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RESUMEN

Stylosanthes capitata (Leguminosae) es una especie de importancia en la
vegetacion de sabanas de Venezuela. Esta especie perenne, que extiende su rango
de distribucién hacia el subtrépico de América del Sur (10°N-22°S), se ha
reportado solamente en Brasil y Venezuela. Es resistente a la sequia, pudiendo
aumentar el periodo de crecimiento hasta nueve meses en climas con sequias bien
definidas. Debido a la importancia econdmica y ecoldégica de esta leguminosa
forrajera, a su presencia de acuerdo a patrones estacionales, y a la relevancia de la
propagacion in vitro como herramienta de utilidad en la conservaciéon de recursos
filogenéticos, es importante desarrollar un proceso de propagacion in vitro éptimo
para la especie que permita su disponibilidad todo el afio. Para el ensayo se uti-
lizaron como explante yemas florales, y como medio base, sales de Murashige &
Skoog (1962), enriquecido con vitaminas como tiamina (5 mg/l), mioinositol (100
mg/l) y acido nicotinico (1mg/l). Adicionalmente se afiadié sacarosa (30 g/l) como
fuente de carbohidratos y agar (8 g/I) como sustancia gelificante. Se emplearon dos
concentraciones de BA (Bencilaminopurina) como fuente de citocinina (0,25 y 0,50
mg/|) para la fase de inicia-cién, observandose en la concentracién de 0,50 mg/I los
primeros cambios morfogéneticos a los 60 dias de la siembra de los explantes. En
la fase de multiplicacion se utilizaron dos concentraciones de citocinina, 0,50 mg/l y
1 mg/l. Esta Ultima concentracidn paraliza la evolucidn de los explantes y reduce el
numero de brotes por explante. En la etapa de enraizamiento, al utilizar 0,50 mg/I|
de IBA (&cido indolbutirico) y eliminar la citocinina se obtuvo un desarrollo
adecuado del sistema radical. Las plantulas obtenidas fueron aclima-tadas y
trasladadas con éxito a condiciones de vivero.
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In vitro propagation of Stylosanthes capitata Vogel: a species of great
forrage potential

ABSTRACT

Stylosanthes capitata (Leguminosae) is a species of great importance in the
vegetation of savannas of Venezuela. This perennial species which extends its
range of distribution toward the subtropical area of South America (10°N-22°S),
has been reported only in Brazil and Venezuela. It is resistant to drought, being
able to extend its growing period to nine months in climates where droughts are
well defined. Due to the ecological and economic importance of this forage legume,
and the use of in vitro propagation as a tool of utility for the conservation of
phytogenetic resources and its presence according to seasonal periods, it is of
importance to develop an optimum process of in vitro propagation for this species
that allows its availability all year around. For testing purposes floral buds as ex-



plants, and Murashige & Skoog (1962) salts as base medium supplemented with
vitamins as thiamine (5 mg/l), myoinositol (100 mg/l) and nicotinic acid (1 mg/I)
were used. Addi-tionally sucrose (30 g/l) as source of carbohydrates and agar (8
g/l) as gelling medium were added. Two concentrations of BA (Bencilaminopurine)
were employed as source of cytokinin (0.25 and 0.50 mg/l) as the initiation phase.
The first morphogenetic changes ap-peared after 60 days of the explants initiation
at the concentration of 0.50 mg/l. In the mul-tiplication phase two concentrations
of cytokinins were used (0.50 mg/l and 1 mg/l), at higher concentration of this
hormone (1 mg/l of BA) the evolution of the explants is pa-ralyzed and the number
of buds by explant is reduced. In the rooting phase when 0.50 mg/l of IBA
(indolbutiric acid ) were used and no cytokinin in the medium an adequate develop-
ment of the radical system was obtained. The obtained seedlings were then
acclimated and transferred with success to greenhouse conditions.
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INTRODUCCION

La mayoria de las leguminosas forrajeras son originarias del trépico, con un elevado
numero de cultivares, tanto autéctonos como introducidos. Constituyen una fuente
importante de proteinas; tienen la caracteristica de albergar bacterias en sus
raices, las cuales toman el nitrdgeno del aire, lo fijan al suelo y las plantas lo toman
en forma de solucién nitrica (Guzman 1996).

