiio por ninfas

Figura 17. Relacion entre el nivel de dafio {tolerancia) por adultos y porcentaje de sobrevivencia de ninfas (antibiosis)

en 40 genotipos de Brachiaria evaluados por resistencia a salivazo.

Todos los materiales susceptibles se
parearon. De aquellos calificados como
resistentes utilizando el método tradicional,
dos se catalogaron como intermedios y uno se
encontrd susceptible utilizando la nueva
metodologia. Esto sugiere que la técnica
nueva puede ser rigurosa en la discriminacién
de genotipos. Las ventajas de la nueva
metodologia se pueden resumir de la manera

siguiente:

1. Es mas rapida que la anterior (60 vs. 120
dias entre infestacién con ninfas y
obtencién del puntaje final de calificacién)
(Figura 18).

2. Ocupa 70% menos espacio y requiere entre
70% y 80% menos recursos.

3. Permite identificar antibiosis, tolerancia y
antibiosis + tolerancia en cualquier

genotipo.

4. Permite calificar por dafio de ninfas, lo cual
no es posible con el método tradicional.

5. El numero de genotipos evaluado por ano
puede incrementarse de 200 6 300 hasta

2000, sin problemas de contaminacion.

Efecto de la fertilizacidn y la técnica de
evaluacion en la expresién de la
resistencia (C, Cardona, G. Soteloy J. W.
Miles). En algunos casos, la aplicacién de
fertilizantes puede tener efecto en la expresién
de la resistencia a salivazo. Para refinar la
nueva técnica en desarrollo, se hicieron tres
experimentos con el fin de estudiar las
posibles interacciones entre genotipo,
fertilizacién y métodologia de evaluacién. En
genotipos susceptibles, la aplicacién de
fertilizantes tiene un efecto significativo en la

sobrevivencia de las ninfas (Cuadro 24).
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Lectura Daiio por
Sicmbyra Transplante Infestacién Sobrevivencia ninfas
j | I ! |
Tradicional Dias después
0 15 75 105 120 de siembra
Siembra Infeatacion Sobrevivencia & daiio .
; | ; Nuevo con ninfas
0 30 60
Siembra Infestacién Dafio
i | | Nuevo com adultos
0 30 45
Figura 18. Secuencia de eventos y tiempo (dias) necesarios para evaluar Brachiaria spp. por resistencia asalivazo,
utilizando dos metodologias
Esto puede explicarse en términos de su
susceptibilidad extrema al dafio ninfal, lo que Actividad 2.2.2. Desarrollo de un método

hace que la planta no sea apta para el
desarrollo de las las ninfas por faita de
alimento, y al aumento en la mortalidad de
aquellas debido a la competencia., Este efecto
fue méas pronunciado cuando no se agregaron
fertilizantes. No se encontré efecto
significativo en los genotipos resistentes. La
aplicacién de niveles moderados de N, Py K se
ha tomado como una practica estandar para
prevenir lecturas falsas de antibiosis en

genotipos susceptibles.

Cuadro 24, Efecto de la fertilizacién y la metodologia de evaluacién en la sobrevivencia de ninfas en tres
genotipos de Brachiaria en estudios por resistencia a Aeneolamia varia.

artificial de infestacién con salivazo
para evaluacién en campeo (C. Cardona, j
G. Sotelo y J. W, Miles)

Justificaciéon. Como se ha afirmado, la
evaluacién de resistencia a salivazo bajo
condiciones de campo ha sido imposible
debido a la ocurrencia focal e impredecible del

insecto.

Metodologia Genotipos de Brachiaria
de CIAT 0606 (S)» BR93 NO/1371 (R) CIAT 16531 (R)
Seleccion Con fert.  Sin fert.  Dif, Con fert.  Sin fert. Dif. Con fert.  Sin fert. Dif,

Sobrevivencia de ninfas (%)®
Tradicional  71.5 55.0 16.5* 11.5 2.5 9.0 ns 13/5 16/5 -3.0 ns !
Mejorada 60.0 31.0 29.0* 10.0 5.0 5.0 ns 8.0 10.0 -2.0 ns
Diferencia 11.5ns 24.0° 1.5 ns -2.5 ns 5.5 ns 6.5 ns ;

4 Puntajes de resistencia: (S)= Susceptible; (R)= Resistente
b Promedio de 10 repeticiones; P<5%, ns= No significativo
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Sin embargo, en 1997 se condujo con
resultados satisfactorios un trabajo intensivo
sobre el desarrollo de una técnica de
infestacién artificial para evaluaciones en el

campo.

Métodos. Para desarrollar una metodologia de
infestacién uniforme con salivazo en el campo,
se consideraron tres aspectos principales: (1)
la fuente de infestacién; (2) la planta
hospedante y la creacion de un microambiente
en su base que sea apropiada (proliferacion de
la raices, sombra y alta humedad) para el
desarrollo adecuado de ninfas; y {3) un
vehiculo para transferir miles de instares
iniciales en estado vivo a los materiales en
prueba. Todos estos aspectos se estudiaron en
1997 en el CIAT y en la estacién de CORPOICA
en Macagual (Caquetd).

Resultados y discusidén., No se han
encontrado problemas con la fuente de
infestacién. Las técnicas de crianza masiva
desarrolladas en anos anteriores en el CIAT
permiten producir todos los insectos
necesarios. Mediante ajustes simples y
reafinando los procedimientos, se ha
desarrollado la capacidad suficiente para
atender las necesidades futuras para
evaluaciones con infestaciones masivas en el
campo. Un aspecto sobresaliente de este
trabajo en 1997 fue el establecimiento de una
instalacién para crianza masiva del insecto en

el Caqueta.

Utilizando la técnica de ensayo y error se
encontré que, mediante la colocacién de
secciones de bambu alrededor de la base de la
planta es posible crear las condiciones
necesarias para el desarrollo completo de
ninfas de salivazo. El desarrollo de un
"vehiculo" para transferir las primeras ninfas
al campo ha sido mas dificil. Se evaluaron

como substrato para alimentar los instar

iniciales plantulas de arroz, sorgo, maiz y
trigo; encontrandose que las plantulas de maiz
pueden mantener niveles de infestacion de
hasta 100 ninfas por plantula (promedio =
87.8 ninfas). Cuando los diferentes
componentes se probaron bajo condiciones
simuladas en el campo, se encontré que las
ninfas facilmente se mueven de las plantulas
de maiz hacia las raices de Brachiariay
colonizan las plantas. Sin embargo, el
porcentaje promedio de supervivencia de las
ninfas al cuarto o quinto instar era de 36, lo
que no es suficiente para inducir sintomas en
las plantas en evaluacién. No es claro, en este
momento, si la baja tasa de supervivencia
ninfal después de su transferencia al campo se
debe a interferencia por hormigas y
organismos que podrian estar actuando como
depredadores de instares tempranos, o si hay
un problema nutricional que afecta la
capacidad de las ninfas para desarrollarse. La
presencia de ninfas mal desarrolladas en
recuentos finales, sugiere que este puede ser el
caso. Actualmente se tienen ensayos en
marcha para aclarar este aspecto critico.

Subproducto 2.3. Genotipos de
Brachiaria identificados y
reconfirmados como resistentes
a salivazo (J.W. Miles , C. Cardona
y G. Sotelo)

Aspecto sobresaliente

® Con la utilizacién de la nueva
metodologia de seleccidén fue posible identificar
genotipos de Brachiaria con resistencia

antibiética a salivazo.

Justificacion. El mejoramiento por
resistencia a salivazo es uno de los principales
objetivos de los esfuerzos de mejoramiento

dentro del Proyecto Gramineas y Leguminosas
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Tropicales del CIAT. La seccién de
Entomologia proporcioné apoyo continuo
mediante seleccién de materiales para

resistencia al insecto.

Méitodos. Utilizando las metodologias
esbozadas anteriormente, se evaluaron 77

hibridos mejorados y tres testigos.

Resultados y discusion. En términos de
supervivencia ninfal, el hibrido
FM9503/S015/010 resulté mas resistente que
B. brizantha cv. Marandu, utilizado como
control resistente estandar. Los hibridos
FM9503/S057/014, FM9503/S094/011 y
FM9503/S075/028 fueron intermedios para la
sobrevivencia de ninfas y resistentes en
términos de puntajes de dano ninfal. El resto

fueron susceptibles.

Subproducto 2.4. Control genético
y marcadores moleculares para
identificar resistencia a salivazo

y apomixis en Brachiaria
Aspecto sobresaliente

e Las nuevas metodologias de seleccién por
resistencia a salivazo en Brachiaria han

hecho posible los estudios genéticos.

Actividad 2.4.1. Estimaciones de
heredabilidad para resistencia a
salivazo (W.J. Miles, M.L. Escandén, C.
Cardona)

Justificacion. Los resultados obtenidos
(Miles et al., 1995) muestran un fuerte
componente genético en resistencia salivazo.
Se propone un estudio detallado para
cuantificar mas rigurosamente la
heredabilidad de resistencia en las poblaciones

de mejoramiento. La estimacién de
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componentes de variancia a partir de familias
de hermanos medios sera un enfoque
apropiado, debido a la poblacién mejorada

sexualmente disponible.

Resultados: En el momento no se tienen
avances en esta actividad. Las familias de
hermanos medios no estaran disponibles antes
de 1999,

Actividad 2.4.2. Locusz de apomixis
molecular (P, Rocha, J. Vargas, A.
Bernal, M. Escandoén, J. Miles y J. Tohme)

Justificacion. Un marcador molecular
fuertemente ligado a un gen solo y dominante
de reproduccién apomictica seria
extremadamente util para evaluar el modo
reproductivo en poblaciones segregantes
hibridas de Brachiaria.

Métodos. El fenotipo de los individuos
hibridos de progenies individuales es
determinado mediante el analisis de sacos
embrionarios. Se estd investigando con los
marcadores moleculares: (RFLP) que incluye
45 pruebas de cDNA en arroz, dos en maiz y
cuatro en avena; RAPD y AFLP asociados el

fenotipo apomictico.

Resultados. El analisis de conglomerado
revel6 una region del genoma de Brachiaria,
correspondiendo al cromosoma-1 en arroz,
relacionado con el gen de apomixis ligado a
RFLP, AFLF y a un marcador SCAR. El gen de
apomixis fue rodeado por dos marcadores
RFLP, RZ413 y RZ995, presentes en
cromosoma-1 de arroz. Ambos marcadores de
RFLP se encontraban a una distancia
aproximada de 5 cM (centiMorgam) del gen de
apomixis. Un tercer marcador, nuevamente
RFLP, del cromosoma-1 de arroz se encontro,

aproximadamente, a 10 cM a partir del gen
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B. brizantha
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Figura 19. Mapa preliminar de vinculos en la apomixis de Brachiaria

de apomixis. Otros dos marcadores, SN14 del
marcador SCAR y PdMg4 de AFLP, se
encontraron a 6 y 7 cM del gen de apomixis,
respectivamente. Un marcador AFLP
adicional, EeMf28, se encontré a 22 cM de
distancia del gen de apomixis. En la Figura 19
se muestra un mapa tentativo de la regién
cromosomica relevante en B, brizantha y en B.

decumbens.

Discusién. Los resultados hasta el presente
revelan la existencia de un vinculo entre
marcadores RFLP, AFLP y SCAR y el gen de la
apomixis correspondiente al cromosoma-1 de

arroz.

Subproducto 2.5. Papel de endo6fitos
en gramineas tropicales

reconocidas
Aspectos sobresalientes

e  Se mejoraron aun mas los protocolos de

deteccion de enddfitos dentro de los tejidos

de la planta y semillas utilizando varios

métodos de tincidn.

o En especies de Brachiaria se identificaron
nuevos endéfitos, que se asemejan a
aquellos reconocidos en gramineas de

zonas templadas.

e Se iniciaron nuevos métodos de
inoculacién para introducir estos endéfitos
en diversas especies y accesiones de

Brachiaria

s Se estan desarrollando antisueros
especificos para detecciéon rapida de

endéfitos en tejidos de gramineas.

e Se inicié un trabajo de tesis a nivel
graduado en biologia de un endéfito

aislado de Brachiaria arrecta.

» Dos estudiantes del Universidad del Tolima

completaron un trabajo de capacitacion
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intensivo de 2 meses de duracién en la
deteccién y en métodos de caracterizacién
de endofitos en el laboratorio de patologia
de forrajes del CIAT.

e Conjuntamente con la Universidad de
Rutgers se esta trabajando en el perfil de
alcaloides en hongo endéfitos aislados de
especies de Brachiaria. Se establecieron
contactos y se iniciaron investigaciones
colaborativas con laboratorios
especializados en Nueva Zelandia y
Estados Unidos.

Actividad 2.5.1. Inspeccidn de la presencia
de endobfitos en campos de Colombia (S.
Kelemu, A, C. Bolafios, C. E. Posso, M. X.

Rodriguez)

Justificacién. Es necesario hacer
inspecciones de campo en gramineas nativas y
cultivadas para documentar el grado de
distribucién de endofitos en condiciones
tropicales naturales. Estas inspecciones
proporcionan un grupo diverso de endoéfitos

para trabajos de investigacién en el futuro.

Metodos. Se recolectaron muestras de tejido
de plantas en varias partes de Colombia
(Quilichao, Popayan, Caquetd y Carimagua) y
en el invernadero del Programa de
Mejoramiento de Forraje en el CIAT-Palmira.
Estas muestras se estudiaron de inmediato en
el laboratorio utilizando protocolos de tincién
de tejidos para detecciéon de endéfitos, de lo
contrario, se almacenaron en solucién de
"Carnoy" (6:3:1 partes de alcohol
etilico:cloroformo:acido acético glacial de 85%)
durante 12 semanas o menos. Las muestras
con presencia de hongos endofitos se
colocaron en diversos medios de cultivo para
aislarlos en estado puro. También se
determiné la presencia de endoéfitos en

semillas obtenidas de los bancos de
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germoplasma forrajero mantenido en la

Unidad de Recursos Genéticos del CIAT, en el

Proyecto de Gramineas y Leguminosas

Tropicales y en campos en Carimagua y

Santander de Quilichao.

Resultados y discusién. Los materiales

examinados para presencia de endéfitos

aparecen en Cuadro 25.

Cuadro 25. Listado de las especies de

gramineas evaluadas para presencia

de endofitos y lugar de recoleccion.

Hospedante y
Accesion No. CIAT

Lugar de recolecciéona

. brizantha 6294
brizantha 6780
brnizantha 16827
brizantha 16338
brizantha 6297

., brizantha 16767
brizantha 16829
Jjubata 16203
Jjubata 16531
humidicola 6705
humidicola 6133
humidicola 675
ruziziensis 26156
decumbens 606
arrecta 16843
arrecta 16845
arrecta 16846
arrecta 6020
arrecta 16844
brizantha 16327
brizantha 16328
brizantha 16767
nigropedata 16902
. dictyoneura 16508
. dictyoneura 16509
. dura 26638
Andropogon bicornis
Panicum rudget
Lolium multiflorum
B. brizantha 26110
B, decumbens 606

pepeiieuRuleleRegvsuissgefis il g v

Seccién Semillas, PFT
Seccién Semillas, PFT
Seccion Semillas, PFT
Seccidén Semillas, PFT
URG, CIAT

URG, CIAT

URG, CIAT

URG, CIAT

URG, CIAT

Seccion Semillas, PFT
Seccion Semillas, PFT
URG, CIAT

Santander de Quilichao
Seccion Semillas, PFT
Santander de Quilichao
Santander de Quilichao
Santander de Quilichao
Santander de Quilichao
Santander de Quilichao
Carimagua

Carimagua

Santander de Quilichao
Santander de Quilichao
Santander de Quilichao
Santander de Quilichao
Santander de Quilichao
Carimagua

Carimagua

Comercial, Colombia
Carimagua

Carimagua

aLas semillas obtenidas de la URG fueron
recolectadas en Popayan, Quilichao y Carimagua.

Pocos materiales, entre otros: B.

brizantha CIAT 6780 y 6294, y B. arrecta CIAT
16845, mostraron la presencia de hongos
endéfitos tanto en hojas como en semilla. La
Figura 20 muestra una fotografia escaner en
microscopio electronico (EME) de un endéfito
en B. brizantha CIAT 6780. Esto indica que

los endofitos existen tanto en gramineas de
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zonas templadas como de zonas tropicales. El
trépico puede proporcionar cepas nuevas de
endo6fitos con beneficio para la agricultura,
pero aun falta mucha investigacién antes que

esto sea una realidad.

Figura 20. Hongo endé6fito de B, brizantha CIAT 6730

Actividad 2.5.2. Estudios histolégicos en

tejido foliar de gramineas (S. Kelemu, A.

C. Bolanos, C. E. Posso, M. X. Rodriguez)

Justificacion. Los estudios histolégicos dan
informacién sobre las interacciones
hospedante-parasito. Estos estudios pueden
ayudar a una mejor comprension de los
hongos endéfitos y su coexistencia con el

hospedante.

Métodos. Se procesaron muestras para
analisis en EME. Se evaluaron varios métodos
de tincién de tejidos para estudios
histolégicos. El método utilizado para

muestras de Brachiaria es el siguiente:

1. Pedazos pequefios de tejido de la planta se
colocan en solucion "Carnoy" por un

minimo de 24 h a temperatura ambiente.

2. Con el objeto de eliminar la clorofila, los
tejidos se transfieren a una solucion
acuosa de etil alcohol al 70% durante 24 h.

Este procedimiento se repite dos veces.

3. Los tejidos se cortan en pedazos pequenos

de 0.5 a 1.0 cm y se tifien con azul de
anilina (2:1 azul de anilina en alcohol
etilico acuoso a 70%: acido lactico de 85%).
El tiempo de tincién es de 18 h para
muestras de tejidos viejas, 8 h para tejidos
de plantas jévenes y 5 h si los tejidos

provienen de cultivo in vitro.

Los tejidos tenidos se limpian mediante su
transferencia en secuencia en las soluciones
siguientes:

e alcohol etilico al 100%, por 60 min

e alcohol etilico al 100%, por 60 min

e 1:3 alcohol salicilato:ethyl alcohol, por 60
min

1:1 alcohol salicilato:ethyl alcohol, por 60

@

min

3:1 alcohol salicilato:ethyl alcohol, por 60

)

min

Resultados. Los estudios de microscopia
electronica mostraron el crecimiento de los
hongos endofitos en tejidos de Brachiaria
(Figura 21).

Figura 21, Escaner de microscopio electronico de un
hongo endé6fito en la vaina de la hoja de
Brachiaria

Aunque la eficiencia de los métodos varia

de una especie a otra de Brachiaria, en
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general, funcionan bien. Tanto las conidias
como los micelios de crecimiento se observaron
en tejidos en tejidos de la graminea. El
diametro de las hifas fue variable (Figura 22).

Figura 22. Diametro variable de hifas de un honge
endo6fito en tejidos de Brachiaria

Actividad 2.5.3. Aislamiento e
identificacion de end6fitos en especies de
gramineas (S. Kelemu, A. C. Bolafios, C. E.
Posso, M. X. Rodriguez)

Justificacién. El aislamiento de cultivos
puros es esencial para el estudio e
identificacion de hongos endéfitos y
subsecuentemente para inocular plantas.
Debido a que los hongos endéfitos crecen
lentamente, es necesario disponer de técnicas
adecuadas que prevengan el crecimiento de
otros microorganismos. El aislamiento de
estos hongos en cultivos puros es esencial
para todos los estudios posteriores de las
interacciones hospedante-endéfitos y del papel
de estos ultimos en los estrés bidtico y

abiotico.

Métodos. Para aislar endéfitos en cultivo
puro, se procedi6 de la manera siguiente:
trozos de 5 mm de largo de vainas, lamina de
hojas y tallos por un tiempo variable,
dependiendo de la especie (p. €j., 10 min para
B. arrecta y entre 15 y 17 min para B.
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brizantha) se desinfectaron en hipoclorito de
sodio (3.25%} y en etanol (70%) por 1 min; a
continuacién se enjuagaron tres veces con
agua destilada removiendo el exceso de agua
por medio de papel de filtro estéril. Los
pedazos de tejido se colocaron en incubacién
durante 4 a 6 semanas a 28 °C en platos que
contenian seis medios diferentes: papa-agar-
dextrosa, glucosa-citrato-agar, almidén-leche-
agar, azucar-triptona-agar, extracto de
levadura-glucoa-agar y extracto de malta-

harina integral de maiz-agar.

Resultados. Entre los materiales evaluados
hasta ahora se han aislado endéfitos en B.
arrecta CIAT 16845, y B. brizantha CIAT 6780
y 26110. También se detectaron en tejidos y
semillas de B. brizantha CIAT 6294. Las
colonias presentaron un crecimiento lento y°
generalmente tardaron entre 4 y 6 semanas
para alcanzar una apariencia blanca y
algodonosa (Figura 23). Las conidios son
hialinos y unicelulados como se observa en la

Figura 24,

Figura 23, Cultivo de hongos enddéfitos aislados de
Brachiaria arrecta CIAT 16845 en medio
dextrosa-papa-agar, después de 27 dias de
incubacién a 28 °C,
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Figura 24. Conidia de un hongo endé6fito aislado de
Brachiaria arrecta CIAT 16845,

Discusion, Los hongos endéfitos se
distribuyen, probablemente, en gramineas de
zonas tropicales de una manera méas amplia de
lo que anteriormente se pensaba. Aun se debe
identificar si estos endoéfitos son similares o
muy diferentes de aquellos descritos en
gramineas de zonas templadas en relacién con
perfiles de alcaloides, protecciéon de plantas,

biologia y otras caracteristicas.

Actividad 2.5.4. Métodos de deteccion
(ELISA, PCR) de endéfitos (S, Kelemu, A.
C. Bolanios, C. E. Posso, M. X. Rodriguez)

Justificacién. Los métodos de deteccidn
actualmente es uso son lentos y dispendiosos.
Si se desarrollan métodos de detecciéon rapidos
y confiables, sera posible procesar un gran
numero de muestras para identificar endéfitos.
Es fundamental desarrollar técnicas efectivas
para estudiar in vitro y en la planta la
simbiosis gramineas-endéfitos. Los antisueros
del endoéfito pueden ser ttiles para estudiar las
relaciones taxonémicas entre endéfitos y para
la detecciones en tejidos de la planta. Los
meétodos de reaccién en cadena de polimerasa
(PCR, su sigla en inglés) pueden proporcionar
una manera rapida de deteccién si se disedan

marcadores especificos.

Métodos. Hasta la fecha no hay pruebas
especificas basadas en ADN que puedan
utilizarse para detectar endéfitos en gramineas
de zonas templadas o tropicales. Con el uso
de la prueba de ELISA es posible obtener

antisueros especificos para detectar estos

hongos. El laboratorio Bioworld de E.U. esta
de acuerdo en desarrollar antisueros

especificos para aislar endéfitos en Brachiaria.

