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RESUMEN. En 1997 se observé un marchitamiento bacteriano en algunas accesiones de Brachiaria del Pro-
grama de Mejoramiento del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT),en Palmira,Colombia,tan-
to en invernadero en Palmira (Valle) como en campo en Puerto Lépez (Meta). Se recolectaron muestras de
Brachiaria CIAT 1015 con sintomatologia tipica de la enfermedad,de las cuales se aislé una bacteria patogéni-
ca identificada como Xanthomonas campestris. Para encontrar fuentes de resistencia a la enfermedad, se eva-
luaron en el invernadero 35 materiales de Brachiaria, entre poblaciones sexuales e hibridos. De éstos, 18 mate-
riales mostraron resistencia.Se realizé un estudio entre materiales susceptibles y resistentes, para confirmar la
relacion de susceptibilidad de Brachiaria con el nivel poblacional de la bacteria en la planta,para lo cual se se-
leccionaron dos materiales, BR97-405 (resistente) y CIAT 1015 (susceptible). Se logré desarrollar una herra-
mienta para evaluar fuentes de resistencia a enfermedades bacterianas en Brachiaria spp. relacionando el nivel
poblacional con la susceptibilidad,lo cual permitira evitar pérdidas causadas por este patégeno en el campo.
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ABSTRACT. Identification of sources of resistance to Xanthomonas campestris in Brachiaria spp. In 1997
bacterial wilting was observed in some the Brachiaria accessions of the Improvement Program of the
International Center of Tropical Agriculture (CIAT),in Palmira,Colombia,both in the greenhouse in Palmira
(Valle) and in the field in Puerto Lépez (Meta). Samples of Brachiaria CIAT 1051 were collected with typical
symptoms of the disease, from which a pathogenic bacterium identified as Xanthomonas campestris was
isolated. In order to find sources of resistance to the disease, 35 Brachiaria materials, sexual and hybrid
populations were evaluated in the greenhouse. Of these, 18 showed resistance. A study of resistant and
susceptible material was performed, to confirm the relation between Brachiaria susceptibility and the
population level of the bacteria on the plant, for which two materials were selected,BR97-405 (resistant) and
CIAT 1015 (susceptible). A tool was successfully developed to evaluate sources of resistance to bacterial
diseases in Brachiaria spp. relating the population level with susceptibility, which will make it possible to avoid
losses caused by this pathogen in the field.

Key words: Brachiaria spp., Xanthomonas campestris, Diseases, Resistance.

Introduccion

El género Brachiaria, de la tribu Paniceae, contiene
aproximadamente 100 especies que crecen en regio-
nes tropicales y subtropicales de los hemisferios
Oriental y Occidental, y se encuentran principalmen-
te en Africa (Renvoize 1987). Siete especies perennes
de origen africano se han utilizado como forraje en
América tropical,Asia, Pacifico Sur y Australia. En la
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actualidad, Brachiaria es el género que contribuye con
mads materiales forrajeros en el tropico, especialmente
en América Central y América del Sur (Miles et al.
1998).

La primera introduccién de Brachiaria en Co-
lombia se remonta a mediados del siglo XIX, cuando
B. mutica llegé en buques de carga. Desde 1955 se
han introducido en Colombia materiales selecciona-



dos de B. brizantha, B. decumbens, B. humidicola 'y B.
dictyoneura. En 1992, las pasturas constituidas por
especies de Brachiaria, asociadas o no con legumino-
sas, contenfan principalmente B. decumbens y B.
humidicola y ocupaban cerca del 92% del area total
dedicada a pasturas mejoradas en la regién de Puerto
Loépez y Puerto Gaitdn, en los Llanos Orientales de
Colombia. En 1995 se habian sembrado en Colombia
aproximadamente 3 millones de hectareas con espe-
cies de Brachiaria, en especial B. decumbens (Miles et
al. 1998).