El uso de las leguminosas arbéreas o hierbas anuales y perennes, en sistemas
silvopastoriles, constituye una alternativa econdmica, al disminuir el costo de
alimentacién animal si se trata de leguminosas herbaceas. En
Venezuela, Stylosanthes capitata es una especie herbacea de importancia en la
vegetacion de sabanas. Diversas especies de Stylosanthes han sido utilizadas con
éxito en asociacidon con gramineas, entre las que se pueden nombrar Stylosanthes
guianensis, S. macrocephala, S. capitata, S. scabra y S. humilis (Grof 1985).

Una de las especies que ha generado resultados exitosos en la suplementacion de
la alimentacion animal es S. capitata, donde se observa aumento en el peso del
ganado y mayor numero de hembras prefiadas (Tergas et al. 1984; Thomas et
al. 1992). Debido al valor econémico y ecoldgico de esta forrajera, a la relevancia
del empleo de la propagacion in vitro como herramienta de utilidad en la
conservacion de recursos fitogenéticos (Pence et al. 2002; Engelmann & Engels
2002), y a la presencia de esta especie de acuerdo a patrones estaciona-les, es de
interés desarrollar un proceso de propagacién in vitro éptimo, con miras a obtener
un recurso forrajero de manera continua a lo largo del afo, de gran calidad y vigor
(Montaldo et al. 1989; Trujillo 1999). Aunque en otros estudios se sefiala
aS.capitata como altamente prolifica en la produccion promedio de semillas
(Fergunson et al. 1983; Edye 1987), en el ambiente natural donde se llevo a cabo
este estudio exhibe baja tasa de regeneracion, lo cual respalda el desarrollo de esta
investigacion.

El objetivo de la presente investigacién es desarrollar un proceso de propagacién in
vitro 6ptimo para S. capitata que permita la obtencion de altos indices de
multiplicacion con la finalidad de conservar y proteger especies potenciales de las
sabanas, ademas de lograr la disponibilidad de la especie todo el afo.
MATERIALES Y METODOS

1. Propagacion in vitro de Stylosanthes capitata



a. Material vegetal

Las plantas de la especie en estudio fueron colectadas en la Estacion Experimental
La Iguana (Santa Maria de Ipire, estado Guarico) y trasladadas al vivero del
Instituto de Estudios Cientificos y Tecnoldgicos (IDECYT), para asegurar la
disponibilidad de material vegetal durante el desarrollo de las experiencias
planteadas.

b. Desinfecciéon del material vegetal

Se utilizaron como explante yemas florales. Para la desinfeccion de éstos, se
realizaron dos lavados sucesivos de 5 min cada uno, en una mezcla jabonosa (50%
v/v) bajo agitacion. Posteriormente, fueron enjuagados con agua corriente, y
sumergidos en una solucion yodada al 50%, agitando en una plancha magnética
por un periodo de 5 min, con tres lavados consecutivos de agua destilada. Luego
fueron sumergidos en una soluciéon de cloro comercial al 80% por 5 min aplicando
vacio, y posteriormente trasladados a la camara de flujo laminar, donde se
realizaron tres lavados con agua estéril para proceder a la iniciacion.

c. Etapa de iniciacion

Para iniciar la propagacion in vitro se emplearon 20 explantes por tratamiento
(yemas provenientes de material parental seleccionado en campo). Los explantes
fueron colocados en medio nutritivo constituido por sales de Murashige & Skoog
(1962), enriquecido con vitaminas como tiamina (5 mg/l), mioinositol (100 mg/l),
acido nicotinico (1 mg/l) y sacarosa (30 g/l) como fuente de carbohidratos, agar (8
g/l) como agente gelificante, y la fuente de citocininas fue BA (Bencilaminopurina)
en dos concentraciones diferentes (Tabla 1). El pH del medio se ajusté a 5,8 con
una solucién de NaOH (1N), posteriormente fue servido en alicuotas de 30 ml por
envase en frascos de vidrio de 500 ml, que luego fueron esterilizados. Después de
la siembra, los explantes permanecieron en cdmara de crecimiento, expuestos a luz
continua (70 UE/min2.seg).