Actividad 2.5.5. Desarrollo de métodos de
inoculacién (S. Kelemu, A. C. Bolarios, C.
E. Posso, M. X. Rodriguez)

Justificacién. Plantas del mismo genotipo,
sin endéfitos y uniformemente infectadas por
estos son esenciales para estudiar las
respuestas fisiolégica y morfolégica, y sus
efectos en el estrés bidtico y abiético de las
plantas. Aunque hay diversos métodos de
inoculacién para gramineas de zonas
templadas y sus endéfitos respectivos, no
existe un método de inoculacién para

Brachiaria

Métodos. En gramineas de zonas templadas,
el método de inoculacién mas ampliamente
utilizado involucra la aplicaciéon de micelios de
cultivos puros del hongo en la regién
meristematica, mediante una pequena incision
en plantulas jovenes. Otros métodos de
inoculacién incluyen el uso de cultivos de
tejido y embriones somaticos derivados del
cultivo de meristemas. La tasa de infeccién es
variable en todos estos métodos. Sin embargo,
no se sabe si alguno de ellos trabaja en
Brachiaria y sus endéfitos. Actualmente se
estan evaluando los métodos de inoculacién de
plantulas y algunas modificaciones de ellos
utilizados para introducir endéfitos en especies

de Brachiaria spp. libres del hongo.




Se tomaron semillas de B. brizantha cv.
Marandu, originarias de diversos lotes
(Popayan 1995, 1996; Carimagua 1989; Brazil
1985, 1988), las cuales una vez desinfectadas
se colocaron en agar-agua y en medio
Murashige & Skoog para obtener plantulas
jovenes para inoculacién. Con estas plantulas
a diferentes edades se hicieron tres
experimentos, utilizando protocolos

disponibles sobre inoculacién de plantulas.

Resultados y discusién. Se inocularon mas
de 350 plantas y mas del 50% de ellas se
tornaron amarillentas y murieron con el
tiempo. Un poco mas de 100 plantas
inoculadas se encuentran aun disponibles
para la evaluacién adicional del éxito del
método. Se observd que los protocolos
publicados sobre tratamiento de semillas para
generar plantulas de gramineas de zonas
templadas libres de endéfitos afectan
severamente la viabilidad de las semillas de B.
brizantha cv. Marandui. Actualmente se estan
haciendo experimentos utilizando fungicidas
sistémicos (propiconazole, benlate, folicur) que
se han utilizado con éxito para erradicar

endofitos en gramineas de zonas templadas.

Subproducto 2.6. Interacciones
entre hospedante y patégeno en

especies forrajeras clave

La antracnosis, causado por Colletotrichum
gloeosporioides {Penz.) Sacc., es una
enfermedad importante de Stylosanthes
guianensis con una distribucion a nivel
mundial. El hospedante, S. guianensis, es una
leguminosa forrajera tropical y subtropical de
gran potencial distribuida naturalmente en

América Central y del Sur.

Las pérdidas de la materia seca pueden

llegar a 100% y, en Colombia se han reportado
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pérdidas en la calidad nutritiva de la
leguminosa, como resultado del ataque de este
hongo. Colletotrichum gloeosporioides es una
especie heterogéneas y compleja consistente
en diversas poblaciones con especificidad por
el hospedante, y que tiene una extrema
variabilidad en patogenicidad de y morfologia .

La informacién sobre variabilidad
patégenica y genética entre aislamientos del
patégeno es un elemento clave en programas
de mejoramiento efectivos para resistencia a
antracnosis y desiminacién de la resistencia.
Uno de los factores limitativos en el estudio de
la variabilidad patégenica en poblaciones
sudamericanos del patogenos ha sido la falta
de hospedantes diferenciales apropiados.
Recientemente se describié un nuevo conjunto
de diferenciales para clasificar patotipos
{Kelemu et al,. 1996).

Aspectos sobresalientes

e Se identificaron genotipos de Stylosanthes
con resistencia a una variedad amplia de

aislamientos.

e Se detectaron diferencias en reacciéon de
hospedantes a Lasiodiplodia theobromae, el
agente causal de enfermedad "muerte
descendente” de Stylosanthes spp.

e Se desarrollaron métodos de inoculacién
para algunas enfermedades foliares de

Arachis.

Actividad 2.6.1. Evaluacién de poblaciones
de Stylosanthes por reacciones a
antracnosis (J. W. Miles, J. L. Badel y S.
Kelemu)

Justificacién. El dafo causado por

antracnosis es una limitante principal en la

persistencia y produccion de forraje de
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Stylosanthes. La resistencia de hospedantes
es el método mas barato y limpio de control de
enfermedades. La resistencia puede romperse
debido a variabilidad de los patégenos y la
evolucién de cepas nuevas con el transcurso
del tiempo. La identificacién de diversas
fuentes de resistencia, en areas donde la
diversidad de patégenos es grande, es una
manera ideal para obtener una resistencia
confiable. Los estudios en la seccién de
Patologia de Plantas del Proyecto Gramineas y
Leguminosas Tropicales revelan que la
poblacién de patogenos en el CI. Carimagua es
extremadamente diversa, indicando que esta
localidad es ideal para realizar las

evaluaciones para a resistencia a antracnosis.

Métodos. Para los estudios de evaluacién con
antracnosis se incluyeron diez accesiones
paternas de S. guianensis (FM-037, -028, -054,
-053, -056, -032 -052, -036, -089, mas una
que se perdié debido a falta de semilla) y
productos de recombinacién genética
incluyendo una forma de seleccion
(Avanmas/01-06). El rango comprendio
plantas desde el inicio hasta fases avanzadas
de maduraciéon (Cuadro 26). También se
incluyeron los derivados de hibridos S.
guianensis CIAT 11833 y 11844.

Las diez accesiones paternas se
seleccionaron por su comportamiento en el
campo de Carimagua durante 1979. Se
realizaron todos los 45 cruzamientos
biparental posibles y se sembraron los
individuos F1 resultantes. Las dos lineas
mejoradas fueron el resultado de una seleccion
simple de plantas en las generaciones F2 y F3.
La linea F4 seleccionada se tiene como reserva
disponible . Una parte de la semilla F2 fue
sembrada en Carimagua al principio de la
estacién lluviosa (finales de abril e inicio de
mayo) de 1983 y, entre finales septiembre de

ese afo y principio de marzo del ano siguiente,

se cosecharon en forma masiva semillas en
subparcelas en 12 fechas diferentes, para

formar un numero igual de subpoblaciones.

Cuadro 26, Rangos promedios de antracnosis en
genotipos de Stylosanthes
guianensis, en campos del CI-

Carimagua.
Hospedante Rango* | Hospedante Rango
FM-023 0.0 FM-104 2.0
FM-037 7.9 FM-103 7.0
FM-028 0.0 CIAT 11833 0.0
FM-054 3.6 CIAT 11844 0.0
FM-053 8.7 AVANMAS/01 4.1
FM-056 0.0 AVANMAS/02 6.2
FM-032 0.0 AVANMAS/03 5.3
FM-052 5.5 AVANMAS/04 0.0
FM-036 0.0 AVANMAS/05 0.0
FM-089 0.0 AVANMAS/06 7.9

2 Reaccion a la enfermedad basada en el rango de
calificacién visual de necrosis, mediante la escala de
Horsfall-Barratt: 0=0%; 9=95-100%

Estas poblaciones se han mantenido
durante afios sucesivos mediante siembra y
cosecha a granel en la fecha correspondiente a
cada subpoblacién. Con el transcurso de los
anos se perdieron seis poblaciones debido a
sus rendimientos de semilla extremadamente
bajos, asi que sélo las tres primeras y las tres
ultimas poblaciones han sobrevivido. Los tres
testigos fueron seleccionados por
susceptibilidad reconocida (FM-104 y FM-103)
o por resistencia (FM-23) a antracnosis. Los
puntajes de enfermedad se aplicaron tal como

lo propusieron Kelemu et al. (1996).

Resultados y discusion. En el Cuadro 26 se
muestran los promedios de los puntajes de
enfermedad de cada genotipo. Los hibridos
mejorados S. guianensis CIAT 11833 y 11844
no mostraron sintomas de antracnosis. Las
poblaciones Avanmas/04 y 05 se comportaron
como el progenitor mas resistente utilizado en

el cruzamiento, mientras que las otras

n
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poblaciones, en general, se comportaron mejor

que el progenitor mas susceptible.

Esta es una indicacién que los métodos
de seleccioén, tanto por familia como
recurrente, son adecuados para mejoramiento
por resistencia a antracnosis en Stylosanthes.
Seria interesante saber si otros rasgos
agrondmicos también se mejoraron en estos

materiales.

Actividad 2.6.2. Diversidad espacial en
resistencia de Stylosanthes a
antracnosis (J. Badel, M. J. Charchar
(EMBRAPA/CPAC), J. W. Miles y S.
Kelemu)

Justificacion. Debido a las diferencias en
composicién de las poblaciones de patégenos
en diferentes localidades, la resistencia
desarrollada en una localidad no
necesariamente es de naturaleza global. En
este estudio, se probaron bajo condiciones de
campo en tres localidades algunos materiales

avanzados de S. guianensis.

Métodos. En Carimagua y Caqueta (Colombia)
v Planaltina (Brasil) se evaluaron por
resistencia a antracnosis materiales
desarrollados y proporcionados por la seccién
de Mejoramiento. Las evaluaciones se hicieron

segun la metodologia descrita anteriormente.

Resultados y discusidén. Todos los materiales
fueron desarrollados y seleccionados en
Carimagua. En el Cuadro 27 se muestra la
reaccion de genotipos de S. guianensi a
antracnosis. El puntaje mas alto de la
enfermedad para la mayoria de los genotipos
probados se observo en el Centro de Pesquisa
Agropecuaria (CPAC/EMBRAPA) en Planaltina,
Brasil. La intensidad de la enfermedad fue
menor en el Caquetd. Las parcelas del campo

en CPAC continuaran bajo evaluaciones por
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varios afios mas. Es posible que en este sitio
exista una alta acumulacién de inéculos, gran
diversidad de patégenos y condiciones
ambientales éptimas para una alta incidencia
de antracnosis. Por otra parte, las parcelas en
el Caqueta fueron recientemente sembradas
con Stylosanthes. En general, con pocas
excepciones, las reacciones de las plantas en

Carimagua y Planaltina son similares.

Cuadro 27, Reaceion® de genotipos de Stylosanthies a la
antracnosis en tres localidades de Colombia.

Hospedante Localidad
(M) Carimagua  Caqueta Planaltina
10E 0.0 0.0 ND°
12E 8.5 3.0 4.8
13D 0.0 0.0 ND
2E 0.0 0.0 6.7
42G 3.8 4.5 5.8
4E L3 2.3 4.3
6E 0.0 0.0 4.9
7D 2.5 2.5 5.1
8E 2.4 0.0 ND
9205 Parcela | 5.4 5.3 6.5
9205 Parcela 2 6.2 6.0 5.8
9205 Parcela 3 6.0 5.0 6.4
9205 Parcela 5 4.6 1.0 43
9205 Parcela 6 3.0 1.0 4.6
9D 0.0 0.0 6.7

2 Rango de la enfermedad basado en la calificacién visual
de necrosis, O=ausencia, 9=95-100%
b No determinado

Actividad 2.6.3. Anilisis molecular de
diversidad de patégenos de antracnosis
(C. X. Moreno, M. X. Rodriguez y S.
Kelemu)

Justificaciéon. Se ha encontrado que la
amplificacién aleatoria del polimorfismo del
ADN (RAPD, su sigla en inglés) utilizando la
reaccion en cadena de polimerasa (PCR, su
sigla en inglés) tiene diversas aplicaciones,
tales como la deteccion de patdgenos,
diferenciacién de razas o especies, o
poblaciones genéticas. La técnica utiliza
"primers” de oligonucleotidos cortos para
amplificar fragmentos de ADN a partir de
cantidades pequerias de él mediante la
reaccion en cadena polimerasa, produciendo

"fingerprints" de ADN. En la seccion de
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Patologia de Plantas se utiliza este método
para evaluar el grado de diversidad genética
entre aislamientos de C. gloeosporioides en
Ameérica del sur. Los polimorfismos de
longitud fragmentada detectan variaciones en
secuencias de ADN entre secciones homélogas
de cromosomas. Se han reportado varios
estudios de hongos patogénicos sobre
marcadores RFLPs en ADN del ntcleo. Un
proyecto colaborativo con la Universidad de
Queensland, Australia, dio lugar al aislamiento
de un elemento repetitivo, denominado CgT1
(Colletotrichum gloeosporioides "transposon-1"),
el cual se dispersa en el genoma del hongo y
presente cerca de 30 copias. El CgT1 probé
detectar polimorfismo en aislamientos que
causan antracnosis del hongo especifico en S.
guianensis. En este estudio, se utilizé CgT1
DNA probado para analizar la complejidad de
la poblacién de patégenos principalmente en
mérica del Sur. Los objetivos de este estudio

fueron:

e Determinar la variabilidad en patogenicidad
de aislamientos sudamericanos de C.

gloeosporioides.

e Medir la cantidad de diversidad genética
mediante la reaccién en cadena de
polimerasa (PCR) de ADN, y el analisis de
RFLP.

e Evaluar las correlaciones posibles entre la
diversidad genética, medida por
polimorfismo amplificado (RAPD) o por
RFLP, y raza definida por el patrén de
patogenicidad en diferentes genotipos del
hospedante. Se han presentado algunos
datos relacionados con este trabajo (Kelemu
et al. 1995, 1996,1997).

Métodos. Todos los aislamientos de C.
gloeosporiodes utilizados en este estudio se

recolectaron durante el periodo 1980-1994 en

diversas regiones de América del Sur, a partir
de plantas infestadas. Los cultivos
monoconidial de cada aislamiento se
obtuvieron de acuerdo con el método
anteriormente descrito (Kelemu et al., 1996).
La incubacién de cultivo se hizo a 28 °C. Para
aislar ADN, los cultivos flingicos crecieron en
medio liquido V-8 fresco durante 3 dias a 28
°C, agitando a 200 rpm. El DNA del genoma
(3 a 5 pg) de cada aislamiento se digerié con
EcoRI a 37 °C como lo recomienda el
fabricante de la enzima (Gibco BRL). Los
fragmentos de ADN fueron separados mediante
electroforesis en agarosa (0.8%) en bufer de 1 x
TBE a 33 V por 48 h y secados sobre Hybond
N+ (Amersham) por transferencia alcaliné. La
deteccion de bandas hibridadas y la prueba de
marcadores de pCHB1 que contiene un
elemento repetitivo, se hicieron utilizando el
sistema ECL para la deteccién directa de acido
nucléico (Amersham), tal como lo recomienda

el fabricante.

Para la ampliacién del trabajo con PCR se
utilizaron nueve "primers” de base 10 de
oligonucleotidos. Los "primers" fueron:
5'-TGCCGAGCTG-3', 5'-AGTCAGCCAC-3,
S5'-GTCGGAGTGG-3', 5'-ACGGCACGCA-3',
5'-AGGGTCGGTC-3', 5'-AGGTCGGCGT-3,
5'-TCGCAGCGAG-3', 5'-GTGAGGCGTC-3', y
5'-GTCGCCGTCA-3'. Los productos de
amplificacién se resolvieron en electroforesis
en un gel de agarosa (Bio-RAD) al 1.2%, se
marcaron con bromuro ethidium y se
fotografiaron bajo luces ultravioletas. La
comparacion de cada perfil de banda para
cada "primer” se realizé segun la presencia o
ausencia (1, 0} de productos de RAPD del
mismo tamano. Las bandas del mismo
tamano se registraron como idénticas. Para
evaluar el nimero probable de genotipos
ligados presentes se hizo un analisis de la
variacién genética sobre el conjunto de datos

totales presente. Primero, se calcularon los




coeficientes de disimilitud (coeficiente 1 de
Jaccard) para todas las combinaciones de
aislamientos, utilizando la programacién lineal
descrita en PROC IML. Para los datos de
distancia se hizo un andlisis de
correspondencias multiples (MCA). Se realizé,
también, un analisis de conglomerados
utilizando el programa PROC -Cluster con
varios métodos de la agrupacién y parametros.
Se graficaron: las estadisticas de la
agrupacioén, los criterios de agrupacién ctbica
(CAC), y pseudo F y pseudo t?. El consenso de
las tres estadisticas (maxima local de CAC y
pseudo F, concomitantes con un minimo local
de pseudo t? [SAS, 1989+#11] pagina 98]) se
utilizé6 como indicacién del nimero de
conglomerados modal presente en el conjunto
de datos. El consenso de los diversos
meétodos de agrupacién en el namero de
presente de conglomerados fue aceptado como
una indicacién del nimero de linajes genéticos
diferenciados representados en el conjunto de
datos. Para la representacion visual de las
asociaciones se construy6 un grafico
tridimensional de las primeras tres
dimensiones del analisis de MCA, utilizando la
plataforma de rotacién del software JMP (SAS,
1994) (Figura 25).

!

&

O

Figura 25. Aislamientos de C. gloeosporioides
agrupados por su origen geografico.
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El paso siguiente, para probar la
reproductividad estadistica de las asociaciones
encontradas, se realizé mediante la
combinacién del analisis de conglomerados
con la técnica "boots trapping”, consistente en
la construccién de 130 x 80 conjuntos de
datos mediante muestreo al azar, con
reemplazo del conjunto de datos originales;
seguido del analisis de conglomerado
utilizando el método de TWOSTAGE con K = 4
en los datos del nuevo conjunto. Se tabularon
las asignaciones del conglomerado de cada
aislamiento y el proceso se repitié 1000 veces.
Los aislamientos que se colocaron en el mismo
conglomerado en mas de 90% de las 1000
veces, se muestrearon de nuevo y se les hizo

un analisis iterativo de conglomerados para

representar un linaje genético distintivo. El
numero total de linajes representado se estimé
a partir del nimero de grupos Unicos formados |
por este criterio del 90%. Este criterio supone
que los fragmentos de RAPD considerados
como del mismo tamario tienen un solo origen ]
histérico y que el método de agrupamiento ‘
utilizado es suficiente para detectar linajes ‘;

Gnicos.

Resultados. La cantidad de diversidad |
genética en aislamientos de C. gloeosporioides
originados de los genotipos de S. guianensis se ‘,
midié a nivel molecular mediante la reacciéon |
en cadena de polimerasa de amplificaciones de

ADN, utilizando "primers" de base-10y J
marcadores RFLP con una secuencia de ADN
"retrotransposon’. En general, los
aislamientos se agruparon juntos por su ;
origen geografico (Figura 25), probablemente
indicando un solo evento de introducciéon. En
conglomerados donde los aislamientos de |
varias regiones se agruparon, la mayoria de

ellos tenia origen en un genotipo hospedante

idéntico. La poblacién de patégenos del

muestreo en Carimagua, un ecosistema de

sabana donde la leguminosa se ha mejorado y




Infome Annual 1997

seleccionado durante un largo tiempo, fue
altamente diverso, con muy pocos aislamientos
relacionados por similitud en mas 40% de los
perfiles del fragmento de RAPD. EIl analisis
"Southern" de los aislamientos revelé una
variacién bastante conservadora. Se encontrd
un total de 23 fragmentos de hibridacién,
resultando 41 morfotipos entre 130
aislamientos. De los aislamientos probados,
63 comprendieron 13 linajes distintivos con un
criterio de 90%. Se asignaron cuatro
aislamientos a dos linajes, lo que implicaba la
existencia de divergencia entre ellos. Un linaje
se definié como un grupo de aislamientos
asignados al mismo conglomerado en 90% o
mas del muestreo iterativo. Ninguno de los
aislamientos restantes fue agrupado con otro
aislamiento en mas de este porcentaje, lo que
sugiere que los aislamientos eran Unicos o
intermedios entre conglomerados en perfiles de
fragmento RAPD y podrian haber sido parte de
mas de un conglomerado con mas o menos
igual probabilidad. De estos resultados se
concluye que aislamientos de C.
gloeosporioides recolectados en areas
geograficas préximas son muy similares, lo
que indica, probablemente, un solo suceso de

introduccién. Por otra parte, algunos

conglomerados de aislamientos constan de
recolecciones de areas geograficas diversas y/o
diferentes fechas de recoleccidn, indicando que
los perfiles de fragmento de RAPD utilizados
(Figura 26) fueron capaces de revelar genotipos
que han llegado a ser ampliamente dispersos,
y/o persistentes en la naturaleza durante
periodos prolongados de tiempo. En el
Cl.Carimagua existe una coleccién
sorprendente de aislamientos diversos.
Estando los méas similares relacionados con
una distancia genética de 0.34. Otros pares de
aislamientos de C. gloeosporioides difirieron
por distancias genéticas de 0.47 a 0.94, con
un promedio total de 0.77. De los aislamientos
recolectados de la misma accesién de
hospedante, cinco de ellos, provenientes de S.
guianensis CIAT 184, fueron genéticamente
diferenciados con una distancia genética
minima de 0.47 y un maximo de 0.94; siendo
el promedio de 0.73. Por lo tanto, no parece
que exista influencia del genotipo del
hospedante en la constitucién genética de
aquellos cinco aislamientos. Es dificil juzgar
cuantos linajes genéticos diferenciados se
representaron en la coleccion de 36

aislamientos de Carimagua.

Figura 26. Perfiles de fragmentos RAPD de algunos aislamientos representativos de C. gloeosporioides
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Parece improbable que haya existido
diversificacién genética en el grado observado
de una sola introducciéon del hongo; es mas
probable que muchos genotipos tnicos de C.

gloeosporioides son endémicos en el drea.

En resumen, la situacién genética de
poblaciones de C. gloeosporioides capaces de
causar antracnosis en S. guianensis parece
indicar que muchos sitios son invadidos por
poblaciones endémicas bastante homogéneas
que han experimentado diversificaciéon a algiin
nivel, generalmente manifestado como menor
que la diferencia de 30% en perfiles de
fragmento de RAPD. Hay también un ntimero
apreciable, cerca de 20% de la poblaciéon, que
son muy diferentes del grueso de ella, lo que
sugiere la ocurrencia de introducciones
multiples en un sitio. Esta clase de patrén fue
evidente en Campo Grande (Brasil), y
Quilichao y el Caqueta (Colombia).

