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COMPLEMENTARIEDAD Y DIFERENCIAS EN METODOS DE ANALISIS QUIMICOS PARA
LA DETERMINACION DE COMPUESTOS DE LA PARED CELULAR DE TALLOS DE LOTUS
TENUIS Y BOTRIOCLOA LAGUROIDES

En la zona de la Pampa inundable, se ubica una de las principales regiones de

cria de ganado vacuno de la Argentina. La misma se encuentra cubierta
mayoritariamente por pastizales naturales que se hallan sometidos a estreses como ser
sequias e inundaciones periodicas que conjuntamente con el pastoreo continuo y
selectivo (estrés bidtico) provocan alteraciones en su estructura. Entre las especies
forrajeras de importancia para la ganaderia en este ambiente con restricciones se
destacan Lotus tenuis y Botriocloa laguroides. Cada estrés, sea de origen abidtico o
biotico, activa una serie de respuestas que permiten la adaptacion de las plantas a esa
condicién. Si bien es poco lo que se sabe, actualmente se encuentra documentado que la
herbivoria produce cambios sistémicos en la biosintesis y degradacion de los diferentes
biopolimeros que constituyen las paredes celulares.
El objetivo del presente trabajo es el de estimar complementariedad y diferencias en
métodos de analisis quimicos utilizados en la determinacion de compuestos de la pared
celular de muestras de tallos de Lotus tenuis y Botriocloa laguroide pastoreadas y sin
pastorear a lo largo de su ciclo de crecimiento. Se analizaron muestras de tallos secas y
molidas obtenidas del Establecimiento El Grillo, Partido de Tapalqué, Prov de Buenos
Aires. Sobre las mismas se realizd por una parte la determinacion de fibra detergente
acido (%FDA) y de lignina (%Lig/FDA) por el método de Van Soest (Ankom
Tecnology), considerados como “métodos tradicionales”, es decir, los habitualmente
utilizados en Nutricion animal. Por otra parte se realizaron extracciones secuenciales
con solventes y agua caliente para obtener la pared celular y sobre ese material se
realiz6 la determinacion del contenido total de hidratos de carbono por el método del
fenol-acido sulfurico (Dubois et al. 1956) y el contenido de 4cidos urdnicos por el
método de Filisetti-Cozzi et al. (1991) considerados como “métodos no tradicionales”
en este trabajo, por ser utilizados habitualmente en trabajos de investigacion, y no para
controles de rutina, siendo mas trabajosos, pero mas detallados. Las determinaciones
quimicas de contenido de azucares totales y contenido de 4cidos urdnicos utilizadas en
este ensayo, contribuyeron a una mejor caracterizacion de la especie Lotus tenuis a
utilizarse como forrajera, ya que permitieron detectar diferencias debido al pastoreo que
no se evidenciaban con los resultados de las determinaciones de %FDA y % lignina. En
el caso de Botriocloa laguroide esta complementariedad metodolégica no se observo,
seguramente debido al menor contenido de pectinas que caracteriza a las Poaceas.
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I. Introduccion

En la zona de la Pampa inundable, también conocida como Cuenca del Salado,
se ubica una de las principales regiones de cria de ganado vacuno de la Argentina. La
misma se encuentra cubierta mayoritariamente por pastizales naturales, que se hallan
sometidos a sequias e inundaciones periddicas, determinantes de situaciones de estrés
salino que, conjuntamente con el pastoreo continuo y altamente selectivo provocan
alteraciones en su estructura y funcionamiento (Deregibus y Soriano, 1981). Entre las
especies forrajeras de importancia para la ganaderia en este ambiente con restricciones
se destacan Lotus tenuis y Botriocloa laguroides.

Lotus tenuis es una especie adaptada tanto a suelos bajos e inundables como a
aquellos con alto contenido en sodio y con periodos de inundaciones y sequias ciclicas
(Carrillo, 2003). L. tenuis se encuentra naturalizado en la Cuenca del Salado y es una de
las pocas leguminosas estivales de valor forrajero con las que se puede trabajar en
ambientes de este tipo. Entre los atributos que pueden explicar el éxito de su
propagacion se citan la variabilidad genética de sus poblaciones, la plasticidad
fenotipica de las plantas, su tolerancia al anegamiento y la dispersiéon por animales
(Vignolio y Fernandez, 2006).