La marchitez bacteriana es una enfermedad que
ha sido investigada y descrita en especies forrajeras en
Europa, especialmente en el Reino Unido, Noruega y
Bélgica (Egli y Smidth 1982). El principal sintoma de
la enfermedad es la marchitez de las hojas de la plan-
ta, que se inicia con un rayado blanco en los espacios
internervales y contintia con clorosis y necrosis de las
hojas. Los pastos infectados son menos persistentes en
el campo;las plantas jovenes,después de una infeccion
artificial en invernadero, pueden morir en poco tiem-
po. El patégeno originalmente llamado Xanthomonas
graminis, fue reclasificado como un patovar de
Xanthomonas campestris, o sea, como Xanthomonas
campestris pv. graminis (Egli y Smidth 1982).

El primer reporte de marchitez bacteriana en pastu-
ras del género Brachiaria mencionaba a B. mutica como
hospedante alterno de X.campestris pv. vascuolorum, un
patégeno causante de gomosis en cultivos de cafia de
azucar en el sur de Australia (Hughes 1938).

El género de bacterias Xanthomonas (Dowson
1939) se ha descrito como gram-negativa, obligada-
mente aerdbica,constituida por bacilos no fermentati-
vos que pueden ser moviles por un flagelo polar y
pueden producir un pigmento amarillo llamado xan-
tomonadina. Todos los aislamientos reportados de es-
te género han sido asociados con plantas y la mayoria
ha sido relacionada con un hospedante en particular
(Schaad 1988).

En Colombia se observé un marchitamiento, po-
siblemente bacteriano, en diferentes accesiones de
Brachiaria del programa de mejoramiento del CIAT
en 1997, cuando se sembré material proveniente de
semilla de la estacion CIAT-Popayan (Cauca) en los
invernaderos de CIAT-Palmira (Valle) (J.W. Miles,
Comunicacion personal). En 1998 se presentaron sin-
tomas de marchitez, inicidndose con un rayado albino
y clorético a lo largo de los espacios internervales en
las hojas y en estado avanzado se present6 un enrolla-
miento de las hojas similar al causado por condiciones
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de sequia, provocando finalmente la muerte de las
plantas en el invernadero y luego en el campo en
Puerto Lopez (Meta). A partir de ese afio, la enferme-
dad se propagé debido al manejo del cultivo en los in-
vernaderos. A comienzos de 1999, la enfermedad se
encontraba presente en una gran cantidad de materia-
les desarrollados por el programa de mejoramiento de
forrajes tropicales del CIAT. Esto hizo necesario el
desarrollo de una metodologia de seleccién de mate-
rial resistente a la enfermedad para evitar su propaga-
cién en el camposalli la enfermedad es practicamente
inmanejable, dada la extensién de las pasturas y los al-
tos costos que representa su control.

Los objetivos de este trabajo fueron identificar el
agente causal de la marchitez bacteriana de
Brachiaria spp. y estudiar su comportamiento, con el
fin de encontrar fuentes de resistencia entre los mate-
riales desarrollados en el programa de mejoramiento
de forrajes del CIAT,en Palmira,antes de ser llevados
a parcelas comerciales. Esto permiti6 establecer una
metodologia de evaluacion y preseleccion estable pa-
ra los diferentes materiales desarrollados.

Materiales y métodos
Aislamiento
Se recolectaron muestras de Brachiaria CIAT 1015
(un cruce de B. ruziziensis 44-03 con B. decumbens
CIAT 606) del invernadero del programa de mejora-
miento de forrajes del CIAT, cuyas plantas presenta-
ban la sintomatologia tipica de la enfermedad en su
estado inicial, o sea,marchitez en las hojas y lineas al-
binas en los espacios internervales.

De las muestras de hojas se cortaron trozos de 1
cm, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1%
durante 2 min y con etanol al 70% durante 1 min, y
luego se lavaron tres veces con agua destilada estéril
para eliminar el etanol. Una vez desinfectadas las
muestras, se maceraron en un mortero con 1 ml de
agua destilada estéril; del producto de la maceracién
se tomaron voliumenes de 50 ml y se sembraron en un
medio de cultivo de agar nutriente (extracto de carne
3 g, bacto-peptona 5 g, bacto-agar 15 g, agua destilada
1 L Lab Difco, Detroit, MI, EEUU). Las muestras se
dispersaron con un rastrillo de vidrio y un plato gira-
torio con el fin de obtener colonias independientes.
Estas colonias se sembraron separadamente segtn sus
caracteristicas, con el fin de incrementarlas, en cajas
con agar nutriente. A las 24 horas se trasladaron de
nuevo a caldo nutritivo y se incubaron en un agitador
New Brunswick Edison, NJ, USA, durante 17 horas a



200 r.p.m.y 28 °C. De este caldo se tomaron alicuotas
de 750 m, a las cuales se les adicion6 750 ml de glice-
rol estéril al 30% a cada una, y se procedié a guardar-
las a —80 °C (Sambrook et al. 1989).