En el caso de Carimagua, el muestreo de
la poblacién fue altamente diverso, con
escasos aislamientos relacionados por
similitud en mas de 40% en perfiles de
fragmento de RAPD. Esto puede ser debido a

que en este sitio S. guianensis ha sido
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cultivado por tiempo mas largo que en los
demas sitios, lo cual permite una mayor
diversificacién del patdégeno. También es
probable que en esta area ocurrieron
numerosas introducciones de C.
gloeosporioides. Los resultados de los andlisis
de RFLP de los aislamientos con una prueba
pCHBI1 revelaron variaciones conservadoras.
Se encontraron en total 23 fragmentos de
hibridacién, resultando 41 morfotipos entre los
aislamientos. Veintitrés de los 130 islamientos
no tenian fragmentos que se hibridaban en la
prueba (Figura 27), indicando una falta del
elemento repetitivo. De estos 23 aislamientos,
seis provenian de una diversidad de
localidades y 17 se aislaron en una colecciéon
en Carimagua que de 14 afios, entre 1980y
1994, Este resultado indicé que una
poblacién del hongo que carecid del elemento
repetitivo persistié en el area durante varios
afios. Cinco de estos aislamientos se
recolectaron el 16 de junio de 1994. Sin
embargo, otros seis aislamientos de Carimagua
recolectados en ese mismo dia, todos
portadores del elemento pCHB1, hibridaron a

patrones idénticos que constaban de 19 de los

23 fragmentos.

Figura 27. Prueba de analisis de hibridacién de aislamientos de Colletotrichum gloesporoides, utilizando pCHB1
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Esta es una evidencia clara de una segunda
introduccién del hongo en el area de
Carimagua. Los analisis de RFLP, confirman
nuevamente que Carimagua parece constar de

una variedad amplia de morfotipos (14).

Discusién. En este trabajo se estudiaron
patotipos y polimorfismos RFLP y PCR para
evaluar las relaciones y la diversidad genética
en un intento por comprender la poblacién
suramericana de C. gloeosporioides. Se ha
demostrado que los aislamientos de este hongo
originarios de Ameérica del Sur y que infectan
S. guianensis poseen una variedad amplia de
diversidad genética. La variacién patégena
basada en diferenciales del hongo revelaron
una variedad amplia de patotipos existente
entre los aislamientos probados. Se
detectaron nuevos patrones de virulencia entre
estos aislamientos. Los resultados de este
estudio muestran que la poblacién de C.
gloeosporioides en la region es altamente
heterogéneo. Esto confirma, atin mas, las
observaciones anteriores en el sentido que
Ameérica del Sur contiene una poblacién
diversa de C. gloeosporioides (Kelemu et. al.
1995, 1996, 1997). Se observd una
correspondencia general entre los grupos del

aislamiento y su origen geografico.

Actividad 2.6.4. Anilisis bioquimico del
patégeno que produce la antracnosis
(M. S. Sanchez, M. X. Rodriguez y S.

Kelemu)

Justificacién. Las enzimas que destruyen la
pared celular degradando los componentes no
celulésicos de la planta desempefian un papel
importante en las enfermedades causadas por
bacterias y hongos necrotroficos. Las enzimas
producidas, principalmente, por patégenos en
dicotiledéneas son poligalacturonasas, liasas
de pectato y liasas de pectina que degradan las

paredes de las células y matan los

protoplastos. Las enzimas pectoliticas
contribuyen a la penetracién micética y a los
estados iniciales de infeccién de la planta. Las
enzimas pecto-degradantes producidas por
varios patégenos maceran el tejido de la
planta, causando pérdida de electrélitos y la
muerte de las células. Aunque en especies del
género Colletotrichum se han identificado
enzimas que degradan la pared celular, no se
ha reportado la produccién de liasas de
pectato en C. gloeosporioides infectando
Stylosanthes spp., lo que puede contribuir a

una mayor patogénesis y virulencia.

Métodos. Para producir plantas en
condiciones estériles, las semillas de
Stylosanthes se esterilizaron, primero,
suspendiéndolas en etanol al 70% con
agitacién leve por 7 min. A continuacién, se
transfirieron a una solucién de 30% de clorox
y 0.025% de Triton X-100 agitando por 15
min. Por ultimo, se lavaron tres veces con
agua destilada estéril y se transfirieron a
papeles de filtro estériles para eliminar el
exceso de agua. Entre cincoy 10 de estas
semillas se sembraron en vasos de magenta
que contenian 50 ml de medio de MS. Los
vasos se incubaron en un fitotron a 24 °C con
un fotoperiodo 12 h e iluminacién
fluorescente. Las plantas se inocularon con
suspensiones conidiales del hongo como se

menciond antes (Kelemu et al., 1996).

Se obtuvieron muestras de enzima de
tejidos de plantas infectadas de Stylosanthes.
Estas muestras se recolectaron en tubos
estériles con un volumen aproximadamente
igual de agua estéril, se trituraron utilizando
morteros de vidrio estériles y se centrifugaron
a 13.000 x g. Para las extracciones de liquidos
de cultivo, se removieron partes flungicas de C.
gloeosporioides (de 12 dias de edad, incubado
a 28 °C y removido con agitaciéon a 200 rpm)

del cultivo en jugos V-8 mediante
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centrifugacién de liquidos a 5000 x g por 10
min. Los fragmentos fangicos residuales
fueron removidos mediante el paso del
sobrenadante a través de membranas de
acetato de celulosa con poro de 0.22 mm. En
todas las preparaciones de la enzima se
eliminaron los solutos de bajo peso molecular
y se concentraron varias veces (por lo menos
10) por ultrafiltracién con tubos 'Centricon’' de
membrana-10 (10.000-molecular-cutoff). Para
los ensayos con enzimas, la actividad
enzimatica fue monitoreada por ensayos Azsz
de espectrofotometria. Los perfiles de
isoenzima fueron determinados por geles
isoeléctricos en actividad de poliacrilamida
ultradelgada y capa manchada con pectato-

agarosa de 0.4 mm.

Resultados. Se exploré la produccion de
enzimas pectoliticas por C. gloeosporioides en
medio liquido. Todos los cultivos se
cosecharon después de 8 dias de incubacioén.
Los experimentos preliminares han revelado
que en las condiciones de cultivo utilizadas, la
actividad enzimatica méas alta se encontro 8
dias después de inoculacién. Los extractos de
tejidos de Stylosanthes artificialmente
infectados mostraron mayor nivel de actividad
que extractos de fluidos de cultivo. Utilizando
un bufer para la actividad de pectato de liasa
(Pel) {Tris-HCl a pH 8.5) se revelaron varios
rangos de isoenzimas Pel desde acido a
alcalino pls. Muchos de los aislamientos
utilizados produjeron, con pocas excepciones,

patrones idénticos (Figura 28).

Los extractos de tejidos de la planta sana
(control) no mostraron isoenzimas. Las
preparaciones de la enzima tenian casi cuatro
veces menos actividad en pectina metil-
esterificada al 93% que en acido
poligalaturonico. No se observaron mayores

diferencias en el nivel de actividad, tanto en
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pectinas metil-esterificadas del 31% como del
68%. ‘

Figura 28, Perfil de la isoenzima petato liasa en
Colletotrichum gloesporoides infectando
Stylosanthes sp.

Cuando las preparaciones estériles de enzima
extraidas de tejidos infectados se infiltraron en
hojas sanas de plantas de Stylosanthes, las
lesiones tipo quemazodn oscuro aparecieron en

los primeros 3 dias siguientes.

Discusién. Los "Pels’ han mostrado tener un
papel en la virulencia de bacterias que
producen putrefaccion, como Erwinia spp. En
la patogénesis de esta bacteria se ha
demostrado que ciertas isoenzimas son mas
importantes para el desarrollo de
enfermedades que otras. Es posible que
alguna o todas las isoenzimas que se
detectaron en C. gloeosporioides sean
esenciales para la virulencia del patogeno.
Todos los aislamientos patogenos que se han
examinado hasta la fecha produjeron
isoenzimas de pel. Sin embargo, el papel de
estas isoenzimas en virulencia puede ser
evaluado con precisiéon mediante la creacién de
mutaciones identificadas en los genes "pel”

correspondientes.
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Actividad 2.6.5. Ocurrencia de
enfermedades en Arachis forrajero (M.
X. Rodriguez y S. Kelemu)

Justificacién. Se hicieron algunas
observaciones de enfermedades en Arachis
para evaluar la severidad de algunas de ellas.
Los resultados de estas observaciones se
utilizan para priorizar las necesidades de
investigacion en enfermedades de esta

leguminosa.

Métodos. Las observaciones se hicieron en
parcelas de Arachis localizadas en Popayan,
Carimagua, Palmira y Caqueta. Las muestras
se recolectaron de varias accesiones en estas
localidades y se procesaron en laboratorio

utilizando protocolos estandar de aislamiento.

Resultados. La enfermedad mas prevalente
de Arachis en 1997 fue antracnosis causada
por C. gloeosporioides. Aunque ocurrieron
otras enfermedades foliares, su incidencia fue
muy baja y no ocasionaron dafio severo en las

accesiones en estudio.

Actividad 2.6.6. Desarrollo de métodos de
inoculacidén para enfermedades de
ocurrencia comiin en Arachis (M. X.

Rodriguez y S. Kelemu)

Justificacidon. Anteriormente se informé
sobre el desarrollo de un método exitoso de
inoculacién para aniublo foliar en Arachis
causado por Rhizoctonia solani. En el pasado,
se intentaron varios métodos de inoculacién
—incluyendo el método utilizado para
aislamientos de C. gloeosporioides en

Stylosanthes spp.

Debido a que para la identificacién de
fuentes de resistencia son necesarios métodos
confiables de inoculacién artificial, se

continua con el trabajo tendiente al desarrollo

de métodos de inoculacién para el patdgeno de

la antracnosis en Arachis.

Métodos. Se recolectaron hojas maduradas y
sanas de Arachis, que se esterilizaron con
NaOCl (1%) por 2 min, seguido por etanol
{70%) por 1 min y enjuagues tres veces en
agua estéril. Se colocaron tres hojas
trifoliadas de cada accesién en macetas con
arena estéril mas solucién nutritiva de
Hoagland que contenia N, P, K, Ca, Mg, Fe y

microelementos.

Cada accesidn se replicé tres veces. Las
macetas se transfirieron a un fitotrén con un
fotoperiodo de 12 h, a 25 °C y una humedad
relativa de 90% por 24 h. Después de este
periodo, las hojas se inocularon con
suspension conidial (2 x 106 conidias/ml de
agua destilada estéril). Las macetas se
cubrieron con una plastico transparente
colocado en la parte posterior del fitotrén.
Este método de inoculacion fue adaptado de
un método desarrollado para otras

enfermedades foliares de plantas de mani.

Resultados y discusion. Las evaluaciones de
las reacciones a la enfermedad se hicieron 2
semanas después de las inoculaciones. Los
sintomas aparecieron, generalmente, en la
forma de manchas foliares pardas a negras.
En algunos casos, aparecieron manchas de
colores claros en el centro y rodeadas de

manchas pardas.

El método permiti6 el procesamiento de un
numero alto de materiales en un area
relativamente pequenia. Las reacciones de la
enfermedad fueron reproducibles para las
interacciones de cada uno de los aislamientos
del genotipo hospedante. Este método,
probablemente, es util para otras
enfermedades foliares de Arachis.
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Actividad 2.6.7. Seleccion de aceesiones de
Arachis por reaccién a ciertos patégenos (F.
Murtioz, M. X. Rodriguez y S. Kelemu)

Justificacién., Aunque no se han reportado
enfermedades de proporciéon epidémica en
Arachis forrajero, la antracnosis causada por
C. gloeosporioides se estd convirtiendo en un
problema predominante en parcelas en el
campo en Carimagua, Caqueta y Popayan. En
estudios anteriores, se ha indicado que los
aislamientos del patégeno en Arachis eran
virulentos en Stylosanthes spp. y viceversa. La
antracnosis es la enfermedad méas importante
en Stylosanthes. La complejidad y gran
diversidad mostrada en los estudios de la
antracnosis en Stylosanthes indican que el
patégeno es un candidato potencial para
causar una epidemia en Arachis. En este
estudio, se evaluaron las reacciones de pocas
accesiones de Arachis a aislamientos de C.

gloeosporioides.

Métodos. Se utilizaron 183 aislamientos de C.
gloeosporioides recolectados de varias
accesiones de Arachis infectadas naturalmente
para inocular cinco accesiones cultivadas de
esta leguminosa (A. pintoi CIAT 17434, 18744,
18748, 22160 y la accesion original de la cual
provind el aislamiento). Las plantas se
inocularon utilizando el método descrito para
Arachis. Los aislamientos y el mantenimiento
de los cultivos se hicieron siguiendo la
metodologia utilizada en las interacciones

Stylosanthes-C. gloeosporioides.

Resultados y discusién. De los 183
aislamientos utilizados, 74 produjeron
sintomas de antracnosis en algunas o en todas
las accesiones probadas (ver sintomas en
Figura 29). Las reacciones de las accesiones
probadas con 25 de los 14 aislamientos
patégenos aparecen en el cuadro 28. Es

importante notar que las reaccion diferencial
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se expresa en las interacciones de la accesién
con el aislamiento. Por tanto, es posible
utilizar diferentes conjuntos de hospedante
para evaluar la composiciéon de razas en la
poblacién de patégenos. Con esta informacion
se pueden desarrollar estrategias mejoradas
para crear poblaciones de A. pintoi resistentes

a la antracnosis.

Figura 29, Sintomas de antracnosis en hojas de
Arachis. Arriba infestacién natural; abajo infestacién
artificial

Actividad 2.6.8. Desarrollo de métodos de
inoculacion de la enfermedad "muerte
descendente" de Stylosanthes (J. Badel, C.
Fernandes [EMBRAPA/CNPGC, Brasil] y S.
Kelemu)

Justificacién. Para la identificacion de
fuentes de resistencia confiables es necesario
disponer de un método seguro y rapido de

inoculacién artificial.




Infome Annual 1997

Cuadro 28, Reaccién de Arachis pintol a la inoculacién con aislamientos de Colletotrichum

gloeosporioides.
Aislamiento Accesién hospedante (No. CIAT) Hospedante Accesién hospedante

(No.) 17434 18744 18748 22160 original original (No. CIAT)
16240 + - + - ND ND
16457 - - + + - 17434
16568 - - - + - 18744
16321 - + + - + 18748
16572 + - - + + 20826
16448 + - + + 22153
16476 - - + + - 22155
16481 + + + + + 22160
16330 - - + - + 22163
16576 + - + - + 22175
16495 + + - - - 22176
16578 + - - + + 22232
16504 - - + - + 22233
16508 - - + - + 22234
16513 + - + - + 22235
16518 - - - - + 22236
16519 + - + - + 22238
16525 - - - - + 22239
16586 + - - - + 22240
16590 + - + + + 22241
16541 - + + + 22259
16542 - + - + - 22262
16544 + + + - + 22264
16560 - + - - - 22269
16555 + - + - + 22270

+ = Presencia de antracnosis;

En estudios anteriores se desarrollé un método
de inoculacién artificial del patégeno
Lasiodiplodia theobromae, causante de la
enfermedad conocida como "muerte
descendente" en Stylosanthes. Este método se
ha mejorado aiin mas para aumentar su

eficiencia y consistencia.

Métodos, Plantulas con 5 dias de edad se
transplantaron en el campo y 7 semanas (16
semanas para plantas adultas) después se
punzaron con una aguja en la base del tallo a
nivel del suelo y con el uso de un palillo estéril
se inocularon con micelios tomados de discos
de 14mm de diametro, provenientes de una
colonia del hongo de 12 dias de edad cultivado
en agar. Las plantas control se inocularon en

la misma forma anterior. Los puntos de

- = Ausencia de antracnosis;

ND= No determinado

inoculaciéon se recubrieron con una capa de
parafina. Las plantas permanecieron en
invernadero bajo luz natural entre 19 y 30 °C
hasta que aparecieron los sintomas de la

enfermedad.

Resultados. Los sintomas de la enfermedad
aparecieron entre 8 y 10 dias después de las
inoculaciones en las plantas provenientes de
plantulas, y hasta 1 mes después en plantas
adultas. La variabilidad en reaccién entre
plantas del mismo genotipo se redujo
sustancialmente cuando se utilizé inéculo
fresco y se aplico la misma cantidad de
inoculante. La virulencia del in6culo se redujo
cuando el hongo fue transferido varias veces
en medios de cultivo y cuando se mantuvo por
tiempo prolongado. En la Figura 30 aparece
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un conidio tipico de paredes gruesas y estriado
de L. theobromae '

Figura 30. Conidia de Lasiodiplodia Theobroma
{contraste 2500X)

Actividad 2.6.9. Seleccidon de accesiones
de Stylosanthes por reaccidén a la
enfermedad "muerte descendente” (M.

Satizabal y S. Kelemu)

Justificacién. Anteriormente se identificé a
L. theobromae como el agente causante de la
enfermedad "muerte descendente” de
Stylosanthes. El patdgeno es virulento, no
especializado, facultativo con distribuciéon
mundial y con mas de 500 plantas diferentes
que le sirven de hospedante. La enfermedad
se ha tornado importante en afos recientes.
Este estudio se realizé con el fin de buscar
fuentes de resistencia entre genotipos
comunes y en poblaciones mejoradas y

avanzadas

Métodos. Las inoculaciones de las plantas se
realizaron siguiendo el procedimiento antes
descrito. Las pruebas se dispusieron en un
disefio completamente al azar con tres
repeticiones. Cada repeticién contenia 10
plantas. Las pruebas de patogenicidad se
repitieron por lo menos una vez para
comprobacién. La longitud de lesiones en el
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tallo en cada planta se midié entre 8 y10 dias
después de las inoculaciones. Para medir la
longitud de las lesiones vasculares se hicieron
cortes longitudinales en los tallos. El peso
seco de las raices en la parte superior se midié
cortandolas con bisturi a nivel del suelo. Las
raices se lavaron, se colocaron en toallas de
papel para secado inicial y, posteriormente, se
colocaron en bolsas de papel y se secaron
durante 65 h a 60 °C, antes de determinar su
peso seco. Los analisis estadisticos se hicieron
utilizando la prueba de rangos multiples de
Duncan.

Resultados. Los sintomas de la enfermedad
incluyen marchitamiento de plantulas, muerte
descendente completa de ramas en plantas
adultas y decoloraciones pardas vasculares en
plantas tanto adultas como en estado de
plantula. En la mayoria de los genotipos
susceptibles, la planta total muere con el
tiempo. Plantas adultas inoculadas
expresaron sintomas de muerte descendente
25-30 dias después de inoculaciones, mientras
que plantulas de los mismos genotipos
mostraron sintomas de marchitamiento 8 a 10
dias después de la inoculacién. Los genotipos
de S. guianensis probados en este estudio
variaron en sus reacciones a infecciones por el

patogeno (Cuadro 29).

Cuadro 29. Reaccion de plintulas seleccionadas
de genotipos de S. guianensis a la
inoculaciéon con L., theobromae en

invernadero®,

Hospedero Altura de la lesion Decoloraciéon

radicular vascular

{cm) (cm)
Mineirao 3.84 a* 4.02 a
FM S3 2,79 b 3.10 b
FM 56 1.18 cd 1.31¢c
FM 37 0.67 de 0.83 cd
FM 36 0.65 de 0.79 cd
FM 123 0.15e 0.45d
FM 54 0.09 e 0.33d
FM 52 0.04 e 0.32d

a.Promedios de tres replicaciones. * P <0.05.
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Discusion. Como patdgeno, el hongo puede
tener acceso rapido al hospedante a través del
ganado en pastoreo o de la maquinaria. Los
sintomas del avance de la enfermedad en
estados avanzados pueden confundirse con
ciertos tipos de estrés abidticos producidos por
sequia o dafo causado por larvas
barrenadoras. El sintoma mas distintivo de
esta enfermedad, sin embargo, es la
decoloracién vascular. Aunque no se sabe
cual es el mecanismos de resistencia al
patégeno, se ha demostrado que en S.
guianensis existen fuentes de resistencia. Las
mediciones de la lesién en los tallos se han
correlacionado bien con las lesiones
vasculares. La resistencia a L. theobromae
puede, por tanto, evaluarse utilizando
mediciones rapidas de la lesién en el tallo de S.

guianensis .

Subproducto 2.7. Informacidon sobre
diversidad genética de Brachiaria
y Arachis relacionada con

limitaciones bidticas
Aspecto sobresaliente

e Existe informacion de isoenzimas en
Brachiaria y Arachis y datos de marcadores

moleculares para Brachiaria.

Actividad 2.7.1. Diversidad genética a
través de isoenzimas en Brachiariay
Arachis (B.L. Maass, J.W. Miles).

Justificacién. La comprension de la
diversidad genética dentro de los géneros
Brachiaria y Arachis ayudaria, por ejemplo, en
la eleccién de materiales paternos para un
programa de hibridacion y para seleccionar un
banco de germoplasma central para pruebas

regionales.

Métodos. Se han completado analisis de
isoenzymas en colecciones, tanto de Brachiaria
como de Arachis. Estos datos estan

disponibles para analisis.

Resultados. Durante 1997 no se hicieron

avances en esta investigacion.
Discusién. Un andlisis riguroso y adecuado

de los datos existentes requerira recursos

humanos y financieros adicionales,
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Acervo Genético de Gramineas y leguminosas con

Adaptacién Conocida a Limitaciones Edaficas y

Climaticas

Subproducto 3.1. Genotipos de
Brachiaria, Panicum y Arcachis
caracterizados e identificados
por adaptacion a suelos de baja
fertilidad

El bajo suministro de nutrimentos es una
limitacién principal para la adaptacion y
produccion de forraje en suelos acidos
tropicales de baja fertilidad. La adopcion
generalizada de cultivares forrajeros depende
de la absorcién eficiente de nutrimentos del
suelo y su utilizacidon para crecimiento. Las
plantas adaptadas tienen atributos que estan
relacionadas con la capacidad de adquirir
nutrimentos en ambientes caracterizados por
un pH bajo y alta saturacién de aluminio alto
(Al). La comprensién de estos atributos es
fundamental para desarrollar procedimientos
eficaces de evaluacién selectiva. La adaptacion
de forrajeras mejoradas a suelos infértiles sin
pérdida de rendimiento o calidad contribuira al
uso de menor cantidad de insumos, menores
costos de produccién animal y menos
problemas ambientales por degradacién de los

suelos.

La investigacién anterior habia indicado
que: (1)} La adaptacion de los genotipos de
Brachiaria a suelos acidos de baja fertilidad
esta relacionado con atributos de la planta
como produccion de area foliar, longitud de la
raiz y eficiencia de absorcién de fosforo (P) por
unidad de longitud de la raiz; (2) la baja
persistencia de Brachiaria ruziziensis en suelos
acidos infértiles puede deberse a su capacidad
limitada para alterar el fraccionamiento de la

materia seca (MS) entre raices y parte aérea;

(3) la variaciéon genotipica en produccién de
area foliar y porcentaje de nitrégeno (N) en
hojas de Brachiaria es mayor que la variacién
en la absorcion de este nutrimento a partir del
suelo; (4) la eficiencia de absorcién de
nutrimentos, especialmente P, por leguminosas
forrajeras fue marcadamente mayor que el de
las gramineas, mientras que la eficiencia en
utilizacién de nutrimentos para crecimiento
fue mayor en estas ultimas; y (5) la absorcion
de calcio (Ca) por leguminosas forrajeras en
suelos acidos infértiles se asocié con la
arquitectura de la raiz, en particular, con el

numero de puntos de crecimiento.