Tabla 1. Concentraciones de BA (mg/l) utilizadas en la fase de iniciacion de 5. capitata.

Tratamiento BA (mg/l)
A 025

B 0.5
Control 0

d. Etapa de multiplicacién

Esta etapa se llevé a cabo utilizando los mismos tratamientos de la etapa de
iniciacion, pero se incrementd la concentracién (Tabla 2). Los explantes
permanecieron en camaras de crecimiento, expuestos a luz continua (70
UE/min?.seg).
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Tabla 2. Concentraciones de BA (mgT) whlizadas en la fase de multiplicacion de 5. capifaia.

Tratamiento BA (mg/1)
A 0.5

B

Control 0

e. Etapa de enraizamiento

Para el enraizamiento se probaron tres medios, basados en sales de Murashige &
Skoog (1962) al 100% de concentracion, enriquecidos con tiamina (1 mg/l),
mioinositol (100 mg/l), acido nicotinico (20 mg/I), sacarosa (30 g/I) y agar (8 g/I)
como agente gelificante. Como suplemento hormonal se utilizéd acido indolbutirico
(IBA) y acido indolacético (AIA) en concentracion de 0,50 mg/l para inducir el
proceso (Tabla 3). Los explantes permanecieron en cdmaras de crecimiento,
expuestos a luz continua (70 UE/min?.seq).

Tabla 3. Tratamientos utilizados para el enraizamiento de plantulas de 5. capifata.

Tratamiento IBA (mg/1) ATA (mgl)
A 0.3 0.5

B 0.3 ]

C 0 0.5
Control 0 0

f. Etapa de aclimatacion

Las vitroplantas fueron transplantadas a vasos plasticos que contenian una mezcla
de tierra y arena en proporcién 2:1, previamente esterilizada. Estos envases se
colocaron en cajones de aclimatacién en ambiente con humedad relativa de 85% y
temperatura de 27°C. Las vitroplantas fueron sometidas durante la primera semana
a fotoperiodos cortos de 30 min, tres veces al dia. En la segunda semana, los
periodos de luz se incrementaron a 2 h tres veces al dia, y en la tercera semana las
plantas fueron sometidas a fotoperiodo de 8 h por dia. Posteriormente, las plantas
fueron trasladadas a condiciones de vivero.

2. Analisis estadistico

El diseno experimental se baso en la evaluacion de diferentes tratamientos en cada
etapa del proceso de propagacion in vitro de la especie en estudio.

Para establecer si existen diferencias significativas entre los tratamientos aplicados
se realizé un ANOVA para cada etapa del proceso de propagacién in vitro con un
nivel de significancia de 95%, y si existian diferencias, se aplico el coeficiente de
correlacion de Tukey (Siegel 1974; Chacin 1999), para determinar cual de los
tratamientos es diferente.

RESULTADOS Y DISCUSION
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Durante la etapa de iniciacion de S. capitata se pudo evidenciar que la
concentracion de 0,5 mg/l de BA indujo mayor respuesta de los explantes a los 60
dias de cultivo, encontrandose que el 70% de los mismos mostraron produccién
abundante de callo organogénico, mientras que al usar 0,25 mg/l de BA (Tabla
4; Fig. 1) se encontré 10% de respuesta y poca produccion de callo sobre los
explantes. Los andlisis estadisticos realizados indican que las diferencias entre los
tratamientos son estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tabla 4. Porcentaje vy caracteristicas de la respuesta morfogenica de los explantes duran-
te la etapa de iniciacion en el proceso de propagacion in virre de 5. capitata.