Inoculaciéon

Se incrementaron las colonias bacterianas a partir de
las células almacenadas en glicerol a —80 °C sobre me-
dio de agar nutriente. Posteriormente, se prepararon
200 ml de caldo nutritivo en un Erlenmeyer de 500 ml
que fue inoculado con las células que se incrementa-
ron sobre el agar nutriente por un periodo de 24 h.Es-
te caldo fue incubado en un agitador (New Brunswick
Scientific. Edison, NJ, USA) a 200 r.p.m. y 28 °C du-
rante 14 h. Después se centrifugéd el medio de caldo
nutritivo durante 15 min a 4000 r.p.m.y 4 °C y se si-
gui6 el siguiente protocolo: Se preparé una dilucién
0.D¢;, = 0,1 de las bacterias en agua destilada estéril
usando un espectofotometro (Spectronic 20,Baush &
Lamb. USA) y se inocularon con él plantas de
Brachiaria 1015, aplicando los siguientes métodos: 1.
Inoculacién de las hojas con aguja:se introdujeron dos
agujas hipodérmicas juntas en la suspensién bacteria-
na para recoger una muestra y se punzo la hoja con
ellas. 2.Introduccién de la raiz en suspensién bacteria-
na durante 12 h y trasplante de la misma a suelo esté-
ril.3.Introduccién de tijeras en la suspension bacteria-
na para cortar las hojas con ellas. 4. Aspersion de la
solucién bacteriana sobre la planta afiadiendo Tween
20 al 5%. 5. Inyeccion de suspension bacteriana en el
tallo de la planta mediante jeringa y aguja hipodérmi-
ca. 6.Inoculacién mediante una prensa que lleva en
una de sus caras una espuma que ha sido remojada
previamente en la suspension bacterial y en la otra
agujas hipodérmicas que también han sido sumergidas
previamente en la suspension bacterial y entre las dos
se prensa la hoja por algunos segundos.

Las plantas inoculadas se llevaron a un cuarto con
humedad relativa entre 60% y 70% y a 27°C por 48 h,
y luego se trasladaron a un cuarto de crecimiento con
las siguientes condiciones:28 a 30 °C,70% HR Yy, foto-
periodo de 12 h;donde permanecieron hasta que apa-
recieron los sintomas de marchitez.

Finalmente, se esper6 la expresién de los sinto-
mas en las plantas para evaluarlas segtin el efecto del
patégeno.

Los testigos se inocularon con agua destilada es-
téril aplicando las metodologias antes descritas y se
inocularon plantas de Brachiaria 1015 completamente
sanas.
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Identificacion taxonémica

Con la bacteria patogénica seleccionada se procedio a
realizar diferentes pruebas bioquimicas, siguiendo la
metodologia de clasificacién de bacterias patogénicas
(Schaad 1988). Estas pruebas permitieron estudiar el
comportamiento bioldgico y quimico del patégeno y
asf facilitar su identificacién.

Evaluacion de resistencia de Brachiaria

Para identificar las fuentes de resistencia en
Brachiaria, se inocularon 35 materiales, los cuales se
evaluaron para detectar la expresién de los sintomas
en condiciones de invernadero. La evaluacién consi-
der6 dos tipos de plantas segun su respuesta: a.Suscep-
tible: si se desarrollaron los sintomas de enrollamiento
de la hoja,rayado clorético y albino a lo largo de la ho-
ja inoculada hasta causar su necrosis 15 dias después.
b. Resistente: si las plantas conservaron una apariencia
sana a los 15 dias después de la inoculacién.

Mutante del patogeno resistente a rifampicina

El propésito de crear este mutante fue marcar la bac-
teria para realizar el estudio de la dindmica poblacio-
nal del patégeno en plantas de Brachiaria spp. El pro-
posito fue evitar errores en el recuento de las unidades
formadoras de colonias al momento del reaislamiento
del patégeno inoculado en las plantas, ya que éstas
pueden contener diferentes tipos de bacterias.