Actividad 3.1.1. Estudios sobre mecanismos
de tolerancia de Brachiaria a suelos

acidos
Aspecto sobresaliente

® Los apices de la raiz de B. decumbens
acumulan P en presencia de Al y
suministro escaso de nutrimentos en
solucién, lo que podria contribuir al
mecanismo de tolerancia al segundo
elemento (Al} en suelos acidos de baja
fertilidad.

Justificacion. Con la colaboracion de la
Academia Austriaca de Ciencias y de la Unidad
de Biotecnologia en el CIAT, el Centro Nacional
de Aceleracién de Particulas en Faure
(Sudafrica) y la Universidad de Viena (Austria)
se realizdé un trabajo de tesis con un estudiante
de posgrado (Ph.D.). El objetivo de este
proyecto fue investigar sobre los mecanismos
de tolerancia a suelos acidos de tres especies

de Brachiaria —B. decumbens cv. Basilisk (bien
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adaptado), B. brizantha cv. Marandu (menos
adaptado) y B. ruziziensis cv. Comun {mal
adaptado)— que se utilizan como parentales en
un programa de mejoramiento en el CIAT.

Méitodos: Dos hechos importantes
determinaron el enfoque de investigacion
elegido. En primer lugar, las diferencias en
adaptacién a suelos Acidos entre los cultivares
de Brachiaria llegan a ser evidentes sélo
después de uno o varios afios de utilizaciéon de
la pastura, cuando el crecimiento de las
especies menos adaptadas es cada vez mas
reducido. Esto indica diferencias muy
pequerias en adaptacion edafica que dan lugar
a un efecto acumulativo. En segundo término,
la importancia relativa de los factores
simultaneos de estrés, que constituyen el
denominado "sindrome de suelo acido”
(toxicidad de Al y bajo suministro de P, N, Ca,
Mg y K) para el caso de especies de Brachiaria
es aiin un tema de discusién. Por tanto, se
disefié una solucién nutritiva de estrés
multiple basada en las concentraciones de
nutrimentos medidas en soluciones de dos
suelos acidos de baja fertilidad del ecosistema
de sabana colombiana. La validez de esta
solucién para simular condiciones de suelo
acido se confirmé mediante comparaciones del
crecimiento obtenido con ella y el alcanzado en

el campo.

En una segunda fase, la solucién
nutritiva se emple6é como un tratamiento
estandar para investigar varios rasgos que
podrian contribuir a la adaptacién diferencial
de cultivares de Brachiaria a suelos acidos, lo
cual se espera sea un rasgo multigénico.
Simultaneamente, se condujo un estudio sobre
diferencias en adaptacion a deficiencias en Py
N —los dos factores principales que
comunmente se supore que participan en la
degradacién de pasturas— haciendo énfasis en

la arquitectura del sistema radicular. Como

69

un enfoque complementario, se construyé una
genoteca de cDNA de genes inducidos por
estrés de suelos acidos a partir de los
cultivares mejor adaptados de B. decumbens,
con la intencién de aislar en un futuro cercano
genes involucrados en la adaptacién diferencial
a estos suelos, utilizando para ello resultados
de experimentos fisiologicos como un punto de

partida.
Resultados y discusion

Solucién nutritiva de estrés miltiple para
simulayr el "sindrome de suelo acido" (P.
Wenzl, L. I. Mancilla, I. M. Rao, J. E, Mayery
R. Albert). "

La solucién de suelo se considera la
aproximacion mas cercana del medio que esta
en contacto con las raices de plantas y que
determina la absorciéon de nutrimentos. Los
analisis indicaron que las concentraciones de
nutrimentos de una solucién nutritiva de baja
fuerza i6nica que comunmente se utiliza para
estudios de toxicidad de Al {ver solucién
'control' en la mitad izquierda de la Figura 31)
fueron mayores que las encontradas en
soluciones de suelos de la sabana colombiana.
Por tanto, se bajaron las concentraciones de
nutrimentos y se adicioné Al (ver solucién
‘estrés + Al' en la parte media izquierda de la
Figura 31) para evaluar el crecimiento relativo
a corto plazo de los cultivares de Brachiaria.
Las diferencias de crecimiento entre los
cultivares pobremente y bien adaptados fueron
similares a los datos de campo (ver Figura 31,

mitad derecha).

Se concluyé que el tratamiento disefiado
fue til para simular estrés de suelo acido y,
por tanto, se ha aplicado para experimentos
posteriores. Al comparar el efecto téoxico del
aluminio (Al) bajo condiciones adecuadas de

nutricién (solucién nutritiva completa) y en
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Figura 31. 1zquierda: comparacién de la concentracién de nutrimentos en la solucién del suelo (simbolos) con la

concentracién en una solucidn seleccionada (lineas). La concentracion de nutrimentos esti representada en sels ejes
separados con el valor maximo al final de cada uno. Solucién en el suelo; simbolos grises = Oxlsol franco-arcilloso;
simbolos negros = Oxisol franco-arenoso. El tamafio del simbolo es inversamente proporcional al tiempo de incubacién
antes de la extraccién de la solucién del suelo. Solucién nutritiva: Los valores conectados con lineas negras se
utilizaron para la solucién control y los conectados con lineas grises se utilizaron para la solucién estrés + Al, Derecha:
Produccién relativa de dos cultivares contrastantes de Brachiaria en la solucién seleccionada (estrés + Al-control)
comparando la produccién de MS de la parte aérea 1 afio después de la siembra y promediando varios sitios en América
Latina. rSDW = Peso seco relativo de la parte aérea, rLA = drea follar relativa, rRDW = peso seco relativo de la raiz, rRl =

longitud relativa del sistema radicular, rRT = ntimero total de puntos de crecimiento de la raiz.

condiciones limitantes (solucién nutritiva
limitantes (solucién nutritiva incompleta) se
encontré que B. ruziziensis, que no se adapta
bien a suelos acidos, fue significativamente
menos tolerante a Al en condiciones limitantes
que B. decumbens, que si esta adaptada
{Figura 32). En consecuencia, se investigaron
mecanismos que podrian estar relacionados
con la tolerancia de B. decumbens a este

elemento.

El deido citrico participa en la
tolerancia de Brachiaria al aluminioc (P.
Wenzl, A. L. Chaves, J. E. Mayer, [. M. Rao y
R. Albert).

La exudacion de acidos organicos, como
malico y citrico, por los apices de la raiz
excluye los iones toxicos A3+ del simplasto

mediante la quelacién en la rizosfera.

Al-agregado a la C—1 B. ruziziensis

B. decumbens

Solucién nutritiva,

nutriente

limitante:

Estrés.,.Al
( Estrés )

Nutriente

Suficiente;

Unid. relativas

ControliA
control

rSDW rRDW rRL 1RT

Aérea Rafces

Figura 32. Obsérvense las diferencias en la tolerancia a
Al en condiclones de oferta limitada de
nutrimentos (mitad superior) y el
comportamiento similar de dos especies de
Brachiaria en condiciones de nutricién
adecuada (mitad inferior). Abreviaturas:
rSDW = peso seco relativo de la parte aérea;

rRDW = peso seco relativo de la raiz; rfRL =
longitud relativa del sistema radicular; rRT=
nimero relativo de dpices radiculares.
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En forma alterna parece que los acidos
organicos se emplean para detoxificar el Al en
el simplasto, probablemente depositando el Al
en las vacuolas. Un analisis de acidos
organicos en el tejido de las raices de
Brachiaria demostré claramente que el Al
estimula el aumento masivo de la
concentracion de acido citrico, especialmente
en condiciones de bajo suministro de

nutrimentos (Figura 33).

Atn no es claro si también se exuda
acido citrico. Sin embargo, la alta
concentracion de este acido encontrada en
todo el sistema radicular indica que no se
acumula exclusivamente en los apices
radiculares. La acumulacién de acido citrico
en porciones maduras de las raices podria
desemperfiar una funcién importante en la
desintoxicacién interna de Al. No se
detectaron diferencias significativas en
acumulaciéon de acido citrico en los cultivares
evaluados. Lo anterior indica que los
mecanismos alternativos de tolerancia a Al
pueden ser la base de las diferencias
interespecificas de crecimiento observadas

anteriormente (Ver Figura 32).

acido citrico

abs.

tiempo de retencion en minutos

Figura 33. Acidos organicos en el sistema radicular de
Brachiaria decumbens, analizados por
HPLC. De arriba a abajo, los cromatogramas
corresponden a plantas que crecieron en:
soluciones control, control + Al, estrés y
estrés + Al
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Interacciones aluminic-fésforo en
apices radiculares de la planta (P. Wenzl, C.
A. Pineda, I. M. Rao y J. E. Mayer).

Cuando los diferentes cultivares
crecieron en presencia de Al, las raices
tendieron a aumentar su contenido de P, con
excepcion de B. ruziziensis en una solucién
que contenia Al en condiciones limitantes de
nutrimentos (ver soluciéon de estrés + Al,
Figura 34, mitad izquierda). Recientemente se
ha sugerido que la exudacién de fosfato por los
apices de la raiz actila como un mecanismo de
exclusion del Al en el trigo y el maiz. Por
tanto, existe interés en determinar si la
acumulacién de P, que es estimulada por el Al,
esta localizada en los apices radiculares, de
donde podria ser exudado como fosfato
inorganico, si fuera necesario. Para tal efecto,
se empled la emisién de rayos X inducida por
protones (PIXE) para ubicar la distribucién de
nutrimentos en los apices radiculares. Los
resultados preliminares indican que al parecer
ese fenémeno ocurre, por lo menos, en B.
decumbens (ver Figura 34, mitad derecha).
Actualmente se estan realizando experimentos
para determinar la intensidad de la exudacién

de fosforo por los apices radiculares.

Posible relacién entre toxicidad de Al y
capacidad de absorcién de nutrimentos (P.
Wenzl, L. I. Mancilla, A. L. Chaves, I. M. Rao'y
J. E. Mayer).

La aplicacién de Al con suministro adecuado
de nutrimentos no afecté el crecimiento de las
plantas. Sin embargo, cuando se aplicé en
condiciones limitantes inhibié
significativamente el crecimiento de B.
ruziziensis, pero no el de B. decumbens (Figura
35). La relacién causal, base de esta
interaccién en B. ruziziensis no es obvia,
porque tanto la toxicidad del Al como el

deterioro en la capacidad de absorcién de
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Pigura 34, Mitad izquierda: Contenido de P en las raices y en la parte aérea de dos cultivares contrastantes de
Brachiaria cultivados en condiciones adecuadas y limitativas de nutricién, con y sin Al, Mitad derecha:
Distribucién de P {segiin tono de gris, ver escala) en los ipices radiculares de B. decumbens cultivado en
condiciones limitantes de nutricién, con y sin Al, visualizada mediante PIXE.

nutrimentos bajo el estrés de Al, pueden haber
reducido el crecimiento. Para investigar la
ultima hipoétesis, se estudié una relacién
posible entre ambos componentes de estrés:
(MP) MP H*-ATPasa de la membrana
plasmatica. Esta enzima crea el gradiente de
protén que se usa para la absorciéon de
nutrimentos y es también un sitio de unién
posible para los iones téxicos Al**. Las
mediciones de la actividad de la H*-ATPasa

indicaron que: (1) el Al en el medio de

/A B.ruziziensis

8. decumbens K, (ATP), mM
0.2
0.2
control+Al % Z %;8
so U 0.8
estrés 06
estrés+A/ ?;S

T T
0 200 400 600 800
pmol P.mg proteina".h'1

Figura 35. Actividad de l]a H*-ATPasa de dos
cultivares contrastantes de Brachiaria
creciendo en condiciones de adecuada y
limitada nutricion, con y sin Al. Los
valores correspondientes de K. aparecen
en el lado derecho.

crecimiento estimulé un aumento de la
actividad de la enzima; (2) en B. decumbens el
aumento de la actividad se asocié con un
mayor valor de Ky, para ATP; (3) en B.
ruziziensis ocurre un aumento similar de Ky
bajo estrés de Al sélo bajo suministroadecuado
de nutrimentos (ver control + Al en la Figura
35). La asociacion evidente entre
mantenimiento de crecimiento de las raices
bajo estrés de Al y un incremento del valor Kn,
(ATP) de la H*-ATPasa sugiere una
participacion de esta enzima en la tolerancia
diferencial a Al entre B. decumbensy B.
ruziziensis, bajo suministro limitado de
nutrimentos. Podria ser que en condiciones de
estrés por Al existe una expresion diferencial
de isoformas con diferentes caracteristicas
cinéticas. Ademas, la mayor actividad de la
H+-ATPasea en condiciones de estrés por Al
indica que los mecanismos de tolerancia a este
elemento en Brachiaria podrian consumir el
gradiente electroquimico de protones de la
membrana plasmatica. También podria estar
involucrada la exudacién de compuestos
quelantes de Al, incluyendo los acidos

organicos y/o fosfato.
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Papel de la capacidad de intercambio
catidnico de la raiz en la tolerancia a Al (P.
Wenzl, A. Hernandez, I. M. Rao y J. E. Mayer).

Se ha sugerido que la capacidad de
intercambio catiénico (CIC) de las raices esta
involucrada en la tolerancia diferencial a Al en
algunas especies. Es, probablemente, un
factor importante para la absorcién de cationes
en presencia de iones Al3* y, por lo tanto,
podria desempenar un papel significativo en el
bajo rendimiento de B. ruziziensis en
condiciones de estrés nutricional y por Al
Para evaluar las afinidades relativas de
paredes celulares purificadas de células de
raices a Al3* y otros cationes como Ca?*, Mg %+
y K *, éstas se cultivaron en las cuatro
soluciones nutritivas basicas, se equilibraron
con una solucién de estrés + Al y los cationes
se desorbieron con acido. Actualmente se
encuentra en proceso el analisis detallado de
los resultados, utilizando isotermas de
adsorcién conjuntamente con un analisis

termodinamico.

Identificaciéon de metabolitos
aromaiticos sintetizados bajo estrés de suelo
acido (P. Wenzl, A, L. Chaves, M. Nair, . M.
Rao y J. E. Mayer).

mabs |

160 A+

Reduccién en
Suministro de P

120 4

Ademas de la toxicidad por Al, las
simbiosis relacionadas con la absorcién de
clertos nutrimentos desemperian,
probablemente, una funcién en la adaptacion
edafica de especies de Brachiaria. Por ejemplo,
se sabe que la absorcién de P por ciertas
especies de Brachiaria tiene una alta
dependencia de las micorrizas vesiculo-
arbusculares (MVA). Algunas otras especies de
este género son anfitriones excelentes para
bacterias que fijan nitrégeno en la rizésfera.
En ambos casos pueden participar compuestos
aromaticos secundarios, por €j., derivados del
metabolismo de compuestos fenil-propanilicos,
como senal del intercambio entre plantas y
microorganismos. Esto motivé la investigacién
de los metabolitos aromaticos sintetizados en
raices bajo estrés de suelo dcido. Una
evaluacion selectiva inicial, utilizando
soluciones nutritivas de estrés multiple,
demostré que se acumulan dos compuestos
aromaticos en las raices de B. ruziziensis, pero
no en los otros dos cultivares investigados. El
crecimiento en soluciones nutritivas de un solo
factor de estrés reveld que la acumulacién de
ambos compuestos es estimulada por la
deficiencia de P y N (Figura 36).

—O— compusesto A
—&— compuesto B

@
e
-N,.§,CaMg @
=]

concentracién relativa
[=)]

LM H,PO,

Figura 36. Sintesis de dos compuestos aromaticos secundarios en raices de Brachiaria ruziziensis bajo condiciones de
deficiencia de fésforo y estrés por otros nutrimentos. Izquierda: Acumulacion progresiva durante una
reduccién gradual en el suministro de fosforo 25 M hasta OuM Ha2PO'4. Derecha : Cuantificacién de las

areas de los 'picos’ y comparacion con el estrés por falta de otros nutrimentos.
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Es interesante observar que todos los
cultivares sintetizaron estos metabolitos
cuando crecieron en suelos deficientes en P,
presentando B. ruziziensis las concentraciones
mas altas. Si estos compuestos forman parte
de la respuesta de la planta a la deficiencia de
P, esto puede implicar que en concentraciones
de este nutrimento que son todavia suficientes
para los otros cultivares, B. ruziziensis
desencadena una respuesta al estrés, o que
otros cultivares necesitan un periodo mas
largo de deficiencia para reaccionar en este
sentido. La revelacién de la estructura
molecular de estos compuestos aromaticos
estd en curso con la colaboracién del Dr.
Muralle Nair de la Universidad del Estado de
Michigan, lo que permitira desarrollar
hipétesis acerca de su supuesta funcién en la

adaptacién de Brachiaria a suelos acidos.

Fosfatasa Acida de la raiz como una
medida de sensibilidad al bajo suministro de
fosforo (P, Wenzl, 1. M. Rao y J. E. Mayer).

La estimulacién de la actividad de la
fosfatasa acida de la raiz es un componente
caracteristico de la respuesta de la planta a la
deficiencia de Py, por tanto, podria emplearse
para determinar el nivel de este nutrimento en
el cual la planta empieza a reaccionar a la
deficiencia. Los analisis indicaron que en
condiciones nutritivas limitantes (solucién de
estrés), B. ruziziensis fue la unica especie que
presenté de manera significativa una mayor
actividad de fosfatasa acida en la raiz,
confirmando el criterio anterior que esta
especie, a diferencia de las otras dos,
desencadena respuestas fisiologicas a la
deficiencia de P a mayores niveles de éste. La
toxicidad por Al también estimulé la actividad
de la fostatasa acida de la raiz. En el caso de
B. decumbens, se expreso, aparentemente, una
forma isoenzimatica alternativa bajo

condiciones de estrés por Al, que fue mas

Gramineas y Leguminosas Tropicales...Proyecto IP-5

tolerante a este elemento en condiciones in
vitro. Recientemente, se ha demostrado que
ciertas especies de Brachiaria exudan fitasa,
cuando se encuentran bajo deficiencia de P.
Por tanto, se haran estudios para evaluar en
mayor detalle la induccién y exudacién
diferencial de fosfatasa acida de la raiz y
probar si la actividad medida de este

compuesto es causada por la fitasa.

Adaptacidn a deficiencias de P y Nt
Funcién de la morfologia y arquitectura del
sistema radicular (P. Wenzl, N. L. Lasso, I. M.
Rao y J. E. Mayer).

Una disminucién en la disponibilidad de
Py N en los suelos ha sido propuesta, con
frecuencia, para explicar la degradacién de
pasturas con el transcurso del tiempo. En
general, las plantas asignan mas biomasa en
los sistemas radiculares para explorar los
suelos mas eficientemente en estas
condiciones. Por consiguiente, se seleccioné la
deficiencia de estos dos elementos para
analizar modificaciones de la morfologia y
arquitectura del sistema radicular. Los
resultados preliminares indican que el
crecimiento de las raices de B. decumbensy B.
brizantha fue mayor que el de B. ruziziensis
bajo condiciones de suministro restringido de
N.

Aislamiento de genes inducidos por el
estrés de suelos acidos (P. Wenzl, L. L.
Mancilla, J. E. Mayer, E. Heberle-Bors e I. M.
Rao).

Cuando se conozcan mejor las bases
fisiolégicas de los mecanismos de adaptacién
de Brachiaria a suelos acidos seria de gran
utilidad aislar los genes involucrados en este
fenémeno, por dos razones importantes. En
primer lugar, partiendo de las secuencias de

los genes o de los promotores, seria posible
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Figura 37. Izquierda: Hibridacién sustractiva basada en PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), que se emplea para
enriquecer genes inducidos por el estrés causado por los suelos dcidos. Derecha: ADNc sustractivo
amplificado por PCR y separado en gel de agarosa. Las flechas sefialan genes individuales enriquecidos que
se expresan bajo condiclones de estrés de suelos dcidos.

disenar marcadores moleculares con el fin de
facilitar la seleccién de genotipos por
adaptacién a suelos acidos. En segundo lugar,
se podrian emplear genes especificos de interés
para hacer transferencia directa de genes entre
los cultivares de Brachiaria, evitando asi el
obstéaculo de la propagacion apomictica. Para
aplicar esta estrategia, se preparé una
genoteca sustractiva de ADNc enriquecida en
genes inducidos por estrés de suelos acidos a
partir del cultivar de buena adaptacion (B.
decumbens). La amplificacién del ADNc que
permanece después de la sustraccién revelo
varios genes inducidos por estrés, los cuales
emergen como bandas del barrido difuso de
ADNCc no sustraido (Figura 37). Inicialmente,
se escogeran cuatro genes que correspondan a
bandas claramente visibles, para el analisis de
secuencias que permitan entender su funcion.
Sin embargo, cuando se concluyan los
experimentos que tienen objetivos fisiol6gicos,
serda posible disefar estrategias mas

especificas para seleccionar genes de esta
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genoteca.

Actividad 3.1.2. Identificacidén de atributos
de la planta de genotipos de
Brachiaria asociados a la tolerancia
de bajo suministro de nutrimentos (I.
M. Rao, J. W. Miles, C. Plazas y R.

Ricaurte)
Aspecto sobresaliente

® Dos recombinantes genéticos de Brachiaria
(BRN093/3204, FM9201/1873)
sobresalieron por su adaptacion a
condiciones de suelos acidos de baja
fertilidad.

Justificacion. Mediante estuerzos de
mejoramiento se ha logrado generar varios
recombinantes genéticos promisorios de
Brachiaria. Sin embargo, su tolerancia a
suelos acidos de baja fertilidad no se ha

evaluado en condiciones de campo. La




evaluacion del comportamiento de plantas en

estas condiciones ayudara a determinar la

variacion genética en adaptacién a baja

fertilidad, estrés por suelo acido y a identificar

atributos especificos de la planta que puedan

utilizarse como criterios de seleccién en un

programa de mejoramiento genético. En

Carimagua se realiza un estudio de campo

para evaluar diferencias e identificar atributos

clave en adaptacion edéafica y persistencia de

genotipos de Brachiaria.

Métodos. El ensayo comprende 17

introducciones, incluyendo nueve accesiones

(cuatro progenitores) y ocho recombinantes

genéticos que fueron sembrados en bloques

completos al azar con arreglo de parcelas

divididas. Los dos niveles de aplicacién inicial

de fertilizantes como parcelas principales: bajo
(kg/ha): 20 de P, 20 de K, 33 de Ca, 14 de Mg,
10 de S; y alto (kg/ha): 80 de N, 50 de P, 100
de K, 66 de Ca, 28 de Mg, 20 de S mas
micronutrimentos. Como subparcelas se

incluyen los genotipos. El ensayo es manejado

con pastoreo intensivo periédico, segun la

oferta de forraje.