Tratamiente BA (mgl) % de explantes con Presenciadecallo Observaciones

respuesta positiva a Organogenico
los 60 dias de cultivo
A 0.25 10 + Callo verde sin
presencia de brotes
E 0,50 70 +++ Callo verde sin
presencia de brotes
Control 0 0 - Sin respuesta

{-) Ausencia de callo, (=) Poca presencia de callo, (+++) Abundante callo. Las diferen-
cias entre los tratamientos son estadisticamente significativas (F = 6,166; p < 0,05).

Fig. 1. Callo organogénico in vitro de S. capitata (4X).

Godwin et al. (1987) encontraron que para obtener cultivos de callos y brotes en
forma exitosa en Stylosanthes scabra,se deben utilizar concentraciones de BA en un
rango superior (entre 1,0 - 2,0 mg/l) a las utilizadas en esta experiencia. No
obstante, en este estudio se plante6 el uso de concentraciones menores de
reguladores de crecimiento, con el objeto de optimizar los recursos empleados en el
proceso de propagacion in vitro, ya que al disminuir la concentracion de hormonas
usadas los costos son menores. Los resultados de Godwin et al. (1987) difieren de
los obtenidos en esta investigacion, probablemente debido a las concentraciones de
citocinina presentes en el tejido empleado en este estudio, lo cual podria estar
asociado a la variedad utilizada. Esto es respaldado por estudios que sefialan que el
proceso de propagacion in vitro es definitivamente particular para cada especie
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vegetal, e inclusive para variedades o cultivares dentro de una misma especie
(Ishikawa & Evans 1995; Pérez-Ponce 1998; Garcia 2001).

Diferentes trabajos de investigacion sefialan que el tipo de explante, su estado
fisiolégico y las caracteristicas de la especie son factores que influyen en la
respuesta morfogenética del tejido (Ishikawa & Evans 1995; Pérez-Ponce 1998;
Garcia 2001).

Colmenares & Jiménez (2003) sefialan que en banano cv. Grand Nain (AAA) del
subgrupo Cavendish multiplicados en 2,5 mg/l de BA, ha sido reportado un indice
de multiplicaciéon de 2,1 para medio sdlido y 5,2 en sistemas de inmersion
temporal. Para meristemos de banano FHIA-18, bajo condiciones similares, se
obtuvieron 60 brotes por meristemo a través de sistemas de inmersién temporal,
mientras que en medio soélido lograron obtener 12 brotes por explante inicial
cultivado, lo que indica que los indices de multiplicacién son dependientes del
cultivar (Colmenares & jimenez 2003).

También se ha sefialado que la combinacion de reguladores de crecimiento puede
promover mayor respuesta de los explantes en S. scabra(Godwin et al. 1987).
Dichos investigadores encontraron que al utilizar una concentracién de 2 mg/|l de
BA en combinacion con 1 mg/l de ANA y concentraciones de IBA que oscilaron entre
0,50 - 1,50 mg/Il, obtuvieron mejor respuesta morfogenética en S. scabra.

En la etapa de multiplicacién se observé que al incrementar la concentracién de BA
a 1 mg/l, se reduce significativamente el porcentaje de explantes con presencia de
callo organogénico. También se encontré menor nimero de brotes por explante en
los medios con esta misma concentracién (Tabla 5; Fig. 1 y 2), mientras que al
pasar los explantes a medio fresco pero con la misma concentracion de BA, se
incremento significativamente la respuesta morfogenética y el nimero de brotes
por explante. Los analisis estadisticos realizados indican que las diferencias entre
los tratamientos para esta etapa son estadisticamente significativas (p < 0,05).