B. laguroides es una Poacea de tipo fotosintético C4 que ha despertado atencion
en los ultimos afios principalmente por su plasticidad, encontrandose en el tapiz natural
de practicamente todos los ambientes productivos de la Argentina segiin relevamientos
hechos por el INTA para su Inventario de Forrajeras. Caracterizan a este recurso su
rusticidad, adaptacion a regiones semidridas tropicales y subtropicales con lluvias de
verano, resistencia a la sequia, alta persistencia, y un patrén de crecimiento
eminentemente estival (Veneciano et al., 2004).

El aprovechamiento potencial que hagan los rumiantes en pastoreo de estas
especies forrajeras dependerd esencialmente de su composicidon quimica, primero
respecto a la disponibilidad de los componentes de la pared celular y del contenido
celular y segundo a la presencia de estructuras orgéanicas e inhibidores que impidan o
limiten la disponibilidad de los componentes de la pared y del contenido celular con los
que se encuentran asociados (Van Soest, 1994). Aproximadamente del 35 al 80 % de la
materia orgénica de los tejidos vegetales estd contenida en la pared celular (Jung, 1995).
Las paredes celulares vegetales son estructuras complejas y dinamicas compuestas
fundamentalmente por polisacaridos de alto peso molecular, glicoproteinas y lignina
(Somerville, et al 2004), y sus propiedades dependen de los polisacaridos que las
componen y de la manera en la que se encuentran interconectados para formar la
estructura tridimensional de la pared celular (Jarvis, 2011).

El principal componente en la alimentacion del ganado vacuno en Argentina es
el forraje obtenido directamente en pastoreo (Elizalde y Riffel, 2013). Segun calculos de
Elizalde, el 91,9% de los requerimientos totales de una ganaderia de ciclo completo con
terminacion a corral son aportados por los forrajes de volumen, en los cuales, como ya
se ha mencionado, la pared celular es el principal componente. En este tipo de
alimentacion tanto el consumo voluntario como la digestibilidad del alimento
consumido se ven altamente influenciados por la composicion de la pared celular, y més
precisamente, del grado de lignificacion de la pared, concepto que sera motivo de
discusion mas adelante en este trabajo. El mejoramiento genético vegetal y los



genetistas moleculares estdn interesados en aumentar la calidad de los forrajes, pero
requieren de la guia de la ciencia animal para conocer qué caracteristicas de las plantas
deben ser modificadas para lograr el progreso deseado en la produccién animal (Buxton
and Casler, 1993).

En alimentaciéon animal, normalmente se utiliza el término “fibra”~ como
equivalente a pared celular, sin embargo, es conveniente analizar con mayor
profundidad el significado concreto de cada uno de estos términos. La fibra es un
producto analitico que tiene ciertas caracteristicas nutricionales y abarca a aquellos
componentes del forraje que tienen baja solubilidad en un sistema especifico de
solventes y son relativamente menos digestibles que el almidon (Jung, 1995). Por otro
lado, la pared celular es una estructura bioldgica compleja que contiene varias
moléculas diferentes cuya biosintesis es controlada por enzimas y regulada por genes
(Iiyama et al., 1993). Si las herramientas de la genética molecular van a ser empleadas
para mejorar la calidad de los forrajes, entonces la fibra e incluso el contenido total de
pared celular, no son indicadores convenientes de la calidad forrajera (Jung, 1995). De
estos conceptos es que surge la necesidad de encontrar y validar, métodos analiticos mas
especificos para determinar la composicion de la pared celular de las especies de
importancia del tapiz natural, en este caso de la Cuenca del Salado como lo son Lotus
tenuis y Botriocloa laguroides.

A. Efecto de las condiciones de estrés sobre la pared celular.

En su habitat natural, las plantas encuentran estreses multiples que las afectan
simultaneamente. Cada estrés, sea de origen abidtico como bidtico, activa una serie de
respuestas que permiten la adaptacion de las plantas a esa condicion (Ryan 2000). Las
plantas constantemente modifican sus patrones de crecimiento para ajustarse a los
cambios medioambientales. El estrés ocurre cuando un agente estresante induce un
cambio fisioldgico, que produce una reduccidén en el crecimiento, un cambio en el
metabolismo o una combinacién de todas ellas. Por otro lado, las condiciones de estrés
bidtico, como la herbivoria producida por insectos u otros animales genera una serie de
respuestas a nivel vegetal que dependeran del bioagresor que se trate. Las respuestas
seran de indole constitutiva o inducida. Las respuestas constitutivas o estructurales
incluyen barreras fisicas como ser ancho de cuticula, composicion de la pared celular y
presencia de metabolitos secundarios que inhiben la alimentacion, tasa de reproduccion
o el desarrollo de los herbivoros (Walling 2000).