Resultados y discusion. Las mediciones de
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rendimiento de forraje e indice area foliar (IAF)
durante la época lluviosa (6.5 y 15 meses
después de la siembra) indicaron variacién
genotipica marcada (Figuras 38 y 39). Con baja
fertilizacion inicial, dos recombinantes
genéticos —BRN093/3204 y FM9201/1873—
sobresalieron por su rendimiento de forraje e
IAF, en comparacién con otras entradas. Uno
de los recombinantes genéticos (BRN093/
1371), que es resistente a infestacién por
salivazo (C. Cardona, datos no publicados),
respondio a la aplicacion inicial de fertilizantes
en términos de produccion de MS e IAF.
Quince meses después de la siembra, tres
genotipos —BRN093/3204, CIAT 16467 y CIAT
6780— mostraron mayor produccién de area
foliar con baja fertilizacién que con alta
fertilizacion inicial (Figura 39B). Esto puede
ser debido a la mayor utilizacién de forraje por
animales en las parcelas que recibieron alta
aplicacién inicial de fertilizantes. Es necesario
hacer un monitoreo de este ensayo durante 2 o
mas afios para evaluar los atributos de la
planta que contribuyen a la persistencia de los

genotipos de Brachiaria.
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Figura 38. Efecto de la aplicacidn inicial de fertilizantes en la variacién genotipica en produccién de forraje de
recombinantes genéticos, padres y otras accesiones de Brachiaria, después de 6.5 y 15 meses de la siembra

en un Oxisol franco-arenoso de Carimagua, Colombia.

76




Informe Annual 1997

—

“

£

S

"

E

-

. 3.5 -

© A) 6.5 meses de establecigo

S 2.8 o ] At tenizcien imiciat pMs, = 0.1

Y EEE) oaja fertitizacién Inigial; DMS,,, = 0.52

©

o 2.1 4

=

o

o 1.4 ik ¢

-]

[ [ E

° 0.7 : ‘

c 0.0 ¢ pA-ig L L . {

- @ g M OV o0 N &~ N O F v -
c¥coevco3eLb o ge
ronﬂnnnml—;\g::
o Q9 @ oo e g < N 2 & R
N > @ 0 00090 > o L2 ¢ o«
@ s 2z 2z 2z Q5= ==
TR A A m O 0 0
w m O @ O @

Genotipo

CIAT/28554 ———— 3

-
©
=
%
o

[] AHta tartitizacidn inlclal; DMS,,, = 0.62
EZE] naja tertitizacién Inlcial; DMS,,, = 0.20

B)15 meses de estabiecido I

CIAT/678
BRUZ/44-
CIATI/16484
CIAT/MB4TE
CIAT/285
CIAT/81

BRNO093/30 0 e
ClAT/288

~
@
g
©
@
o
z
o
@

FM9201/204
BRN093/13
BRN093/260f

o
o
2
©
@
o
z
ol
@

BRNO093/7

Genotipo

Figura 39. Efecto de la aplicacién inicial de fertilizantes en la variacién genotipica en indice de area foliar de
recomnbinantes genéticos, padres y otras accesiones de Brachiaria, después de 6.5 y 15 meses de la siembra

en un Oxisol franco-arenoso de Carimagua, Colombia.

Actividad 3.1.3. Variacién genotipica en
legundinosas forrajeras tropicales por
tolerancia a bajo suministro de
nutrimentos (. M. Rao, J. Ricaurte y R.

Garcia)
Aspecto sobresaliente

e Arachis pintoi CIAT 18748 sobresalié por su
adaptacion en condiciones de baja
aplicacion de nutrimentos en el suelo, tal
como lo demuestra el grado de distribuciéon
de N en hojas y el mantenimiento de una
mayor concentracién de P inorganico en

ellas.

Justificacién: En los estudios realizados
hasta ahora se ha encontrado variacion
intergenérica e interespecifica en la tolerancia
de varias leguminosas forrajeras tropicales a
baja oferta de nutrimentos, cuando se cultivan
en suelos de texturas contrastantes, sin
embargo, no se encontrado variacion

intraespecifica en esta caracteristica.

Métodos: En un experimento de invernadero
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se estudiaron las diferencias genotipicas en la
tolerancia a bajos niveles de fertilizacion
utilizando 24 genotipos de seis especies de
leguminosa (cuatro genotipos de cada una de
las especies: Arachis pintoi, Stylosanthes
guianensis, S. capitata, Centrosema
macrocarpum, C, brasilianumy C. pubescens.).
Como indicadores de tolerancia a baja
fertilidad se midieron los atributos de la parte
aérea y de las raices de la planta. La seleccién
de genotipos se basé en la evaluacién
agrondémica en el campo (genotipos
comunmente usado, muy productivo y menos
productivos para cada especie). Para evaluar
el crecimiento de ellos se utilizé un Oxisol
franco-arenoso de Carimagua (4 kg de
suelo/maceta). Los nutrimentos se aplicaron
antes de la siembra en tres niveles (ausencia,
bajo y alto}. La aplicacién baja (kg/ha) incluyé
20 P, 20 K, 33 Ca, 14 Mgy 10 S; mientras que
la aplicacién alta incluy6 80 N, 50 P, 100 K, 66
Ca, 28.5 Mg, 20 S y los micronutrimentos 2
Zn, 2 Cu, 0.1 By 0.1 Mo. de crecimiento) En
el momento de la cosecha (80 dias se

determinaron los atributos siguientes: (1)




rendimiento de forraje y relacién hoja/tallo, (2)
area foliar, (3) clorofila y proteina soluble en la
hoja, (4) eficiencia fotoquimica del fotosistema
I1, (5) composicién de nutrimentos de hojas y
tallos, (6) indice de distribucién de nutrientes
de la hoja ([nutrientes en la hoja/nutrientes en
la parte aérea | x 100), y (7) namero y peso de

noédulos.

Resultados y discusion. Los resultados
indicaron que ciertos atributos de la planta
son afectados por la aplicacién de nutrimentos
(Cuadro 30) y por el genotipo. El nivel de
produccion de area foliar, sin oferta externa de
nutrimentos, presentdé mayor variacién

genotipica que los demas atributos de la

Cuadro 30,

Gramineas y Leguminosas Tropicales...Proyecto IP-5

planta. Como era de esperar, el aumento en la
oferta de nutrimentos mejoré el rendimiento de
forraje y estimuld la produccién de area foliar.
La variacién genotipica en varios atributos de
la planta fue mayor que la inducida por el nivel
de oferta de nutrimentos. En el Cuadro 31 se
presenta la variacién genotipica en los
atributos de plantas de A. pintoiy S. guianensis
cultivadas con baja aplicacién de nutrimentos.
Entre los genotipos de Arachis, A. pintoi CIAT
18748 fue el que mantuvo la mayor
concentracion de P inorgénico en las hojas y
distribuy6 la mayor parte de nitrégeno hacia
ellas. De las accesiones de Stylosanthes, S.
guianensis CIAT 11844 mantuvo la mayor

concentracién de P inorganico en las hojas.

Influencia del suministro de nutrimentos en el rango de variaciéon genotipica de atributos de la planta

de sels especies tropicales de leguminosas forrajeras (24 genotipos), creciendo en macetas con 4 kg de

un Oxisol franco-arenoso de Carimagua.

Aplicacién de nutrimentos

Atributos de la planta

Sin suministro Bajo? Altob
Rendimiento de forraje (g/maceta) 0.11-0.91 2.38 - 6.06 6.99 - 16.7
Area foliar (cm?/maceta) 5.82-113 266 - 774 531 - 2085
Clorofila de la hoja (mg/m?) 188 - 606 154 - 364 212 - 401
P indérganico en hojas (mg/m?) 10.8 - 62.5 15.5-57.9 15.5 - 46.7
Indice de distribucién de N (%) 50.8 -77.9 44.9 -79.9 45.6 -76.1

a. 20P, 20 K, 33 Ca, 14 Mgy 10,5 (kg/ha)

b. 40 N, 50 P, 100 K, 66 Ca, 28.5 Mg, 20 S, 2 Zn, 2 Cu, 0.1 By 0.1 Mo (kg/ha).

Cuadro 31. Diferencias genotipicas en los atributos de planta de leguminosas forrajeras tropicales, asociados con tolerancia
a baja aplicacién de nutrimentoss. Cultivadas en macetas con 4 kg de un Oxisol franco-arenoso de Carimagua.

Especie Accesién Forraje Area foliar P inorg. en hojas Indice de distribucién de
(No. CIAT) (g/maceta) {cm?/maceta) {mg/m?) N en las hojas (%)
A. pintoi 17434 5.01 504 15.5 52.7
18744 4.97 438 17.86 44.9
18748 4.64 501 24.4 64.6
22160 5.06 492 17.9 60.5
DMS; 05 NS NS NS NS
S. guianensis 21 3.93 356 35.4 70.6
184 3.01 295 32.4 74.8
2950 3.72 375 33.1 79.9
11844 3.27 315 44.6 78.0
D.M.S.505 0.56 51 NS 4.7

a. Baja oferta de nutrimentos {kg/ha) = 20 de P, 20 de K, 33 de Ca, 14 de Mgy 10 de S.
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Actividad 3.1.4. Variacién genotipica en la
absoreién y utilizacidén de
nutrimentos por gramineas (I. M. Rao,
J. Ricaurte y R. Garcia)

Aspecto sobresaliente

e Varios atributos de la planta de Brachiaria
fueron afectados por el genotipo y la

aplicacién de fosforo en el suelo.

Justificacion. Existe la necesidad de explorar
el grado de variacién genotipica entre y dentro
de especies para desarrollar genotipos
eficientes que puedan extraer los nutrimentos
para satisfacer las necesidades minerales de
los rumiantes. Se realizé un experimento de
invernadero para evaluar las diferencias
genotipicas en absorcién y utilizacién de P
entre 15 genotipos de cinco especies de
Brachiaria (tres genotipos de cada una de las
especie: B. decumbens, B. brizantha, B.
ruziziensis, B. humidicola y B. dictyoneura). La
seleccién de estos se basé en la evaluaciéon
agronémica previa en el campo (genotipos
comtinmente utilizados, méds productivos y

menos productivos)

Métodos. Para el cultivo se utilizé6 un Oxisol
franco-arcilloso (4 kg de suelo/maceta) de
Carimagua. Antes de la siembra se aplicé una
mezcla (kg/ha) de: 80 N, 100 K, 66 Ca, 28.5
Mg, 20 S y micronutrimentos (2 Zn, 2 Cu, 0.1

By 0.1 Mo). ElP se aplicé en cuatro niveles
(kg/ha): 0, 20, 50 y 200. En el momento de
cosecha (53 dias de crecimiento}se midieron
varios atributos de la parte aérea y de la raiz,
tales como rendimiento MS, area foliar,
longitud de la raiz, absorcién de P en la parte
aérea, eficiencia de absorcién de P por longitud
de la raiz y eficiencia de uso de P (kg de
forraje/g de P total absorbido).

Resuliados y discusion. Los resultados
mostraron que tanto el genotipo como el nivel
de oferta de P en el suelo afectaron los
atributos de la parte aérea de las plantas
(Cuadro 32). Dos atributos de la planta
—eficiencia de absorcién de P y longitud de la
raiz— presentaron mayor variacién genotipica
que los demads atributos evaluados. Como era
de esperar, el aumento en la oferta de P mejord
el rendimiento de forraje al estimular la
producciéon de area foliar., La variacién
genotipica en los atributos de las plantas de 15
genotipos cultivados con 20 kg/ha de P
(Cuadro 33} indica que, la variacién en
longitud de la raiz, absorcién de P por la parte
aérea de las plantas y la eficiencia de
absorcién de P fue mayor en B. humidicolay en
B. dictyoneura que en las otras tres especies.
Brachiaria humidicola CIAT 679 se destacé por
la longitud de la raiz y la absorcion de P por la
parte aérea, mientras que B. ruziziensis CIAT
26433 fue mas eficiente en el uso de P que los

otros genotipos.

Cuadro 32. Efecto del suministro de fésforo en el rango de variacion de atributos de la planta de cinco especies de
Brachiaria (15 genotipos) sembradas en un Oxisol franco-arcilloso de Carimagua. Las mediciones se

hicieron después de 53 dias de crecimiento.

Atributos de la planta

Fdsforo aplicado (kg/ha)

0 20 50 200
Rendimiento de forraje (g/maceta) 0.92-2.74 10.4-22.9 17.7-35.9 16.4-43.2
Area foliar (cm?2/maceta) 87-265 76.7-1674 86.4-2026 776-2293
Longitud de la raiz (m/maceta) 15.6-81.9 137-334 158-381 178-584
Longitud de la raiz/area foliar (km/m?2) 1.70-7.78 1.22-4.25 1.26-2.75 1.31-2.96
Absorcién de P por la parte aérea {mg/maceta) 0.15-0.57 4.38-8.59 7.56-15.5 11.6-24.9
Eficiencia de absorcién de P (mg/m) 3.08-18.5 16.3-43.4 22.9-71.2 26.1-77.5
Eficiencia en el uso del P (kg/g) 1.48-5.17 2.05-3.88 1.52-2.77 1.14-1.92
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Cuadro 33. Diferencias genotipicas en atributos de la planta relacionados con absorcién y utilizacién de fésforo en cinco
especies de Brachiaria (15 genotipos) con la aplicacién de 20 kg/ha del nutrimento aplicado en macetas
con 4 kg de un Oxisol franco-arcillogso de Carimagua. Las mediciones se hicieron después de 53 dias de

crecimiento.
Especies Accesion Rend. Area foliar Long. de Long. de la Absorcion de P Eficiencia  Eficiencia
No. CIAT (g/ (cm2/ raiz (m/ raiz/érea foliar  en parte aérea  absorcién de uso de
maceta) maceta) maceta) (km/m?) (mg/maceta) de P P (kg/g)
(mg/m)
B. decumbens 606 21.8 1649 279 1.70 6.61 24.0 3.00
26180 22.5 1428 197 1.38 6.26 32.0 3.28
16519 22.2 1225 227 1.85 7.59 33.5 2.80
B. brizantha 6780 14.9 1237 147 1.26 4.52 34.6 2.78
26562 20.1 1072 157 1.45 6.32 43.4 2.93
16431 20.1 1212 145 1.22 5.84 40.0 3.16
B, ruziziensis 655 22.6 1419 279 1.94 8.07 32.2 2.66
16101 229 1674 245 1.46 5.87 24.3 3.57
26433 223 1741 282 1.63 5.14 18.7 3.88
B. humidicola 679 22.6 804 334 4.25 8.59 25.7 2.46
26425 224 1373 331 2,43 5.61 16.3 3.73
16866 18.4 845 255 3.03 7.02 28.9 2.49
B. dictyoneura 6133 22.8 1109 230 2.08 7.60 33.2 2.85
16506 17.9 942 168 1.77 5.68 35.5 2.82
10508 104 768 137 1.67 4.38 38.6 2.05
Promedio 20.2 1223 227 1.94 6.34 30.7 2,96
D.M.S.0.05 6.5 346 89 0.60 1.85 15.3 0.63

Actividad 3.1.5. Secrecioén de fitasa de
raices en condiciones deficientes de
fésforo (M. Li, M. Osaki, I. M. Raoy T.

Tadano)
Aspecto sobresaliente

o La secrecion de fitasa en raices de
Brachiaria decumbens y Stylosanthes
guianensis es un mecanismo importante
para la absorcién de fosforo a partir de

fuentes organicas presentes en el suelo.

Justificacién. En un programa colaborativo
de investigacion con la Universidad de
Hokkaido, Japén, se probaron seis accesiones
de forrajeras tropicales en comparacion con
otros 10 cultivos comerciales y de forrajeras
para medir su potencial de secrecion de fitasa
por las raices en condiciones de deficiencia de
P. Las raices de la planta secretan fitasa como
un mecanismo de mineralizacion de P a partir
de P organico (hexafosfato de inositol) en el

suelo. Debido a que los sustratos de fitasas

como fitina y otros fosfatos de inositol
representan una fraccién principal de P
organico en el suelo, la secrecion de fitasa de
raices de plantas bajo condiciones de
deficiencia de P puede ser de importancia
fundamental para proveer un mecanismo
eficaz para la utilizacién de fosfatos organicos

en el suelo.

Métodos. Las secreciones de fitasas se
recogieron con un tubo de membrana de
dialisis. La recoleccidon se hizo durante 24 h en
raices de plantas cultivadas en un invernadero
con suministro escaso o adecuado de P en
soluciones nutritivas. La actividad de la fitasa
se analizo midiendo la cantidad de fosfato
inorganico liberado mediante hidrélisis,

utilizando fitato de sodio como sustrato.

Resultados y discusién. En las plantas de
todas las especies evaluadas, la actividad
secretora de fitasa, asi como también de
fosfatasa acida de las raices, fue mayor con el
tratamiento bajo en P. La secrecion de fitasa

por las raices en condiciones deficientes en P
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fue mas alta en B. decumbens CIAT 606 y en
Stylosanthes guianensis CIAT 184; moderado
en B. brizantha CIAT 6780 y S. guianensis CIAT
2950; y mas baja en Andropogon gayanus CIAT
621y S. capitata CIAT 10280 (Cuadro 34).

Cuadro 34, Actividad de la fitasa secretada por seis
especies forrajeras tropicales, cultlvadas con
suministro de fosforo bajo (3 uM) y adecuado

(65 M),
Especie Accesién Actividad de la  Incremento
fitasa con P bajo
(unidades/g) (%)
P P
adec.o bajo
Gramineas:
B. decumbens 606 0.32 1.25 390
B. brizantha 6780 0.56 0.79 140
A. gayanus 621 0.18 0.36 200
Leguminosas:
S. guianensis 184 0.41 1.04 250
S. guianensis 2950 0.53 0.74 140
S. cuapitata 10280 0.11 0.21 190

En Brachiaria brizantha CIAT 6780 y S.
guianensis CIAT 2950 es posible detectar la
banda proteica inmunorreactiva que reacciona
con un anticuerpo policlonal proveniente de
fitasa de afrecho de trigo (correspondiente a un
peso molecular entre 35 y 40 kD). Estos
resultados indican que la secrecion de fitasa
puede proveer un mecanismo eficaz para la
utilizacion de P organico del suelo por B.
decumbens CIAT 606 y S. guianensis CIAT 184.

Actividad 3.1.6. Diferencias genotipicas en
el desarrollo de la raiz y la parte aérea
de plantulas de legumninosas forrajeras
tropicales (L. E. Caicedo, J. Ricaurte, R.
Garcia e [. M. Rao)

Aspecto sobresaliente

e Stylosanthes capitata estd menos adaptado
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a Oxisoles franco-arcillosos debido a que
sus raices son mas gruesas y tienen menos
puntos terminales, lo que contribuye a
reducir la absorcién de calcio, cuando se

compara con S. guianensis y A. pintol.

Justificacion. En suelos acidos de baja
fertilidad la amplia adopcién y utilizacion de
leguminosas tropicales en los diferentes
sistemas de produccién depende del rapido
establecimiento y la extraccion de nutrimentos
presentes. Es necesario definir si las
diferencias en establecimiento de las
leguminosas en suelos acidos estan o no
relacionada con diferencias en: (1) la
distribucién de la materia seca entre raices y
parte aérea, (2) el desarrollo morfolégico de las
raices, y (3) la eficiencia en absorcién y

utilizacioén de nutrimentos.

La evaluacion agronémica de accesiones
de Arachis pintoi por tolerancia a la época seca
en los Cerrados del Brasil permitié identificar
la accesién A. pintoi CIAT 22160 como superior
a la accesién comercial A. pintoi CIAT 17434.
Sin embargo no se determiné si esta
adaptacion superior durante la época seca
podria estar relacionada con el mejor
desarrollo del sistema radicular. Los estudios
en el campo, realizados en Carimagua,
indicaron que: S. guianensis CIAT 184 se
adapta mejor a Oxisoles franco-arcillosos que
S. capitata CIAT 1315. Pero no se conocen los
atributos de la planta que contribuyen a estas

diferencias en adaptacion edafica.

Métodos. Se realizaron dos experimentos de
invernadero para comparar el crecimiento y
Las plantas se cultivaron en un Oxisol franco-
arcilloso en el que se aplicaron niveles bajos de
fertilizante (20 P, 20 K, 33 Ca, 14 Mgy 10 S
kg/ha).
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A, pintoi CIAT 17434  A. pintoi CIAT 22160

S. capitata CIAT 1315 ' S. guianensis CIAT 184

Figura 40. Diferencias en tamario del sistema radicular (en minirizotrones) y en el crecimiento de la parte aérea de
cuatro leguminosas cultivadas en macetas con bajo suministro de nutrimentos en un Oxisol franco-

arcillosos de Carimagua.

Resultados y discusion. El empleo de
minirizotrones (cajas de plexiglas) facilité la
evaluacién visual de las diferencias en el
desarrollo radicular. Entre las leguminosas
incluidas en el estudio, S. capitata presenté un
sistema radicular de tamafio notoriamente mas
pequeno (Figura 40). Ademas, el desarrollo de
las raices fue mas lento en S. capitata que en

S. guianensis.

El nivel de ramificacién y la longitud total
de la rajz fueron también inferiores en S.
capitata que en las otras leguminosas. No se
presentaron diferencias significativas en el
tamarno del sistema radicular entre las dos
accesiones de A. pintoi, aunque A. pintoi CIAT
22160 presenté mayor ramificacién durante la
fase de establecimiento de las plantulas.
Ambas accesiones de A. pintoi se establecieron
rapidamente debido posiblemente al mayor

tamarfio y peso de la semilla (158 mg
comparado con 2.3 mg de Stylosanthes), lo que
contribuyé al rapido desarrollo de la parte
aérea y la raiz (Cuadro 35). Este rapido
desarrollo del sistema radicular facilité la
mayor absorcién de nutrimentos en suelos
acidos de baja fertilidad, en particular el calcio
(Ca). Arachis pintoi CIAT 22160 aparentemente
se establecié mas rapidamente que la accesién
comercial A. pintoi CIAT 17434,

El establecimiento lento de A. pintoi en
pasturas podria deberse, principalmente, a un
menor numero de plantas por unidad de area.

Es de esperar que si se aumenta la tasa de
siembra, A. pintoi podria. superar los
problemas de lento establecimiento. Pero esta
estrategia aumentara los costos de
establecimiento de pasturas
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Cuadro 35. Diferencias en el desarrollo de sistemas radiculares y absorcién de calcio entre dos accesiones de
Arachis pintol y dos especies de Stylosanthes, creciendo en macetas (500 g de suelo) en un Oxisol
franco-arcilloso de Carimagua, Colombia.