Para obtener la bacteria resistente a Rifampicina,
se realiz6 el procedimiento de evaluacion empleando
el método del gradiente de concentraciones de este
antibiodtico, incrementando la concentracion hasta lle -
gar a 25 pug/ml.

La bacteria resistente o mutante debe conservar
las mismas caracteristicas de la bacteria original, co-
mo ritmo de crecimiento, color y patogenicidad, que
es la capacidad que tiene el organismo para causar da-
fio a la planta. Se compararon la bacteria original y la
mutante, dejandolas crecer en medio liquido a partir
de una concentracién conocida O.D,;=0,01 utilizan-
do para ello un espectofotometro y haciendo observa-
ciones cada hora para la elaboracién de la curva de
crecimiento por medicién de la densidad dptica.

Dinamica poblacional de la bacteria en la planta

Preparacion del inéculo. De las bacterias resistentes
al antibidtico (Rifampicina 25 pg/ml) y guardadas a
—-80 °C en glicerol al 20% se tomé una muestra con un
palillo estéril y se sembré sobre un medio de cultivo
de agar nutriente que contenia la concentracién del



antibidtico a la cual es resistente la bacteria. Esta fue
incubada a 28 °C para incrementarla nuevamente.
Una vez incrementada,se tomaron una o dos colonias
con un palillo estéril y se inocularon con ella 200 ml de
caldo nutritivo més antibidtico, que se incubaron en
un agitador a 200 r.p.m. y a 28 °C. Después de 17 ho-
ras, este caldo fue centrifugado a 4000 r.p.m. durante
15 min y a 4 °C, se descart6 el sobrenadante, y se re-
suspendieron las células en agua destilada estéril y se
llevaron a O.Dg,;= 0,3 en un espectofotometro.
Metodologia de inoculacién. La inoculacion se realizé
en plantas de crecimiento homogéneo de aproximada-
mente 40 dias, usando la técnica de corte del dpice de
las hojas con tijeras que fueron previamente sumergi-
das en el inéculo. En cada planta se inoculd la segun-
da hoja mas joven de la planta.

Cuantificacion de la poblacion de la bacteria en las

plantas. Se evaluo el desarrollo del patégeno calculan-

do el nimero de unidades formadoras de colonias

(CFU) en plantas susceptibles y resistentes durante 13

dias.Estos datos se graficaron (CFU vs tiempo,en dias).

Para evaluar el crecimiento y la multiplicacion de
la bacteria dentro de la planta, se procedié de la si-

guiente manera, del dia 1 al 13:

- Se tomo la hoja inoculada (ldmina foliar completa)
de la planta, se dividi6 en partes de 1 cm de largo y
se desinfect6 la superficie; luego se macerd en un
mortero con 1 ml de agua destilada estéril, toman-
dose 100 pl para realizar diluciones seriadas hasta
llegar a 10°10,

- Se tomaron muestras de 10 pl de cada valor de la di-
lucién y se sembraron en cajas de Petri sobre medio
de cultivo PDA (Potato-Dextrosa-agar) que contenia
el antibiético Rifampicina 25ug/ml; se usaron cuatro
muestras de cada dilucién. Después de 48 h,a 28 °C,
se contaron las colonias individuales que se formaron
y se llevaron luego a un volumen total de 1 ml, para
obtener asi el dato total de cada hoja evaluada.

Relacion patégeno-planta. Para establecer los esta-

dos de desarrollo de la sintomatologia de la enferme-

dad se establecié una escala visual de severidad de
sintomas en la planta. La escala utilizada fue la si-
guiente: 0= Planta sana el dia de la inoculacién. 1=

Inicio del desarrollo de necrosis en el sitio del corte.