Las respuestas inducidas también varian de acuerdo al bioagresor de que se trate y
dependen de mecanismos de activacion directos e indirectos que incluyen la sintesis
hormonal y la sintesis de metabolitos secundarios. Las defensas quimicas producidas
pueden ser entre otras: alcaloides, terpenos, compuestos fenolicos y acetilénicos. Estos
compuestos quimicos inducidos pueden actuar interfiriendo en el metabolismo animal, o
bien aumentando la resistencia de las plantas frente a herbivoros afectando la atraccion
o aversion al consumo (Van Soest 1994; Zavala 2006; Zavala et al. 2008). Si bien es
poco lo que se sabe, actualmente esta bien documentado que la herbivoria produce
cambios sistémicos en la biosintesis y degradacion de los diferentes biopolimeros que
constituyen las paredes celulares (Giordanengo et al. 2010). Existen estudios que
relacionan la composicion de carbohidratos (pectina) de la pared celular vegetal con la
deposicion de calosa en la pared como factores importantes en la susceptibilidad de las
plantas al ataque fungico (Dreyer 1987; Vorwerk et al. 2004). La relacion pectinas-
calosa, también puede tener importancia en la interaccion planta-insecto (Dreyer 1987;
Botha 2004).



Las plantas han desarrollado en el tiempo estrategias anatomicas y quimicas para
resistir adversidades abioticas y bidticas. A diferencia de los animales, las respuestas
inmunologicas de las plantas frente a los distintos tipos de estrés se basan en la
respuesta de cada célula y sefiales sistémicas emanadas de los sitios afectados (Jones y
Dangl, 2006; Dangl y Jones, 2001; Ausubel, 2005). Gran parte de estas resistencias se
deben a sus paredes celulares, cuya funcion es darle forma, rigidez, resistencia mecanica
y protecciéon frente a organismos patogenos, depredadores y adversidades
medioambientales (Buxton, 1993; Brett y Waldron, 1990; Somerville, et al 2004). El
aumento de la produccion de defensas quimicas esta regulado por fitohormonas, como
etileno y acido jasmonico (AJ) que modulan una serie de respuestas. Al AJ se lo asocia
generalmente con las respuestas de las plantas a estreses bidticos y abioticos,
incluyendo déficits hidricos y herbivoria (Zavala et al., 2008; Balbi et al. 2008;
Sanchez-Rodriguez et al 2010). El dafo foliar incrementa la acumulacion de la hormona
vegetal acido jasmoénico (AJ) en la células de las plantas, disminuyendo su crecimiento
y aumentando la acumulacion de metabolitos secundarios de defensa (Roger y
Campbell, 2004; Ellis et al., 2002; Howe y Jander, 2008; Browse, 2009). La aplicacion
exdgena de AJ, como metil jasmonato, ha demostrado su efecto negativo sobre el
crecimiento de las plantas, y positivo sobre la biosintesis de celulosa, y a su vez,
incrementa la produccion de compuestos fendlicos y antinutritivos (Zavala et al.,
2004a, b; Howe y Jander, 2008 Neupane & Norris, 1990; Sharma & Norris, 1991;
Hoffmann-Campo et al., 2001). Debido a esto podrian encontrarse variaciones en la
composicion de las paredes celulares pastoreadas versus las no pastoreadas que podrian
afectar el posterior aprovechamiento de las especies en pastoreo.