Edad dela  Genotipo Biomasa Biomasa de raiz ~ Long. Raiz Long. especifica Puntasdela Absorcién

planta (accesion aérea (mg/ (mg/ maceta) (m/maceta) de laraiz raiz (no./ de Ca (mg/

(dias)® no. CIAT) maceta) (m/g) maceta) maceta)

30 Ap 17434 359 a 220 a 28.0a 28.1a 890 2.76

Ap 22160 295 a 200 a 255a 25.6a 669 2.60
Sc 1315 16 b 7b 3.3b 3.33b 52 0.11
Sg 184 22b 8b 3.2b 3.25b 67 17.52
60 Ap 17434 920 ab 540 a 325a 32.6 a 1613 8.37
Ap 22160 1020 a 500 a 29.9a 299 a 1305 7.49
Sc 1315 640 c 120 a 16.0b 16.0b 503 3.95
Sg 184 860 b 240 a 343 a 344 a 1335 6.30

a Dias después del transplante.

* Promedios seguidos de letras iguales no difieren en forma significativa (P < 0.05), segiin la prueba de Duncan.
Ap = Arachis pintoi; Sc = Stylosanthes capitata; Sg = Stylosanthes guianensis.

El comportamiento superior de S.
guianensis, comparado con S. capitata, en
Oxisoles franco-arcillosos podria atribuirse,
principalmente, al crecimiento vigoroso de sus
raices finas y abundantes que contribuyen a
una mayor absorcién de Ca en suelos 4cidos
de baja fertilidad. Los puntos de crecimiento
en la raiz son los sitios mas importantes para
la absorcién de Ca a lo largo del eje radicular.
La menor absorcién de Ca por S. capitata,
comparada con S. guianensis, puede estar
relacionada con el espesor de las raices, es
decir, el menor valor de la longitud especifica
de la raiz, conjuntamente con el niimero
reducido de puntos de crecimiento de ésta. Es
necesario probar si un aumento en el
suministro de Ca en el suelo mejora el vigor de

las plantulas de S. capitata.

Actividad 3.1.7. Identificacién de atributos
de Ia planta por compatibilidad y
persistencia de nuevas leguminosas
asociadas con gramineas agresivas (Y.
Saito, P. Kerridge, I. M. Rao, C. Plazas'y
J. Ricaurte)

Aspecto sobresaliente
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® El establecimiento de A. pintoi fue mas
rapido cuando se asocié con Panicum
maximum que crece formando matojos,
que cuando se asocié con Brachiaria

dictyoneura que es estolonifera.

Justificaciéon. Se encuentra en ejecucién un
estudio de campo en un Oxisol franco-arenoso
de Carimagua para identificar atributos de la
planta que contribuyen al establecimiento
rapido y a la persistencia de nuevas
leguminosas forrajeras en asociacién con
gramineas agresivas. En el ensayo se incluyen
tres leguminosas (A. pintoi CIAT 22160, S.
guianensis CIAT 11833 y S. capitata cv.
Capica), la graminea estolonifera B.
dictyoneura cv. Llanero y P. maximum CIAT

36000, que forma matojos.

Métodos. El ensayo se planté en junio de
1995 como un bloque completo al azar con
arreglo de parcelas divididas (gramineas como
parcelas y fertilizante x leguminosas como
subparcelas). La aplicacién inicial de
fertilizantes se hizo en dos niveles (kg/ha)
(bajo: 10 P, 10 K, 33 Ca, 14 Mg, 10 S; y Alto:




40 P, 40 K, 66 Ca, 28 Mg, 20 S +
micronutrimentos). también se incluyé un
tratamiento de gramineas solas para evaluar el
efecto de la leguminosa sobre el crecimiento de
ellas. Los dos niveles de fertilizacién
permitiran el estudio de la interaccién del nivel
de nutricién con la compatibilidad de las
especies. Como atributos de la planta se
miden la composicién boténica, la produccién
de la parte aérea y de la raiz, la composicién
nutritiva y la absorcién de nutrimentos,
después del pastoreo frecuente.

Cuadro 36. Efecto de la aplicacion inicial de
fertilizantes en la produccién de MS (g/m?2)
y en la composicion botinica (% de
leguminosas en paréntesis) de pasturas de
solo gramineas y asociadas con
leguminosas, en un Oxisol franco-arenoso
de Carimagua,

Fert. Pastura*® Edad de la pastura (meses)
inicial 4 7.5 14.5
Baja Bd 116 814 142

Bd+Ap 148 (1.3)» 68.0(4.3) 118 (4.1)
Bd+Sg  111(35) 136(62) 291 (56)
Bd+Sc  110(22) 78.0(28) 200 (35)

Pm 111 75.2 147
Pm+Ap 116 (0.5) 76.3(8.1) 178 (21)
Pm+Sg  192(34) 122(76) 214 (73)
Pm+Sc  153(30) 81.8(31) 208 (58)

Alta Bd 348 162 135
Bd+Ap  270(1.2) 144 (3.0) 131(12)
Bd+Sg  410(37) 220(59) 254 (53)
Bd+Sc  311(32) 161(27) 215 (49)

Pm 366 155 137
Pm+Ap  241(0.6) 96 (7.5) 195 (30)
Pm+Sg 366 (22) 199 (28) 257 (52)
Pm+Sc 388 (16) 159 (14) 271 (47)

*Bd= B. dictyoneura CIAT 6133; Pm= P. maximum CIAT
36000; Ap= A. pintoi CIAT 22160; Sg= S. guianensis CIAT
11833; Sc= S. capitata CIAT 10280,

a=Epoca seca

Resultados y discusion. Las mediciones de
rendimiento y la composicién botanica de las
pasturas a 4, 7.5 y 14.5 meses después de la
siembra de las gramineas solas y en asociacién
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indicaron que, el establecimiento de A. pintoi
fue mas rapido cuando se asocié con P.
mdximum que cuando se asocid con B.

dictyoneura (Cuadro 36).

Como se esperaba, A. pintoi respondié
mas que las otras dos leguminosas a la
aplicacién inicial del nivel alto de fertilizantes.

Entre las leguminosas, S. guianensis fue mas
vigorosa en crecimiento y domind las
gramineas, en particular, a P. mdximum
durante la fase de establecimiento con
aplicacién inicial baja de fertilizantes.

Subproducto 3.2. Genotipos
identificados y caracterizados
de Brachiaria, Arachis y
Calliandra con tolerancia a la

sequia (J. W. Miles, I. M. Rao, P. J.
Argel, B. L. Maass)

Actividad 3.2.1. Variacion genotipica de
Brachiaria 'y Arachis y tolerancia a la
época seca Aspecto sobresaliente

® Se identificaron dos recombinantes
genéticos de Brachiaria con mejor
comportamiento en la época seca que el

cultivar comercial B. decumbens.

Justificacién. La escasez de forraje en la
época seca se encuentra entre las limitaciones
importantes para la produccién pecuaria en
América tropical. Actualmente se estan
evaluando colecciones de accesiones
seleccionadas de Brachiariay Arachis en

ensayos multilocacionales.

Hasta afos recientes, la coleccién de A.
pintoi en el CIAT se limitaba a no méas de una
docena de accesiones. A principios de los
noventa se recibié un mayor flujo de
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germoplasma de Arachis proveniente de Brasil
(CENARGEN/EMBRAPA). Se inici6, entonces,
un esfuerzo concertado para probar este
germoplasma con el fin de identificar material
con potencial para reemplazar el cultivar
comercial existente, A. pintoi cv. Amarillo (CIAT
17434). Este cultivar se considera bien
adaptado a ambientes hiimedos con mas de
1500 mm de precipitacién anual, pero, a
menudo, se siembra en ambientes menos
humedos como cultivo de cobertura o como
pastura. La persistencia de la leguminosa en
ambientes secos no esta bien docurnentada, en
particular, las lineas nuevas disponibles en el
banco de germoplasma.

El cultivar B. decumbens cv. Basilisk,
ampliamente distribuido, no se desarrolla bien
bajo condiciones secas estacionales. Por tanto,
en épocas secas y hiimedas se realizd un
estudio de campo en un Oxisol de textura

media en Carimagua, Colombia, para evaluar
las diferencias en adaptaciéon edafica y
tolerancia a la sequia entre 55 genotipos de
Brachiaria. También, se probé la hipétesis de
que esta tolerancia es mayor en genotipos
Brachiaria que acumulan mayores cantidades
de carbohidratos no estructurales combinados
con menos cantidades de minerales (contenido
de ceniza) por peso seco de unidad de hojas y
tallos

Métodos

Estudios con Arachis en Colombia. Se
terminaron los ensayos multilocacionales con
accesiones élite de Arachis. Los resultados de
estos ensayos se analizaron para identificar
accesiones con comportamiento
particularmente bueno durante periodos secos.

Siguiendo la multiplicacién inicial, se
establecieron dos conjuntos de ensayos
multilocacionales; el primero, en 1994 con 35

accesiones de Arachis en seis sitios y, el
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segundo, en 1995 con39 accesiones de A.
pintoi en siete sitios (ver informes anteriores).
En ambos conjuntos de ensayos se tuvieron
siete grupos de accesiones comunes. Cada
conjunto planté en seis sitios, variando de
ecosistema desde ladera en el departamento de
Cauca hasta Piedemonte amazénico de tierras
bajas en el Caqueta En los ensayos realizados
en 1995 se incluyd un sitio adicional en CIAT-
Palmira. Se establecieron parcelas de 20 m?
asociadas con B. dictyoneura o B. decumbens y
manejadas bajo defoliacién periédica, mediante
corte o pastoreo frecuente e intenso segin la
disponibilidad de animales. Los datos sobre
rendimiento de forraje, composicién botanica y
produccién de semillas se tomaron durante 2

anos.

Estudios con Arachis en Costa Rica. A
mediados de 1993 se establecieron en la
Escuela Centroamericana de Ganaderia
(ECAG), ubicada en Atenas, parcelas de
multiplicacién de A. pintoi CIAT 17434 y
18744. Este sitio es bosque tropical
subhtimedo a 200 m.s.n.m. 1600 mm de
precipitacién anual entre mayo y noviembre y
6 meses de estacién seca, la temperatura
promedio es de 23.7 °C y los suelos son
Inceptisoles franco-arcillosos de fertilidad
media. En este sitio A, pintoi se defolia
severamente durante la época seca y una
proporcién alta de sus estolones mueren, en
particular, en A. pintoi CIAT 17434. Desde
principios de 1994, 10 meses después de la
siembra, se monitoreé durante 4 afos la
cobertura de plantas al inicio de las lluvias. Se
marcaron al azar cinco repeticiones de 1 m?
cada una, donde se contaron y removieron las
plantulas emergentes a intervalos semanales
durante 1 mes. De la misma manera se midi6

la cobertura en parcelas vecinas.

Estudios con Brachiaria en Colombia.

En Carimagua se evaluaron por resistencia a




- la sequia 43 genotipos de Brachiaria,
incluyendo 43 recombinantes genéticos
seleccionados de una poblacién de
fitomejoramiento, cuatro accesiones parentales
y ocho accesiones de germoplasma. La
aplicacién baja de fertilizante (kg/ha) ,
aplicada durante el establecimiento fue: 40 N,
20 P,20K, 14 Ca, 12 Mgy 12 S. En épocas
seca y humedad se midieron el rendimiento de
forraje, el area foliar, el area foliar especifica, la
absorciéon de nutrimentos en la parte aérea, los
carbohidratos no estructurales en hojas y
tallos, y el contenido de ceniza de hojas y

tallos.

Resultados y discusion

Estudios con Arachis en Colombia. La
segunda serie de ensayos multilocacionales se
terminé en 1997 y los resultados se
encuentran en proceso de analisis. No
obstante, las observaciones preliminares han
permitido identificado varias accesiones que se
comportan mejor que A. pintoi CIAT 17434 cv.
Amarillo y de las que se esta multiplicando
semilla (Cuadro 37). Algunas accesiones
vigorosas como A. pintoi CIAT 22233, 22236,
22238 y 22241 parecen tener una pobre
produccién de semillas y s6lo florecen en pocos
sitios en Colombia, no obstante, pueden ser de
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utilidad donde la propagacion vegetativa es
posible. Los resultados hasta el presente
indican que hay accesiones de A. pintoi
claramente superiores a A. pintoi CIAT 1743 en
rendimiento de MS y persistencia. La
prioridad ahora es distribuir en forma oficial
estas accesiones superiores y asegurar la
adopcién amplia por los productores.

Estudios con Arachis en Costa Rica.
En el Cuadro 38 se muestra el niimero
promedio de plantulas/m? registrado para las
dos accesiones (A. pintoi CIAT 17434 y 18744)
entre 1994 y 1997. Este numero fue de 23
para A. pintoi CIAT 18744 y de 12 para A.
pintoi CIAT 17434 durante el primer afio. El
numero de plantulas aumenté a partir del
segundo afio y siguientes, siendo mayor para
A. pintoi CIAT 17434 que para A. pintoi CIAT
18744. Al final de las observaciones, 1 mes
después del comienzo de las lluvias, la
cobertura del suelo por las plantas fue entre
90% y 95% en el primer afic y de 100% entre
1995 y 1997. Sélo unos pocos estolones
sobrevivieron la época seca, en particular en A.
pintoi CIAT 18744 y la regeneracion de la
poblacién de plantulas ocurrié a partir de

semillas subterraneas.

Cuadro 37. Producciéon de semilla de accesiones selecclonadas de Arachis pintol en Armenia,

Colombia.
Especie Accesiébn  Semilla clasificada  Area Rendimiento  Observaciones
(no. CIAT) (kg) (ha) {kg/ha)

A. pintoi 17434 643 0.25 2572 Primera cosecha
18748 818 0.48 1704 Primera cosecha
18744 727 0.49 1483 Primera cosecha
18744 120 0.09 1333 Segunda cosecha
22160 490 0.49 1000 Primera cosecha
22159 46 0.06 758 Material vegetativo
22155 2 0.01 210 Material vegetativo
18747 7 0.01 690 Material vegetativo
22172 11 0.01 1150 Material vegetativo
18751 10 0.01 1030 Material vegetativo
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Cuadro 38. Nitmero promedio de plintulas/m? y cobertura de suelo (%) de dos accesiones de
Arachis pintoi al comienzo de las lluvias en un sitio tropical subhiimedo en Costa

Rica.
Accesion Afio de observacion
(no. CIAT) 1994 1995 1996 1997
(Nimero promedio de plantulas/m?)

A. pintoi 18744 23 65 196 88
Rango (7-45) (20-111) (168-236) (54-100)

A. pintoi 17434 12 1013 473 1056
Rango (4-26) (816-1270) (350-550) (558-1398)
Fecha de observacién 6/5-6/6 27/3-22/5 8/4-13/5 7/5-4/6
Cobertura de suelo en la
ultima fecha (%) 95 100 100 100

En general, los resultados indican que en un
ambiente subhtiimedo A. pintoi CIAT 17434 cv.
Mani Forrajero Perenne produjo mas
pléantulas/m?2 durante los afios de observacion.

de la época seca es minima., Como ocurre con
la mayoria de las forrajeras, la contribucién
principal de esta leguminosa al animal en
pastoreo es mayor durante el periodo de

Este mayor niimero de plantulas estuvo lluvias.

relacionado con los mayores rendimientos de
semilla registrados con este cultivar en este y
otros sitios. Arachis pintoi CIAT 187440 es
mas estolonifero y forma una alfombra espesa
de tallos (estolones) que pueden obstaculizar el
desarrollo de tallos florales durante la fase de
frutificacién y, por tanto, reducir el niimero de

Estudios con Brachiaria en Colombia.
Se observd variacién genética entre las lineas
de Brachiaria en rendimiento de forraje y
carbohidratos no estructurales, y en contenido
de cenizas en hojas y tallos {Cuadro 39).

Entre los recombinantes genéticos
promisorios, BRN093 /3009 mostré mayores
niveles de carbohidratos no estructurales y de

semillas en el perfil del suelo.

Se encontraron diferencias entre afios en

el niimero de plantulas registradas para cada cenizas en hojas y tallos en la época seca, pero
.2 o las diferencias entre recombinantes genéticos

accesion de A. pintoi, lo que puede estar genet y

. . . sus progenitores, tanto en niveles de
relacionado con almacenamiento de semillas prog ?

. . carbohidrato no estructural como en contenido
en el suelo, manejo de cultivos durante la

estacién lluviosa y la regularidad de suficiente
lluvia durante el periodo de las observaciones

de ceniza, no siempre se asociaron con
diferencias en rendimiento de forraje en la
época seca. Estos resultados preliminares

para estimular la germinacién continua. Pero,
indican que bajo condiciones de baja fertilidad

en cualquier caso el nimero de plantulas
observado mas algiin rebrote que provenia de
los estolones que sobrevivian fue suficiente
para una cobertura total del suelo, 30 dias

en suelos acidos, la tolerancia a la sequia
quizas no esta estrechamente relacionada con
los niveles de carbohidratos no estructurales o

después del comienzo de las lluvias. En minerales en hojas y tallos, tal como se habia

resumen, los resultados indican que ambos postulado, ya que el nivel de suministro de
’

. L . nutrimentos en el suelo puede interactuar con
accesiones de A. pintoi persisten en
- . la tolerancia de Brachiaria a la sequia.
condiciones subhtimedas, aunque su

contribucién a la produccién de forraje al final
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Cuadro 39. Variacién genotipica en carbohidratos no estructurales y contenido de ceniza en hojas y tallos y su
relacién con produccién de forraje entre recombinantes genéticos seleccionados, progenitores y
otras accesiones de germoplasma de Brachiaria, creciendo durante épocas hiimedas y secas en un
Oxisol franco-arenoso de Carimagua, Colombia, :

Genotipo Forraje Carbohidratos no estructurales Contenido de ceniza

(g/planta) (mg/g) (%)
Hojas Tallos Hojas Tallos

Epoca: Humeda Seca Humeda Seca Hameda Seca Humeda Seca Humeda  Seca

Recombinante:

BRN093/1371 175 84 131 156 127 117. 13.1 10.3 8.5 8.4

FM920/1873 220 160 148 167 113 129 11.9 9.8 7.4 9.1

BRN093/3009 234 159 167 218 139 141 12.8 11.6 9.3 9.7

Progenitores:

CIAT 606 246 85 156 176 105 130 9.4 6.9 8.5 9.5

CIAT 6780 343 174 183 155 102 116 11.1 9.3 11.9 9.3

BRUZ/44-02 59 4.7 155 166 128 134 11.1 6.6 9.6 4.9

CIAT 26646 273 139 166 161 107 114 5.3 7.9 5.8 7.4

La utilidad de atributos como niveles de

carbohidrato no estructural, contenido de

ceniza y area foliar especifica para medir

tolerancia a la sequia se estan evaluando auin

mas en experimentos de campo con Brachiaria

y Arachis en Atenas (Costa Rica), donde la

fertilidad del suelo no es un limitante principal

para tolerancia a la época seca. En el Cuadro

40 aparece el listado de germoplasma elite de

Brachiaria y Arachis seleccionado.

Cuadro 40. Listado tentativo de germoplasma

elite de Brachiariay Arachis
identificado en ensayos
agronémicos multilocacionales.

Arachis pintoi Brachiaria spp.

(no. CIAT) (no. CIAT)

18744 16322

18744 26110

22160 26124

22159 26318

22155 16113

18747 1873 y 1737 (hibridos)
22172 -

18751 -

Actividad 3.2.2. Atributos de planta en

genotipos seleccionados de
Brachiaria, Arachis y Calliandra por
tolerancia a sequia (I. M. Rao, J.W.
Miles)

Justificacidon. La identificacidn de los

atributos asociados con tolerancia a la época

seca ayudara en la evaluacion futura de

germoplasma de estos y, quizas, de otros

géneros planta.

Resultados. En 1997 no se realizaron trabajo

en este tema.

Subproducto 3.3. Genotipos de

Brachiaria y Paspalum
identificados y caracterizados
con adaptacion a suelos mal
drenados

Aspectos sobresalientes

La accesién B. brizantha CIAT 26110
sobrevivio en suelos inundados mediante
la produccion de raices adventicias, la
estratificaciéon de raices a lo largo de la
superficie del nivel freatico y el desarrollo
de tejido arénquima en la corteza de la

raiz.
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e El cultivar comercial B. brizantha CIAT
6780 cv. Marandu también sobrevivié a
condiciones de inundacién al desarrollar
tejido arénquima y la estratificacion de
las raices a lo largo de la superficie del

nivel freatico.

e Tanto B. brizantha CIAT 26110 como B.
brizantha cv. Marandu sobrevivieron
mejor en condiciones de inundacién que
en suelos con estrés por falta de agua,;
mientras que B. dictyoneura cv. Llanero
se adapta a cualquiera de estas
condiciones mediante la modificacién de
las células corticales en los espacios
intercelulares y la lignificacién del
cilindro vascular.

e Se liberaron nuevas colecciones de
accesiones de Paspalum para
establecimiento de ensayo de campo en
CIAT-Quilichao.

Actividad 3.3.1. Ensayos de campo para
determinar la variacién genotipica en
Brachiaria y Paspalum para

adaptacion a suelos mal drenados (F. R.

Casola, N. Vasquez, R. A. Gonzilez, C.
Henriquez, P. J. Argel, I. M. Rao, J. W.
Miles)

Justificaciéon. En los Llanos de Colombia y
Venezuela es frecuente la presencia de areas
de sabanas mal drenadas. Las forrajeras
tradicionales como B. decumbensy B.
brizantha no se adaptan bien en estas
condiciones. No obstante, existen algunas
especies de Paspalum que tiene buen
comportamiento. El Banco de Germoplasma
en el CIAT no disponia de ecotipos de
Paspalum adaptados a suelos inundados,
hasta que recientemente se introdujeron
algunos materiales de Brasil.
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La disponibilidad comercial de los
cultivares de Brachiaria ha aumentado durante
el Gltimo decenio, en particular para las tierras
tropicales bajas. Lineas de esta graminea se
adaptan a una variedad amplia de ambientes
incluyendo suelos acidos y mal drenados; sin
embargo, B. brizantha cv. Marandu, reconocido
por su calidad y resistencia a salivazo, es
susceptible a suelos inundados, presentando
una alta mortalidad de plantas y pérdida de
productividad. Existen lineas nuevas de
Brachiaria que estan disponibles, bien sea para
coleccién o para programas de mejoramiento,
por lo tanto, es necesario estudiar y
caracterizar su la tolerancia a condiciones
inundacién, antes de iniciar estudios mas

avanzados.
Métodos

Estudios en Colombia. En un ensayo
multilocacional se establecieron varias
accesiones de Brachiaria, Aunque ninguno de
los sitios se seleccioné por condiciones de
drenaje pobre, se espera hacer observaciones
sobre adaptacién a estas condiciones en
alguno de ellos. En Quilichao se tienen ocho
accesiones de Paspalum en un ensayo de
parcelas pequenas en un sitio mal drenado.