2= Presencia de lineas cloréticas internervales alrede-

dor del sitio de corte. 3= Lineas clordticas presentes
en las hojas, las cuales a veces tratan de cerrarse. 4=

Necrosis presente en el sitio de inoculacién y desarro-

llo de sintomas en el resto de la hoja. y 5= Muerte de

la hoja inoculada.
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Analisis estadistico

El ensayo se ajustd a un diseflo completamente al azar
con dos tratamientos: accesion susceptible y accesion
resistente. Se evaluaron tres plantas por dia de cada ti-
po de accesion. Las evaluaciones se realizaron duran-
te 13 dias, iniciando media hora después de haber sido
realizada la inoculacién. Se utilizaron 78 unidades ex-
perimentales. El analisis estadistico se hizo por com-
paracién de medias empleando el programa SAS.

Resultados y discusion

Metodologias de inoculacién
Mediante las pruebas de patogenicidad se determiné
que de las metodologias de inoculacién evaluadas la
mas eficiente fue el corte del dpice de la hoja con tije-
ras previamente sumergidas en una suspension de in6-
culo de concentracién conocida, porque al utilizarla se
obtuvieron los sintomas observados originalmente en
las plantas que se encontraron afectadas en campo e
invernadero. Con este resultado, se procedié a identi-
ficar el agente causal de la enfermedad mediante prue-
bas bioquimicas, determindndose Xanthomonas
campestris (Bergey et al. 1984) (Fig. 1y 2).

Sintomas de marchitez bacteriana en el campo.

Figura 1.

Figura 2. Sintomas de marchitez bacteriana en plantas ino-
culadas en el invernadero.



Fuentes de resistencia en Brachiaria spp.
De los 35 materiales de Brachiaria evaluados se deter-
mind resistencia en 18 materiales evaluados (Cuadro 1).

El desarrollo de resistencia es la medida mas im-
portante para el control de la marchitez bacterial. Las
metodologias de inoculacion para evaluar poblaciones
de especies de plantas hospedantes han sido desarro-
lladas utilizando ciclos de seleccion recurrente para
forrajes como el centeno y forrajeras de diferentes gé-
neros, inoculadas artificialmente en invernadero con
un aislamiento altamente agresivo de X.campestris pv.
graminis (Michel 2001).

La metodologia de corte con tijera para la selec-
ciéon de materiales resistentes a marchitez bacterial
permitio la evaluacion de los materiales de Brachiaria
spp.que mostraban resistencia para llevarlos al campo.
El corto tiempo en el que se muestran los sintomas y
las facilidades de manejo de material hacen de esta
metodologia una alternativa de evaluacion eficiente.

Mutante del patogeno resistente a Rifampicina
Después de evaluar la resistencia de la bacteria a dife-
rentes concentraciones del antibidtico se selecciono la
concentracion de 25 ng/ml. Al exponer la bacteria a
esta concentracién no sufrié cambios ni en sus carac-
teristicas morfoldgicas ni en las patogénicas. Tampoco
presento diferencias significativas en cuanto al ritmo
de crecimiento (Fig. 3).

En trabajos anteriores de dindmica de crecimien-
to de X.campestris en hojas de diferentes cultivares de
arroz, se apreci6 la aplicabilidad de obtener aisla-
mientos de bacterias resistentes a antibioticos, ya que
de este modo se realiza una evaluacion sin la interfe-
rencia en el conteo con bacterias que se encuentran en
la planta en el momento de la inoculacién o que se de-
sarrollan en ella, como sapréfitos dado el efecto de la
muerte de los tejidos por la invasiéon de la bacteria
causante de marchitez bacterial (Barton-Willis et al.
1989).

Dinamica poblacional de la bacteria en la planta

En los tres primeros dias de la evaluacién, se obser-
v6 un comportamiento homogéneo tanto en el mate-
rial resistente como en el material susceptible, al no
presentarse diferencias significativas en el desarrollo
de la poblacién bacterial (Fig. 4) A partir del cuarto
dia se observaron diferencias significativas; encon-
trandose una poblacién mayor de la bacteria en el
material susceptible CIAT 1015. Este incremento de
poblacién continué presentando diferencias signifi-

45

Cuadro 1. Materiales de Brachiaria que fueron evaluados
para encontrar fuentes de resistencia a X.campestris.