Tabla 5. Numero promedio de brotes v porcentaje de explantes con callo organogénico
en la fase de multiplicacion en la propagacion i vifre de 5. capitara.

Medio Concentraciones % de explantes con  N® promedio Observaciones
de BA (mg/l) callo organogénico de brotes
A 1 5 0,25=042 Callo compacto verde
con escasos brotes
B 0,50 80 20+1.2 Callo compacto verde

con numerosos brotes
C Control 4] 0 Sin respuesta

Las diferencias entre los tratamientos son estadisticamente significativas (T =30,009; p=0,03)
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Fig. 2. Brotes en la fase de multiplicacion in vifro de S. capitata (4X).

Se ha sefialado que, durante la fase de multiplicacién, la proliferacién de explantes
en el cultivo in vitro puede lograrse con el uso de sustancias reguladoras del
crecimiento como componentes principales de un medio de cultivo previamente
establecido y un manejo adecuado del proceso in vitro. Los explantes al ser
divididos y cultivados nuevamente en medio fresco inducen nuevos brotes,
operacion que se repite hasta lograr la cantidad de propagulos deseados para pasar
a la fase de enraizamiento (Villalobos 1990). Pérez-Ponce (1988) igualmente sefala
que la formacion de yemas adventicias se estimula en el momento que los callos
organogénicos son divididos, pero a diferencia de los resultados obtenidos en este
estudio, se consigue una mejor respuesta si los segmentos del explante se
transfieren a otro medio fresco con una concentracidn mayor de citocinina a las
utilizadas en la etapa de iniciacion. Estos resultados pueden explicarse debido a la
presencia de concentraciones enddgenas del tejido utilizado como explante. Las
plantas no se limitan a aumentar en masa y volumen, sino que se diferencian, se
desarrollan y crean una variedad de células, tejidos y érganos, lo cual se logra a
través de la conjuncion de numerosos factores internos y externos, donde la
concentracion de los reguladores de crecimiento o fitohormonas y el balance entre
ellos juegan un papel determinante (Fonnesbech 1974; Welander 1977; Abbott
1978; Ishikawa & Evans 1995).

El proceso de enraizamiento es fundamental para la supervivencia de las plantas in
vitro, al permitir la adecuada adaptacidon al ser transferidas al suelo. En esta
investigacion se encontrd que la concentracion de 0,5 mg/l de IBA promovié mayor
respuesta de las plantulas de S. capitata al enraizamiento, donde el 80% de las
mismas presentaron el sistema radical bien desarrollado (Fig. 3). En el tratamiento
con 0,5 mg/l de AIA el porcentaje de enraizamiento alcanzé 40%, y se obtuvo
menor respuesta al usar simultdneamente y en igual concentracién los dos
reguladores de crecimiento empleados (Tabla 6; Fig. 4). Los andlisis estadisticos
realizados indican que las diferencias entre los tratamientos son estadisticamente
significativas (p < 0,05).
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Fig. 3. Brotes enraizados obtenidos in vifro de S. capitata (4X).

Tabla 6. Porcentaje de enraizamiento en diferentes tratamientos aplicados a 5. capifaia.

Tratamientos Concentraciones de IBA (mg/l) % de plantulas que
v ATA {mg/T) presentaron enraizamiento
A 0.501BA v 0,50 ATA 40
B 0,30 IBA 80
C 0,50 ATA &0
Control 5in hormonas 20

Las diferencias entre los tratamientos son estadisticamente significativas (F=3.00; p = 0.03)

Fig. 4. Plantas micropropagadas de S. capitara en la fase de aclimatacion.



En diversas investigaciones se ha destacado el efecto promotor de las auxinas en el
proceso de rizogénesis y el antagonismo de éstas con las concentraciones de
citocininas en el desarrollo de este proceso (Barba 1978; Margara 1988; Villalobos,
1990; Bandurski et al. 1993). Adicionalmente se ha sefalado que la presencia de
AIA o IBA en el medio de induccion de callo contribuye de algdn modo a
contrarrestar el efecto inhibitorio del BA en la aparicion de raices (Barba 1978).