Estudios en Costa Rica. En el Centro
Agronémico Tropical de Investigacion y
Ensefianza (CATIE), Turrialba, (Costa Rica) se
plantaron B, dictyoneura CIAT 6133 cv.

Llanero y de B. brizantha CIAT 16322, 26110y
6780 cv. Marandu en macetas conteniendo
suelo franco-arenoso (pH = 5.3, MO = 7.6%, P
= 3.5 ppmy 0.12 ppm de K) .

Después de 60 dias de crecimiento se
aplicaron en un disefio de parcelas divididas
con tres replicaciones los tratamientos
siguientes de riego: (1) inferior a la capacidad
del campo (estrés por falta de agua), (2)




capacidad del campo, y (3) superior a la
capacidad del campo (inundacién). Las
mediciones se hicieron al inicioy a 9, 18 y 27
dias después de la aplicacién de los
tratamientos. Se midieron: la anatomia de la
raiz; la altura de la planta; el niimero de
macollas; el angulo de la hoja; la insercién de
los tallos; el peso seco de hojas verdes, tallos y
raices; y el material muerto. Durante el
periodo de observaciones las plantas en el
tratamiento de estrés no recibieron agua,
mientras que las condiciones de inundacién se
mantuvieron mediante la colocacién de una
bolsa plastica dentro de la maceta.

Resultados. En Costa Rica, la humedad no
afectd significativamente la altura de la planta,
el nimero de macollas ni el 4ngulo de
insercioén de la hoja en los tallos durante el
periodo de observaciones. Sin embargo, se
observé una tendencia al aumento de macollas
bajo el tratamiento de capacidad de campo.
Después de 20 dias bajo estrés por falta de
agua, B. brizantha CIAT 26110, 16322 y cv.
Marandi mostraron hojas enrolladas y signos
de mortalidad de planta, mientras que B.
dictyoneura cv. Llanero presentd una mejor
supervivencia de plantas. La proporcion de
material muerto; peso seco de raices, tallos; y
hojas verdes fue significativamente (P < 0.05)
afectada por el suministro de humedad.
Brachiaria brizantha CIAT 26110, cv. Maranda
y B. dictyoneura cv. Llanero produjeron
proporciones similares de hojas verdes cuando
crecieron bajo condiciones de capacidad del
campo e inundadas; mientras B. brizantha
CIAT 16322 produjo hojas verdes sélo en
condiciones de capacidad del campo. Esta
ultima accesién no tolerd la sequia ni la
inundacién y, en consecuencia, no se
consideré para los estudios morfolégicos y

anatémicos.

Todas las especies de Brachiaria
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presentaron una alta proporcién de material
muerto bajo condiciones de estrés por falta de
agua. Bajo condiciones de saturaciéon de agua,
B. brizantha CIAT 26110 produjo la proporcién
mas baja de material muerto. Esta accesién
toleré mejor las condiciones de inundacién que
de estrés por falta de agua. El peso seco del
tallo y de la raiz se redujeron
significativamente (P < 0.05) tanto por estrés
por falta de agua como por inundacién, sin
embargo, no se observaron diferencias en peso
seco de la raiz entre especies de Brachiaria. La
respuesta a inundacién fue mas notoria que a
estrés por falta de agua. La anatomia de la
raiz de B. brizantha CIAT 26110 y de B.
brizantha cv. Marandi no se modificé bajo
condiciones de estrés por falta de agua, lo que
puede ayudar a la pobre supervivencia de estos
genotipos. Por el contrario, las plantas de B.
dictyoneura cv. Llanero convirtieron células de
la corteza de la raiz en espacios de aire que
permiten el intercambio de gas entre ésta y el
ambiente. Este cultivar sobrevivié los 27 dias
de tratamiento de estrés por falta de agua.

Bajo saturacién de agua B. brizantha
CIAT 26110, B. brizantha cv. Marandud y B.
dictyoneura cv. Llanero aumentaron
rapidamente sus espacios intercelulares en la
corteza de la raiz seguido de la abundante
formacién de tejido arénquima (adaptacién
anatémica). Ademas, B. brizantha CIAT 26110
empez6 a producir raices adventicias de los
nudos inferiores 9 dias después de iniciar los
tratamientos (Figura 41). Esta accesién y B.
brizantha cv. Marandu estratificaron sus raices
a lo largo de la superficie del agua como un
mecanismo adicional de adaptacién a
condiciones de inundacién (adaptacién
morfolégica). Sin embargo, después de 27 dias
de inundacién, B. brizantha CIAT 26110

mostré sintomas de clorosis general.

90




Informe Annual 1997

pe

Figura 41. Raices adventicias de Brachiaria brizantha
CIAT 26110 formadas en condiciones de
inundacién (CATIE, 1997).

Los mecanismos de supervivencia bajo
saturacién de agua en el suelo de las especies
de Brachiaria en estudio parece ser similar y
estar relacionada con la adaptacién anatémica
y morfolégica, tanto por la formacién de tejido
arénquima en la corteza de la raiz y/o el
desarrollo de raices adventicias. El tejido
arénquima mejora la difusién de oxigeno
atmosférico de la parte aérea a las raices,
mientras que las raices adventicias permiten la
absorcién de agua después de la pérdida del
sistema radicular original y contribuyen a la
absorcién rapida de oxigeno y nutrimentos
desde la columna de agua.

Las raices adventicias son también sitios
de fermentacién alcohélica acelerada que
proveen energia en condiciones anaerébicas.
Las raices adventicias aparecen mas temprano
en B. brizantha CIAT 26110 que en otras

accesiones de Brachiaria y esto pudo ayudar en
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la supervivencia adecuada de la planta en las
condiciones de inundacién impuestas. Sin
embargo, la clorosis observada después de 27
dias de inundacién continua indican que esta
Brachiaria quizas no tolere periodos
prolongados de suelo saturado con agua.
Brachiaria brizantha cv, Marandui también
sobrevivié las condiciones inundadas
impuestas, aunque no formé raices
adventicias. Por lo tanto, la alta mortalidad de
la planta de este cultivar en suelos saturados
de agua debe estar relacionada con otras
causas, como sensibilidad a agentes patégenos

presentes en los suelos.

Los cambios en anatomia de la raiz, como
la formacién de espacios intercelulares bajo
condiciones de déficit de agua y la alta
lignificacién del cilindro vascular bajo
saturacién. Los cambios en anatomia de la
raiz, como la formacién de espacios
intercelulares bajo de agua, fueron los
mecanismos observados en este estudio que le
permitieron a B. dictyoneura cv. Llanero
sobrevivir, tanto en condiciones de inundacion
como de sequia. Esto es interesante, ya que
las plantas tolerantes a inundaciones son, en
general, sensibles a la sequia. Quizas otros
mecanismos no considerados en este estudio
son responsables del buen comportamiento de

esta planta en condiciones de estrés.

Actividad 3.3.2. Coleccién central de
Brachiariay Paspalum con tolerancia
a suelos mal drenados para
multiplicacién de semillas y ensayos
regionales (P. J. Argel, J. W. Miles)

Justificacion. El mantenimiento de una
coleccién central de accesiones de Brachiariay
de Paspalum con tolerancia reconocida a
suelos mal drenados sera un recurso valioso
para grandes zonas de los ecosistemas Llanos
de Venezuela y Colombia, y varzeas en los




Cerrados brasilenos.

Métodos. Se hicieron observaciones iniciales
en ensayos de parcelas pequefias para
confirmar mediante una evaluacién mas
rigurosa el comportamiento de especies
forrajeras en condiciones de drenaje pobre.

Resultados. Se estan identificando varias
accesiones promisorias en condiciones
controlados en Costa Rica.

Discusién. Se espera la identificacién de la
coleccién central de germoplasma y su
confirmacién posterior. Sera posible identificar
una o varias accesiones de Brachiaria con
comportamiento superior bajo condiciones de
mal drenaje. Este resultado requeriria de una
confirmacién posterior en condiciones mas
controladas. Después de la multiplicacién
inicial de semillas, las accesiones de Paspalum
se probaran mas rigurosamente por su
comportamiento agronémico bajo condiciones
de drenaje pobre, posiblemente en uno o varios
sitios de la Costa Norte y en los Llanos
Orientales de Colombia (por €j., en Casanare).

Subproducto 3.4. Genotipos
identificados y caracterizados
de especies de leguminosas
arbustivas con tolerancia a baja

temperatura y a la sequia

Aspectos sobresalientes

e Se registraron diferencias en
rendimientos de MS, capacidad de
rebrote, retencién de hojas en la época
seca y tolerancia al Psyllid (Heteropsylia
cubang), insecto plaga en nuevas

especies y lineas de Leucaena.

e Se encontraron especies de leguminosas
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arbustivas (Rhynchosia, Calliandray
Flemingia) que se desarrollan bien en
zonas de laderas de altitud media.

Actividad 3.4.1. Revisidon de bibliografia
sobre adaptacién de leguminosas
tropicales a bajas temperaturas(B. L.
Maass, J. W. Miles)

Justificacién. Debido al enfoque especial del
CIAT en ecosistemas de ladera localizados a
mayores alturas sobre el nivel del mar, es
necesario disponer de nuevo germoplasma
forrajero adaptado a bajas temperaturas.

Métodos. El enfoque inicial consistira en la
bisqueda de bibliografia.

Resultados. En 1997 no se adelantaron
actividades en este sentido.

Discusidén. Para esta tarea es necesario
disponer de recursos humanos y financieros.

Actividad 3.4.2. Acceso a la coleccién
central de Trifolium en el ILRI (Maass
B.L., C. Guevara)

Justificacién. El género Trifolium contiene
muchas especies perennes y anuales con
adaptacion excelente a ambientes en zonas de
ladera y de baja temperatura. El ILRI tiene
una coleccién grande de germoplasma de
Trifolium recolectado en los altiplanos de Africa
Oriental, en ambientes que deben
corresponder bien con sitios andinos
montafiosos en América del Sur. Gran parte
de este germoplasma se ha probado en Africa y
se han encontrado accesiones promisorias.

Métodos. Se solicitara al ILRI accesiones elite
disponibles en su coleccién y una vez pasen
por cuarentena se liberaran para ensayos de
campo en zonas de ladera de Colombia y en
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otros sitios en América Latina.

Resultados. En 1997 no se adelantaron

actividades en este sentido.

Discusién. Algunas accesiones de Trifolium
ya han sido enviadas al CIAT, pero aun no se
encuentran disponibles para ensayos en el
campo, debido al proceso de cuarentena.

Actividad 3.4.3. Ensayos en el campo para
determinar variacién genotipica para
tolerancia a baja temperatura de
leguminosas arbustivas seleccionadas
{Maass B.L., E. Cardenas, Miles J.W.)

Justificacién. Una amplia variedad de
leguminosas arbustivas ha sido evaluada para
detectar adaptacién a condiciones tropicales de
tierras bajas. Parte de este germoplasma
puede ser de utilidad a mayores alturas sobre

el nivel del mar.

Métodos. Desde 1996 en dos sitios del
departamento de Cauca (Colombia} (1200 a
1600 m.s.n.m) se estan evaluando 51
accesiones que cubren una variedad amplia de
especies y géneros de leguminosas arbustivas.
Las plantas se trasplantaron en parcelas de
una hilera. Estas parcelas han sido
manejadas mediante defoliacion periodica y
medicién del rendimiento de MS y la

persistencia de plantas .

Resultados. Entre las accesiones con alto
rendimiento de MS se encontraron algunas de
Rhynchosia shomburgkii, Calliandra
houstoniana y Flemingia macrophylla {Cuadro
41). Se sabe que F. macrophylla tiene
problemas de palatabilidad, de manera que su
uso como una planta forrajera es limitado. Sin
embargo, puede tener otros usos diferentes
como mejoramiento del suelo y como barrera
para evitar la erosién. Los atributos forrajeros
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de R. shomburgkiiy C. houstoniana estan en

evaluacion.

Cuadro 41 Produccion de MS, incluyendo tallos finos, de
leguminosas arbustivas en dos sitios de ladera
de altitud media. Cauca, Colombia 1997,

Accesiéon Rendimiento Desviacién
(no. CIAT) (MS, estandar
g/planta)

San Vicente (17 de julio)
Especies de drboles

Flemingia macrophylla 17405 532 458
Calliandra houstoniana 20399 426 285
Pueraria wallichi 21076 327 145
Calliandra sp. 21420 326 208
Leucaena diversifolia 17271 305 186
Flemingia macrophylla 19457 302 168
Senna Velutina 18704 291 170
Calliandra calothyrsus 21528 241 143
Senna siamea 20698 178 85
Clitoria fairchildiana 18721 173 86
Acacia farnesiana 21509 170 106
Clitoria fairchildiana 18724 145 137
Flemingia macrophylla 21089 71 99
Ateleia ovata 7362 26 44
Promedio 254 545
Especies arbustivas
R}Lynchosia shomburgkii 19235 483 340
Rhynchosia shomburgkii 20800 364 148
Flemingia macrophylla 21079 105 31
Flemingia macrophylla 18048 72 33
Promedio 309 270

Melcho (31 de julio)
Especie de arboles

Calliandra houstoniana 20399 346 420

Flemingia macrophylla 19457 274 262
Promedio 317 356

Especies arbustivas

Rhynchosia shomburgkii 19235 496 260

Discusién. Se estan identificando accesiones
de leguminosas arbustivas con potencial de
adaptacion a sitios de mayor altitud. Esto
requiere de la multiplicacién y distribucién de
ensayos en fincas localizadas en sitios de
ladera. Aun es necesario determinar su

conveniencia como forrajeras u otros usos.

Actividad 3.4.4. Evaluacion de nuevas
especies de Leucaena en condiciones
subhimedas (P. J. Argel, G. Pérez y A.
Pottinger)




Justificacion . Leucaena leucocephala es una
especie reconocida por la produccién de
madera y forraje de buena calidad. La pobre
adaptaciéon de la especie a suelos Acidos, la
poca tolerancia a la sequia y la sensibilidad al
ataque del insecto Psyllid (Heteropsylla cubana)
son razones suficientes para estudiar una
variedad amplia de nuevas de especies de este
género Recientemente el Instituto Forestal de
Oxford (OFI), en Inglaterra, ha recolectado
especies nuevas en México y Centroamérica.
Estas lineas estan ahora disponibles para
estudio y se justifica caracterizar su rango de
adaptacion y calidad forrajera. Se presentan
resultados preliminares de un ensayo
establecido en Costa Rica.

Métodos. En 1996 se plantaron en la ECAG
(Costa Rica)19 lineas de especies diferentes de
Leucaena. El sitio es un bosque tropical
subhumedo ubicado a 200 m.s.n.m., 1600 mm
de precipitacién anual, temperatura media de
23.7 °C y suelos Inceptisoles de fertilidad
media. La época lluviosa comienza
normalmente en mayo, y la época seca se
extiende entre 5 y 6 meses a partir de
noviembre. La siembra se hizo directamente
en filas colocando dos semillas por sitio
distanciados 0.5 m. Las plantas se ralearon
posteriormente dejando una en cada sitio de
siembra y 10 por parcela. Cada especie se
replicéd cuatro veces. Se midieron la altura y el
didmetro de la planta a los 3.5 meses después
de siembra, y la retencién de hojas y
mortalidad de plantas a los 9.8 meses, al final
de 6 meses de sequia. Once meses después de
siembra, las plantas se cortaron a 50 cm del
suelo y la produccién de MS se midié después
de 8 semanas de crecimiento. La incidencia
del insecto Psyllid y de enfermedades por
hongos se ha sido registrada en intervalos
mensuales. En este ensayo los testigos fueron

una linea seleccionada de L. leucocephala CIAT

Gramineas y Leguminosas Tropicales...Proyecto IP-5

17263, una de C. calothyrsus introducida de
Australia (CPI 115690) y el arbusto nuevo
Cratylia argentea CIAT 18668.

Resultados. Los resultados del primer corte
de evaluacién se presentan en cuadro 42. Diez
lineas diferentes alcanzaron més de 1m de
altura durante los 9.8 primeros meses de
crecimiento; la mayoria de las especies
mostraron fuerte dominancia apical, con la
excepcion de L. pallida 79/92, L. leucocephala
CIAT 17263 y el hibrido 1/95 de Leucaena que
mostraron dominancia apical débil. Se ha
observado considerable variacién en relacién
con el crecimiento de plantas, rendimientos de
MS y tolerancia a la sequia entre especies de

Leucaena (ver Cuadro 42).

La capacidad de rebrote varié
significativamente entre especies después del
corte de uniformizacién. Leucaena
leucocephala glabrata 34 /92 (K636), una
introduccién de Waimanalo (E.U.), presenté el
mayor rebrote (casi 2 m en 8 semanas),
seguida de L. collinsii 52 /88, L. salvadorensis
17/86, L. macrophylla nelsonii 47 /85 y L.
diversifolia stenocarpa 53 /88. El rebrote fue
muy pobre en L. multicapitulata 81/87, L.
esculenta 47 /87, L. trichodes 61 /88, L.
pulverulenta 83 /87 y el control C. calothyrsus
DPI 115690. Durante los 6 meses de la época
seca, las especies L. pallida y L. esculenta
47/87 se defoliaron severamente, mientras que
L. leucocephala glabrata 34 /92 (K636),
Leucaena hibrido 1/95, L. macrophylla nelsonii
47/85 y L. shannonii magnifica 19/84
retuvieron entre 60% y 80% del follaje verde.
Sin embargo, en este sentido el control C.
argentea CIAT 18668 fue mejor y retuvo una
proporcién auin mayor de hoja verde. Se han
observado diferencias en tolerancia a Psyllid,
aunque no se ha registrado mortalidad de
plantas hasta el presente.
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Cuadro 42, Altura de planta, retencién de hojas y produccién de MS de nuevas especies de Leucaena, establecidas en
Atenas (Costa Rica). Promedios de la primera evaluacidn realizada a los 8 meses de crecimiento.

Especies (No.) Altura de la Retencion de Rendimiento MS (g/planta)
planta hojas
(cm)» (%) * Total Aprovechabl

L. collinsii 52/88 169 3.5 91 a* 76 (84)b
L. divers. stenocarpa 53/88 141 3.1 89 a 76 (85)
L.l glabrata 34/92 254 4.4 89 un 72 (81)
C. argentea (CIAT) 18668 119 4.5 86 ab 83 (97)
L. pallida 79/92 119 2.9 74 abc 64 (86)
L. pallida 52/87 130 1.9 71 abce 59 (83)
L. salvadorensis 17/86 154 3.9 69 abc 62 (90)
L. diversifolia 83/92 139 2.8 62 abc 51 (82)
L. pallida 14/96 124 3.1 59 abc 57 (97)
L. “hibrido® 1/95 128 4.0 58 abc 55 (95)
L. esculenta esculenta 47/87 74 1.9 53 abed 49 (92)
L. lanceolata 43/85 115 3.5 48 abcde 45 (94)
L. macrophylla nelsonii 47/85 144 4.1 48 abcde 43 (90)
L. pulverulenta 83/87 87 3.4 44 bede 44 (100)
L. collinsii zacapana 56/88 133 3.4 43 bede 42 (98)
L. leucocephala 17263 91 3.8 43 bede 42 (98)
C. calothyrsus (DPI) 115690 55 2.9 39 cde 36 (92)
L. shannonii magnifica 19/84 124 4.0 34 cde 32 (94)
L. lempirana 6/91 133 3.1 33 cde 33 (100)
L. trichodes 61/88 83 2.5 14 de 14 (100)
L. multicapitulata 81/87 56 2.5 9e 9 (100)

a. Mediciones realizadas 9.8 meses después de la siembra y al final de 6 meses de la época seca en 1997, (Escala de
retencién de hojas: 1= menos del 20%; 2 = 20-40%; 3 = 40-60%; 4 = 60-80% y 5 = > 80%).

**< 0.05

** En paréntesis el porcentaje de MS aprovechable para animales con relacionado a MS total.

En la mitad de la época de lluvias, L.
multicapitulata 81 /87 presenté la mayor
defoliacién causada por el insecto (alrededor de
25% de defoliacién de hojas jévenes).

Leucaena collinsti zacapana 56 /88, Leucaena
hibrido 1/95, L. lanceolata 43/85, L. lempirana
6/91, L. l. glabrata 34/92 (K636), L.
salvadorensis 17/86 y L. trichodes 61/88,
presentaron amarillamiento en hojas jévenes
cubiertas con savia. Las restantes
introducciones han mostrado sélo presencia
del insecto. Se observaron ataques leves del
hongo Camptomeris leucaneae en L. esculenta
47/87, L. pallida 79/92 y 14/96.

Discusion. Las especies nuevas de Leucaena
en evaluacién tienen provenencias diferentes
que incluyen Hawai, México, Guatemala,
Honduras, Panaméa y Ecuador. Se introdujo
una linea compuesta de Australia (L. pallida
14/96).
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Este ensayo forma parte de un conjunto
de ensayos multilocacionales, que se esta
estableciendo en regiones htimedas y
subhumedas de América Latina y el Caribe con
apoy6 de OFI. Estos resultados iniciales
indican que, hay variacién entre las lineas de
Leucaena en tolerancia a Psyllid, rendimientos
de MS, capacidad de rebrote después del corte
y retencién de hojas durante la época
secaLeucaena collinsii 52 /88, L. diversifolia
stenocarpa 53 /88 y L. leucocephala glabrata
34/92 (K636) combinan buenos rendimientos
de MS, rebrote adecuado después del cortar y
alta retencién de hojas, cualidades que son
deseables en cualquier arbusto con potencial
como una planta forrajera. Sin embargo, antes
de sacar conclusiones definitivas es necesario
analizar los resultados futuros de este y otros

ensayo.

Actividad 3.4.5. Multiplicacién de semillas




y evaluacidén regional de la coleccion
central de leguminosas arbustivas por
tolerancia al frio (J.W. Miles)

Justificacion. Una vez se identifiquen
especies y accesiones arbustivas promisoria
por adaptaciéon en sitios con baja temperatura,
debe iniciarse la multiplicacion de semillas
para lanzamiento y promocién de cultivares.

Métodos. Se estableceran en gran escala
parcelas de multiplicacién de semillas, en un
sitio apropiado [por €j., en CIAT-Popayan, a
1.800 m.s.n.m.)

Resultados: En 1997 se multiplicé semilla en
pequena escala de un grupo promisorio de
accesiones de Cajanus cajan Varias
accesiones, y plantas individuales dentro de
ellas, fueron seleccionadas de un ensayo de
campo realizado en Melcho, un lugar localizado
en laderas del Cauca, Colombia. Estos
ensayos se dejaron a polinizacién abierta para

la recoleccién de semilla

Discusién. Los esfuerzos de multiplicacién de
semillas en gran escala deben ir acompafiados
de la identificacién de accesiones promisorias
por tolerancia a temperaturas bajas, en un
amplio rango de especies de leguminosas
arbustivas.