Genotipo Origen del material Reaccion
ala
bacteria
BR 97 NO/ 0047 Seleccién, poblacion sexual, 1997 R

BR 97 NO/ 0082
BR 97 NO/ 0155
BR 97 NO/ 0383
BR 97 NO/ 0402
BR 97 NO/ 0405
BR 97 NO/ 0457
BR 97 NO/ 1143
BR 97 NO/ 1173
BR 97 NO/ 2965
BR 98 NO/ 0709
BR 98 NO/ 0773
BR 98 NO/ 1251
BR 99 NO/ 4015
BR 99 NO/ 4016
BR 99 NO/ 4099
BR 99 NO/ 4132
BR 99 NO/ 4138
BR 99 NO/ 4278

Seleccion, poblacion sexual, 1997
Seleccion, poblacion sexual, 1997
Seleccion, poblacion sexual, 1997
Seleccion, poblacion sexual, 1997
Seleccion, poblacién sexual, 1997
Seleccion, poblacion sexual, 1997
Seleccion, poblacion sexual, 1997
Seleccion, poblacion sexual, 1997
Seleccion, poblacion sexual, 1997
Hibrido, sexual
Hibrido, sexual
Hibrido apomictico
Hibrido apomictico
Hibrido, sexual
Hibrido, sexual
Hibrido apomictico
Hibrido, sexual
Hibrido, sexual

nwoTTnHLVOnITnNnITONIITONITONITDODITONOO®M

BRUZ4X/ 4402  B. ruziziensis, tetraploide sexual
FM 9503/ 46/024 Hibrido apomictico
CIAT 606 B. decumbens cv. Basilisk
CIAT 679 B. humidicola cv. Tully
CIAT/ 1015 B. ruziziensis tetraploide x
B. decumbens CIAT606
CIAT 6133 B. humidicola cv. Llanero R
CIAT 6294 B. brizantha, accesion CIAT R
CIAT 6780 B. brizantha, accesion CIAT S
CIAT 16322 B. brizantha, accesion CIAT R
CIAT 16488 B. brizantha, accesion CIAT S
CIAT 26110 B. brizantha, accesion CIAT R
CIAT 26124 B. brizantha, accesion CIAT R
CIAT 26318 B. brizantha, accesion CIAT R
CIAT 26556-G B. brizantha, accesién CIAT R
CIAT 36061 Hibrido apomictico S
"precomercial”
CIAT 36062 Hibrido apomictico S

R =resistente, S = susceptible

cativas entre los dos materiales hasta el dia 13, cuan-
do culminé la evaluaciéon. El mayor grado de dife-
rencia significativa entre los materiales CIAT 1015 y
BR 97-405 se observd a partir del dia octavo, incre-
mentandose la poblacién de X. campestris. Sin em-
bargo, s6lo se observaron los sintomas en CIAT
1015, material en el que la bacteria causé la muerte
de las plantas.
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Figura 3. Curva de crecimiento comparativa entre X. campestris original y X. campestris mutante.
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Figura 4. Dindmica poblacional de X.campestris en Brachiaria spp. en escala aritmética.

BR 97-405, por su parte, permiti6 el desarrollo de
la bacteria a niveles no patogénicos, lo que indica que
este material de Brachiaria puede ser clasificado co-
mo resistente.

Este resultado evidenci6 la relacién entre resis-
tencia y nivel poblacional de la bacteria en la planta,
lo cual se confirmé al cuantificar la poblacién bacte-
riana dia a dia en plantas de Brachiaria spp. suscepti-
bles y resistentes a la marchitez bacterial.

Relacion patégeno-planta
La escala visual definida (Fig. 5) permiti6 establecer
una metodologia para la evaluacién de materiales
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promisorios de Brachiaria spp. inoculados con la bac-
teria y determinar los materiales susceptibles y resis-
tentes a la enfermedad,de acuerdo a los niveles de re -
sistencia mostrados por las plantas en el invernadero.
Esto es muy importante para que los materiales utili-
zados en el campo sean aquellos que se han identifica-
do como resistentes. En Colombia, la enfermedad no
ha causado problemas a nivel de campo, pero dado la
extension de tierras sembradas de Brachiaria y la im-
portancia de la actividad ganadera, y la poca factibili-
dad de control de este patégeno en el campo, la pre-
venciéon mediante la selecciéon de materiales
resistentes a la enfermedad es una medida prioritaria.



Figura 5. Escala para evaluar el desarrollo de los sintomas de marchitez en las plantas susceptibles de Brachiaria spp.
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