Una vez superada la fase de enraizamiento de las plantulas de S. capitata, en fase
de aclimataciéon se obtuvo alta tasa de supervivencia ubicada en un 80%, entonces
se puede decir que este proceso fue exitoso bajo las condiciones establecidas. La
aclimatacién es trascendental debido a las caracteristicas particulares que
presentan las plantas producidas in vitro. Estas pueden presentar un desarrollo
anormal en la zona de transicién entre la raiz y el tallo, con conexiones vasculares
débiles, generando problemas en la absorciéon y circulaciéon de agua desde las raices
al tallo, lo cual puede corregirse con adecuada aclimatacion. En otras ocasiones las
raices que crecen en agar son defectuosas, carecen de pelos radicales y suelen
presentar necrosis al transplantar las plantulas, lo que provoca retraso en el
crecimiento de la planta. Ademas, las plantas producidas in vitro presentan poca
lignificacion, y desarrollo cuticular y estomatico incompleto, lo que requiere
condiciones especiales de aclimatacién antes de su traslado al campo.

En la fase de aclimatacion se pretende que las plantas que han crecido in vitro y
gue por lo tanto, sélo han estado expuestas a un microambiente con minimo estrés
y Optimas condiciones para la multiplicacion de las plantas, se adapten a
ambientes ex vitro donde el crecimiento es autotrofo y las condiciones no son
asépticas, y factores como luz, temperatura y humedad no estan controlados. Por
esto, la necesidad de desarrollar sistemas de adaptacién in vitro, induciendo
fotoautotrofia mediante incrementos de la tasa de CO,y de radiacién en los
envases de cultivo, a objeto de mejorar la calidad de la planta, los niveles de
produccion y los costos del proceso de micropropagacion. De igual manera, se debe
controlar el proceso de adaptacion evitando al maximo la pérdida de agua y
consecuente-mente la deshidratacién en plantas debido, entre otros aspectos, a
que bajo las condiciones de cultivo in vitro hay una considerable disminucién o
ausencia total de ceras en la cuticula de las hojas, situacién que las hace mas
susceptibles de deshidratarse (Grout 1975).

El proceso de propagacién in vitro de S. capitata desarrollado en esta investigacién
permitira la utilizacion de la especie en programas de conservacion de colecciones
de recursos fitogenéticos. El uso de la propagacion in vitro puede fortalecer
investigaciones relativas al establecimiento de colecciones de recursos
fitogenéticos, permitiendo obtener mayor numero de muestras, y por lo tanto
disponer de diversidad genética proveniente de las expediciones para recoleccién de
material (Pence et al. 2002; Engelmann & Engels 2002).

Las técnicas de propagacion in vitro de especies vegetales pueden constituir una
herramienta de utilidad para resolver problemas asociados con la colecta de
germoplasma. Esta técnica es especialmente (til para el trabajo con material
vegetal ubicado en sitios remotos, cuyas semillas no se encuentran disponibles en
abundancia, o presentan problemas de viabilidad in vitro. También permite la
disponibilidad de germoplasma dentro y fuera del pais donde se encuentra la
coleccién (Pence et al. 2002).

Esta manera de obtener un nimero elevado de plantas de S. capitata en periodos
relativamente cortos, puede favorecer el area de la agroecologia y de produccion
animal, donde se requiere la obtencion de este recurso forrajero durante periodos
criticos o de manera continua a lo largo del afo. Por ser una leguminosa, esta



especie reviste especial connotacion ecofisioldgica, agrondmica y econdmica,
fundamentalmente por la fijacion de nitrégeno a través de nddulos que posee el
sistema radical, lo cual le confiere valor determinante para procesos agricolas
donde puede ser usada, tales como sistemas de labranza conservacionista o en
forma directa como abono verde.
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