Subproducto 3.5. Interacciones
genotipo:ambiente en el
desempeiio de Brachiaria y
Arachis

Actividad 3.5.1. Ensayos multilocacionales
con las colecciones centrales de
Brachiaria y Arachis (J. W. Miles, B. L.

Maass)

Aspecto sobresaliente
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® Se terminaron ensayos multilocacionales
con Arachis y se tienen ensayos en curso

con Brachiaria.

Justificaciéon. Entre 1991 y 1994 se evalué en
Carimagua una coleccién grande de accesiones
de Brachiaria. De éstas se seleccionaron 18
accesiones, y durante 1995 se multiplicé
semilla de estas dos accesiones testigos y un
numero igual de hibridos.

Métodos. Durante 1996 se establecieron
ensayos multilocacionales para evaluar la
adaptacion de 24 accesiones en un amplio
rango de ambientes. Estos trabajos se
adelantan en colaboracién con CORPOICA,
universidades y participantes en el sector
privado, dentro de un proyecto financiado por
el Fondo Nacional de Ganado. Se han
establecido 11 ensayos que se encuentran en
progreso, en sitios localizados en la Costa del
Norte, el Valle Medio del Magdalena, los
Llanos Orientales y el Piedemonte amazénico.

Resultados. Los resultados de la fase de
establecimiento se presentaron durante una
reunion celebrada en Cartagena y los informes
individuales de cada sitio se compilaron en un
documento de trabajo. Se espera qué ha
principios de 1998 se pueda identificar
plenamente un nimero pequenio de accesiones
elite (entre Sy 6).

Discusién. A medida que se acumulan datos,
serd posible identificar accesiones promisorias
e iniciar la multiplicacién de semillas en gran
escala destinada al establecimiento en 1999 de
ensayos en parcelas grandes y con animales en
pastoreo en fincas. Entre 1996 y 1997 se han
producido cantidades pequefias de semilla de
algunas accesiones, las que pueden utilizarse
para establecer dos ensayos de pastoreo a
principios de 1998. Estos se plantaran,
probablemente, en la region de la Costa Norte
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de Colombia, debido a que alli se necesitan
nuevas opciones de forrajeras y a la
colaboracién institucional brindada para el

desarrollo de este proyecto.

Subproducto. 3.6. Informacién sobre
diversidad genética de
Brachiaria, Arachis y
leguminosas arbustivas
seleccionadas, asociada con
adaptacion ambiental

Aspecto sobresaliente

e [Existe informaciéon sobre isoenzimas tanto

para Brachiaria como para Arachis.

Actividad 3.6.1. Diversidad genética en
germoplasma de Brachiariay Arachis a
través de isoenzimas (B.L. Maass, J.W.
Miles)

Justificacién. La comprension de la
organizacién de la diversidad genética en los
géneros Brachiaria y Arachis ayudara,
por.ejemplo, en la elecciéon de materiales
paternos para un programa de hibridacién y
para seleccionar un banco de germoplasma

basico para ensayos regionales

Métodos. Se han completado anélisis de
isoenzimas de colecciones tanto de Brachiaria
como de Arachis. Los datos estan en proceso

de analisis estadistico.

Resultados Durante 1997 no se desarrollaron

actividades en esta area.

Discusion. Un analisis de los datos requerira
recursos adicionales humanos y financieros.
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Producto 4.

Diversidad de Gramineas y Leguminosas Superiores

Entregadas para Evaluacién

Subproducto 4.1. Liberaciéon y
entrega a productores en
diferentes sistemas de
producciéon de cultivares de
gramineas y leguminosas a
través de los socios en la

investigacion

En el pasado la tarea de evaluacién
multilocacional de acervos genéticos superiores
de gramineas y leguminosas se realiz6
eficazmente a través de redes de investigacién
en Latioameérica y el Caribe (RIEPT) y en Africa
Occidental (RABAOC), pero debido a la falta de
ayuda financiera, estas redes no pudieron
continuar operando. Sin embargo, el
germoplasma forrajero seleccionado en el CIAT
se esta evaluando actualmente con la
participacién de agricultores en el Sudeste
Asiatico a través del Proyecto de Forrajes para
Pequerios Productores financiado por ACIAR y
con sede en el Proyecto de Sistemas del CIAT
(PE-5).

Un objetivo importante del Proyecto de
Gramineas y Leguminosas Tropicales del CIAT
es identificar socios de investigacién en
Latinoameérica y el Caribe que tengan interés en
evaluar gramineas y leguminosas seleccionadas
para programas multipropésito en sistemas de
produccién.

La identificacion de estos socios se esta

realizando través de:

1. La publicacién periédica de listados de
gramineas y leguminosas para usos y

agrosistemas especificos.

2. La distribucién de semilla de gramineas
y leguminosas seleccionadas, segiin las
solicitudes.

3. El establecimiento de vinculos con

proyectos y consorcios del CIAT, que
forman parte de iniciativas de
produccién animal en sistemas de
pequefios productores, por ej.,
TROPILECHE.

4, La busqueda de oportunidades para
proyectos especiales.

Actividad 4.1.1. Establecimiento de
coparticipaciones y vinculos con
consorcios y redes de investigacién
para la entrega de nuevas gramineas
y leguminosas para ensayos en fincas
(C. Lascano, J. Miles, F. Holmann y P.
Argel)

Aspectos sobresalientes

e Entrega de especies forrajeras
seleccionadas a socios a través de consorcios
como TROPILECHE y proyectos de desarrollo
ganadero y pasturas en la regién.

e Lanzamiento oficial en Panama de una
mezcla de accesiones de A, pintoi CIAT
18744 y 17434 como cv. Mani
Forrajero. '

@ Para mayo de 1998 se tiene planeado el
lanzamiento oficial por el MAG en Costa
Rica de A. pintoi CIAT 18744 como cv.

Porvenir.
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En Colombia. Durante 1997 se continub la
evaluacién de accesiones e hibridos
seleccionados de Brachiaria en un rango de
ambientes. Esta investigacién se hace a través
de una de red financiada por FEDEGAN
(Federacién de Ganaderos de Colombia). La red
se desarrolla en 12 sitios e incluye como socios
investigadores en forrajes de CORPOICA
(Corporacién Colombiana de Investigacién
Agropecuaria), dos universidades colombianas y
un productor privado. En este informe se
presenta un avance de los progresos sobre las

actividades de la red de Brachiaria.

En 1996, CORPOICA lanz6 la iniciativa
APlan de Modernizacién de la Ganaderia@ con el
apoyo financiero de COLCIENCIAS y FEDEGAN.,

Durante 1977 se sostuvieron varias reuniones
con los coordinadores generales y técnicos de la
iniciativa para definir las dreas de colaboracién.
Las siguientes actividades se llevaron a cabo
durante el afio como parte de esta colaboracion.

1. capacitacién de investigadores de
CORPOICA en metodologias para
evaluacion de pasturas en fincas,
mediante un taller celebrado en la estacién
CORPOICA-Macagual en el Caqueta,

2. capacitacién de investigadores de
CORPOICA en modelos de simulacién
bioeconémicos para la optimizacién de uso
de recursos alimenticios, y

3. multiplicacién de semillas de gramineas
(B. brizantha CIAT 26110), leguminosas
arbustivas (C. argentea CIAT 18516
y18668) y leguminosas herbaceas
(Stylosanthes guianensis CIAT184 y A.
pintot CIAT 18744) para evaluacién en
fincas. Las semillas (50 kg de cada
accesion) se estan multiplicando en

Atenas, Costa Rica.

También se esta colaborando con la
Regional-2 de CORPOICA en la Costa Norte de
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Colombia en la evaluaciéon de leguminosas
herbaceas y arbustivas para sistemas
ganaderos de doble propdsito en regiones
subhiimedas.

En Perd. La colaboraciéon con instituciones
peruanas data de medianos de los afios
ochenta cuando Pucallpa fue elegido por el
CIAT como un sitio principal para la seleccién
de forrajeras adaptadas a margenes de
bosques. Con la iniciacién del Consorcio
TROPILECHE en 1996, Pucallpa fue
seleccionado como un sitio de referencia de
los trépicos humedos. A través de este
Consorcio se esta colaborando con CODESU,
IVITA, INIA y la Universidad de Ucayali en el
desarrollo de mejores técnicas de
alimentacién basadas en forrajes para
ganado bovino de doble propésito.

Durante 1996 y 1997 las actividades se
concentraron en el establecimiento de
pasturas mejoradas Brachiaria-Arachis en
cinco explotaciones agropecuarias,
establecidas después de diferentes formas de
uso de la tierra: bosque secundario, pasturas
nativos y pasturas de gramineas degradadas.

Ademas, se seleccionaron cinco
explotaciones para evaluar el efecto de S.
guianensis CIAT 184 en el aumento de peso
vivo de terneros predestetados. Los
resultados mostraron que, terneros entre 2.5
vy 3.5 meses de edad con acceso a la
leguminosa ganaron tanto peso como
terneros mantenidos al pie de la madre
durante varias horas al dia (sistema
tradicional en la zona). Ademas, en el primer
sistema la leche para venta fue 1 1t/vaca por
dia mayor que en el segundo. Por tanto, este
sistema de alimentacion basado en
leguminosas podria tener un alto potencial de
adopcién por los agricultores, ya que permite
un mejoramiento en el ingreso por venta de

leche sin afectar el comportamiento del




ternero.

En Costa Rica. En 1996 se inicié la evaluacién
de nuevas alternativas forrajeras dentro del
Proyecto TROPILECHE con la colaboracién de
varias instituciones (MAG, ECAG, CATIE y la U.
de Costa Rica). La regiéon de Esparza en el
Pacifico Central fue seleccionada como sitio de
referencia que representa la Costa del Pacifico
seco estacional de Centroameérica. En siete
explotaciones agropecuarias que colaboran con
TROPILECHE se estan evaluando:

1. Cratylia Argentea y cana de azlcar como
alimento en la estacién seca para vacas en
ordeno,

2.  Stylosanthes guianensis CIAT 184 para
terneros predestetados, y

3. pasturas de B. brizantha-A. pintoi para

vacas en ordeno.

En 1997 fue necesario resembrar las
parcelas de Cratylia debido a problemas de
establecimiento y se planeé introducir Arachis
en las pasturas de Brachiara recientemente
sembradas. Por tanto, se espera que para fines
de ese afio, todas las explotaciones
agropecuarias que colaboran en TROPILECHE
tendran las nuevas alternativas forrajeras
plenamente establecidas y listas para generar
resultados durante 1998 y afios posteriores.

El1 MAG tiene planeado liberar durante
1998 la leguminosa A. pintoi CIAT 18744 como
cultivar Porvenir. Actualmente se esta
multiplicando semilla para apoyar la
distribucién del nuevo cultivar.

En Nicaragua. Desde 1996 se ha venido
colaborando con socios nicaraglienses a través
de un proyecto de desarrollo lechero financiado
por el Programa Mundial para la Alimentacién.
El trabajo, esta vinculado con TROPILECHE a

través de la evaluacion en fincas de nuevas
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alternativas de forrajes para laderas en las
cuencas Muy-Muy y Matiguas de las zonas
subhtimedas de Matagalpa. En 1996 se
seleccionaron cuatro explotaciones
agropecuarias para establecer B. brizantha
cv. La Libertad en asociacién con A. pintoi
CIAT 18744 para vacas en ordefio. Ademas,
se establecieron parcelas de S. guianensis
CIAT 184 y C. argentea CIAT 18516 en dos
explotaciones agropecuarias para uso con
terneros predestetados y para suplementar
vacas de ordefio en las épocas secas,

respectivamente.

Los resultados hasta el presente indican
que los terneros predestetados que pastan en
S. guianensis CIAT 184 aumentaron 300
g/dia en la estacién seca, lo que contrasta
con las pérdidas de peso vivo cercanas al
20% que ocurrieron al final de la época seca

en el sistema tradicional.

En Honduras. En un intento por encontrar
nuevos socios para evaluacion de forrajes en
la regién, se realizd una visita a las
autoridades de DICTA (Direccién de Ciencia y
Tecnologia) en Honduras. La visita fue
oportuna, ya que DICTA habia recibido ayuda
financiera de Japén para establecer un fondo
rotatorio de semillas de forrajeras y estaba
ejecutando un nuevo modelo para
transferencia de tecnologias, que incluye la
participacién significativa de agricultores.
Fue claro que una manera eficaz de
colaboracién del CIAT seria a través de
TROPILECHE, ya que una prioridad del pais
es mejorar la producciéon de leche en las

tierras bajas humedas de la Costa del Norte y

en laderas subhtimedas de Yoro y Danli. Por
tanto, se acordo con las autoridades de
DICTA que el CIAT colaboraria con ellos a
través del su Proyecto PROPASTO (Proyecto
de Pastos y Forrajes), en:
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1. el suministro de semilla basica de
gramineas y leguminosas seleccionadas
para evaluacién en fincas y multiplicacién
en el futuro; 2. en la supervisién directa
por P. Argel, asesor de Proyecto IP-5 y PE-5
en Centroamerica, en el establecimiento de
pasturas mejoradas y bancos de
leguminosa en explotaciones agropecuarias
seleccionadas; y

3. en la capacitacién en metodologias
utilizadas en TROPILECHE para evaluacién

en fincas de nuevos recursos forrajeros.

Para el inicio de los trabajos en este afio,
DICTA adquirié 900 kg de semilla de A. pintoi
maés de 2.5 t de semillas de Brachiaria mejorada;
ademas, P. Argel visité el sitio de estudio en

agosto de este afio con el objeto de:

1. ayudar en la seleccién de explotaciones
agropecuarias colaborativas dentro de los
grupos de agricultores ya establecidos y
que funcionan bajo la supervisién de
DICTA; y

2. definir los componentes forrajeros que se
evaluaran (pasturas de Brachiaria-Arachis,
bancos de Cratylia para uso durante las
épocas secas, y S. guianensis CIAT 184
para terneros predestetados en
explotaciones seleccionadas.

Actividad 4.1.2. Multiplicacién de semillas
de especies forrajeras seleccionadas
para ensayos en fincas (J. W. Miles y P.
J. Argel)

Aspectos sobresalientes

® Contratos para la multiplicacién de
gramineas y leguminosas seleccionadas
con el objeto de mantener el desarrollo de
proyectos ganaderos coordinados por
CORPOICA
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® Contratos para la multiplicacién de
ecotipos seleccionados de A. pintoi para
evaluacién en fincas y para apoyar su
lanzamiento y distribucién en Costa

Rica

® Se multiplicé, para distribucién en
Ameérica Central, semilla basica y
experimental de ecotipos altamente
promisorios de A. pintoi, C. argenteay B.

brizantha

@ Por solicitud de los socios en las
instituciones nacionales, durante el
periodo octubre de 1996 y octubre de
1997, se entregaron 343 kg de semillas
experimental y basica de gramineas y

leguminosas promisorias.

En CIAT-Palmira, Colombia. La
multiplicacién de semillas de gramineas y
leguminosas seleccionadas para apoyar la
evaluacién en fincas y para el prelanzamiento
de cultivares, continud siendo una actividad
importante dentro del Proyecto IP-5. Durante
1997 se contraté con la empresa SEFO-SAM
de Bolivia la multiplicacién de ecotipos
seleccionados de A. pintoi CIAT 18744, 18748
y 22160. Esta semilla se utilizara para suplir
las necesidades del Proyecto Nestlé en
Caqueta y proveer semilla basica para el
lanzamiento de A. pintoi CIAT 18744) en
Costa Rica. Se calcula que para finales de
1997 se tendran disponibles entre 2 y 3 t de
cada uno de estos ecotipos.

Ademas, en 1997 se hizo en Colombia
un importante esfuerzo para multiplicar
nuevas accesiones de A. pintoi, lograndose la
produccién de aproximadamente 3 t de
semilla. Una produccién mas moderada de
accesiones de Brachiaria se obtuvo en CIAT-
Popayan y con Cenicafé en Chinchina, Caldas




(Colombia). Con SEFO-SAM, también se hizo un
contrato para la multiplicacién de semillas a
gran escala de tres nuevas accesiones de A.

pintoi y una de B. brizantha.

En CIAT-Atenas, Costa Rica. La multiplicacién
de semillas de especies de forraje promisorias es
una actividad continua de la Unidad de
Semillas, localizada en la Escuela de Ganaderia
en Atenas, Costa Rica. Los sitios de produccion
incluyen suelos de fertilidad media y
precipitacién bien distribuida con un periodo
seco definido que facilita la cosecha y el
procesamiento de la semilla. La semilla basica y
experimental producida se destinan para époyar
la evaluacién y el proceso de distribucion
regional de nuevas forrajeras promisorias para

usos multiples.

Durante 1997 se produjeron 200 kg de
semilla, gran parte del cual corresponde a C.
argentea CIAT 18516 y 18668 (67 kg),
Centrosema macrocarpum CIAT 25522 cv,
Ucayali (22 kg) v A. pintoi CIAT 18744 (78 kg).
También se produjeron cantidades pequetias de
Panicum maximun, Brachiaria spp., Desmodium
velutinum, S. guianensis y varias lineas de A.

pintoi.

Los campos de multiplicacién se
ampliaron durante 1997 para satisfacer la
demanda adicional de semilla basica de
CORPOICA (Colombia). La Unidad de Semilla
estd comprometida en la produccién de 70 kg de
C. argentea, 150 kg de A. pintoi CIAT 18744 y B.
brizantha CIAT 26110 para apoyar los trabajos
de CORPOICA. Estas forrajeras son altamente
promisorias, han alcanzado un estado de pre-
lanzamiento en Costa Rica y estan en etapas
avanzadas de evaluacion en otros paises de

Centroameérica.

Entrega de semillas. Durante el periodo
comprendido entre octubre 1996 y octubre de
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1997, la Unidad de Semillas recibié 74
solicitudes de 12 paises por semilla
experimental y basica de forrajeras para usos
mualtiples. Se entregaron, en total, 30 kg de
gramineas y 313 kg de leguminosas a
instituciones nacionales en la regién. La
semilla principalmente se destiné a
multiplicaciéon en el pais y para evaluaciones

agron6émicas y en finca.

Subproducto 4.2. Definicién de
nichos para cultivares
seleccionados de gramineas y
leguminosas, segiin el analisis
de las interacciones genotipo x

ambiemte

Actividad 4.2.1. Analisis de datos de
comportamiento de germoplasma de
leguminosas forrajeras en ensayos
multilocacionales (A. Schmidt, B. L.
Maass, B. Hincapié, L. H. Franco, G.
Ramirez, J. W. Miles)

Aspecto sobresaliente

® Seleccion preliminar de nuevas
accesiones de A. pintoi con atributos
superiores en relacién con el cultivar

comercial

Un objetivo importante del Proyecto de
Forrajes es definir nichos ambientales para
cultivares de gramineas y leguminosas
seleccionadas. Para alcanzar este objetivo, se
realizaron ensayos multilocacionales con
leguminosas (A. pintoiy D. ovalifolium) y el
analisis de los resultados se encuentra en
proceso para definir interacciones genotipo x
ambiente. Ademas, hay un ensayo
multilocational en curso con genotipos de

Brachiaria en 12 localidades en Colombia.
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De acuerdo con una evaluacién
preliminar de los resultados de ensayos
multilocacionales con Arachis, se seleccionaron
10 accesiones promisorias para multiplicacién

de semillas y evaluacién posterior en fincas.

Las nuevas accesiones de A, pintoi han
mostrado ser superiores al cultivar comercial (A.
pintoi CIAT 17434) en términos de
establecimiento mas rapido y compatibilidad con
gramineas agresivas. Sin embargo, los
resultados indican diferencias grandes en
rendimiento de semilla entre estas accesiones
en la zona cafetera colombiana(Ver cuadro, 37).

Subproducto 4.4, Comunicaciéon
efectiva de resultados de
investigaciéon a través de
boletines informativos, revistas y

talleres

Aspecto sobresaliente

® Publicacién de un boletin informativo por
el equipo del Proyecto de Forrajes y
continuacién de la publicacién de la revista
Pasturas Tropicales.

Actividad 4.4.1. Circular informativa

Una nueva iniciativa del Proyecto de Forrajes
durante 1997 fue publicar cada 3 meses una
circular dirigida a los socios en la regién
interesados en la investigacién en forrajeras. El
objetivo de la publicacién es informar
acontecimientos recientes en el Proyecto, el
listado actualizado de especies seleccionadas
para diferentes ecorregiones y su uso en
sistemas de produccién, y a anunciar reuniones
internacionales sobre €l tema de forrajes. El
primer niimero traté sobre los objetivos del

Proyecto, las actividades de investigacién y los
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resultados esperados; ademas se incluyé un
listado de germoplasma forrajero para
diferentes usos como barreras de erosién,
cobertura, mejoramiento en barbecho y
alimento para animales. En el segundo
numero se incluyé un resumen del trabajo
con taninos en leguminosas tropicales y una
descripcién de una nueva metodologia de
invernadero para evaluar genotipos de

Brachiaria por resistencia a salivazo.

Actividad 4.4.2. Revista Pasturas
Tropicales (C. Lascano)

Durante 1997 se continud la publicaciéon de
la revista Pasturas Tropicales gracias a una
donacién Gnica de COLCIENCIAS. Se
publicaron tres ntimeros (18(3), 19(1) y
19(2)). Los temas cubiertos en estos
volimenes fueron: agronomia de forrajes,
valor nutritivo, patologia, produccién animal,
rehabilitacién de pasturas y produccién de
éemillas. Las contribuciones provinieron de
instituciones de Brasil, Colombia, México y
Argentina.

La demanda de publicacién en Pasturas
Tropicales esté creciendo a una tasa rapida,
ya que es la Gnica revista en Latinoamérica y

el Caribe especializada en forrajes que tiene
una amplia distribucién internacional. Entre
diciembre de 1996 y agosto de 1997 se
recibieron 39 contribuciones, de las cuales se
publicaron 26. Debido a limitaciones
presupuestales el en Proyecto de Forrajes, se
tiene el reto de continuar la publicaciones de
Pasturas Tropicales en 1998 y afios
siguientes. Para afrontarlo se estan
considerando varias opciones, entre ellas,
aumentar el costo de suscripcién, aceptar
anuncios y cobrar un honorario por la
publicacién de las contribucion.



Gramineas y Leguminosas Tropicales...Proyecto [P-%
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Stylosanthes spp. in South America. (accepted)

Lascano C.E., Avila, P y Ramirez G. 1996. Aspectos metodolégicos en la evaluacion de pasturas en
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Miles, J.W. and M.L. Escandén. 1997. Further evidence on the inheritance of reproductive mode in
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Colombia - Gobierno de Colombia
Mejoramiento de Brachiaria
Mejoramiento de Arachis
Mejoramiento de Stylosanthes
Ecotipos con alta calidad forrajera
Atributos adaptativos a suelos acidos
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José Reinaldo Pareja, Entomologia
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Eduardo Quintero Figueroa, Calidad de Forrajes
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