B. Importancia nutricional de la Pared Celular

Los animales rumiantes han evolucionado con la habilidad de utilizar como
recurso nutritivo el material vegetativo de las plantas (Hofmann, 1989). El rumen
permite la utilizacion de forrajes a través de una relacion simbidtica con
microorganismos capaces de fermentar polisacaridos de la pared celular de las plantas
que no son susceptibles a la hidrolisis enzimatica de los mamiferos (Hungate, 1966). El
principal aprovechamiento de la pared celular durante la digestion ruminal es como
fuente de energia, no obstante, buena parte de la importancia nutricional de la misma
radica en el efecto que su presencia causa sobre la digestibilidad total del material y el
consumo voluntario de los animales. La reduccion en la proporcion de pared celular
podria mejorar la ingesta y la densidad energética de los forrajes; aumentando la
digestibilidad de la pared celular se podria mejorar la disponibilidad de energia (Jung y
Allen, 1995).

La pared celular se encuentra constituida principalmente por polisacaridos,
proteinas, y lignina (Aman, 1993). Mientras que todas las paredes celulares comparten
ciertas caracteristicas quimicas basicas, existen fuertes diferencias entre los tejidos
vegetales en concentracion, composicion y organizacion estructural de la pared celular
(Jung, 2012). Las diferencias entre varios tipos celulares en la composicion y estructura
de la pared celular podria reflejar diferentes necesidades de elasticidad, movilidad de
distintos tipos de iones en la pared o equilibrio con respecto a la sefializacion de
patdgenos (Somerville et al., 2004).

A continuacién se buscara dar una descripcion sintetizada de la composicion de
la pared celular para las familias de las especies en estudio, Lotus tenuis y Botriocloa
laguroides, asi como también su patron de variacion a través de su ciclo de vida
buscando su relacion con el potencial de aprovechamiento animal. Para una



caracterizacion mas completa de la estructura molecular de la pared celular vegetal ver
Carpita y Gibeaut (1993).

C. Polisacaridos de Pared Celular

Los polisacaridos de la pared celular de los forrajes son complejos difiriendo
extensamente en propiedades fisicas y efectos nutricionales (Graham et al., 1990). El
desarrollo de métodos de analisis mas sofisticados y exactos para el andlisis de los
polisacaridos de la pared celular vegetal se debe a que se ha comprendido que estos no
solo son componentes de rendimiento energético, sino que también pueden controlar la
utilizacion de otros componentes de las dietas (Aman y Graham, 1990).

La celulosa es el componente més abundante de la pared celular y esta
compuesta exclusivamente de cadenas lineares de -D-glucosa. La molécula extendida
forma una cinta plana, la cual adquiere rigidez por los enlaces de hidrogeno intra e
intermoleculares. Estos enlaces de hidrégeno producen una disposicion cristalina
regular de la cadena de unidades de glucosa, que controla las caracteristicas fisicas y
quimicas de la celulosa (Aman, 1993).

El resto de los polisacaridos de la pared pueden agruparse en dos grupos,
hemicelulosas y pectinas (Jung, 2012). Las hemicelulosas son un gran grupo de
polisacaridos compartiendo basicamente la propiedad de poder ser extraidos de las
paredes utilizando soluciones alcalinas y de ser capaces de enlazarse a la celulosa por
multiples enlaces hidrogeno (Albersheim et al., 1984). Incluyen xilanos, xiloglucanos y
mananos (Aman, 1993). Somerville et al. (2004) indica que las hemicelulosas son
polisacaridos ramificados, conteniendo un esqueleto de azucares neutras, que pueden
formar enlaces de hidrégeno con la superficie de las fibrillas de celulosa.

Las pectinas son un conjunto de polisacaridos atin més diversos, compartiendo la
propiedad de ser solubles en soluciones acuosas de quelantes de calcio, como el acido
oxalico (Jung, 2012). Este grupo de polisacéaridos se encuentra en la [dmina media de la
pared celular primaria y son mas abundantes en dicotiledoneas que en las
monocotiledoneas. Las pectinas se caracterizan por la presencia de acidos urdnicos
como principales componentes (Somerville et al., 2004). En ambas, dicotiledoneas y
monocotiledéneas, se han caracterizado estructuralmente tres polisacaridos,
ramnogalacturonano I, ramnogalacturonano II y homogalacturonano (O'Neill et al.,
1990). Se ha propuesto que las pectinas son importantes para el control de la porosidad
de la pared, la adhesion de células continuas y en el control del ambiente 16nico de la
pared celular (Somerville et al., 2004). Mcneil et al. (1984) indica que las pectinas
sirven como moléculas de reconocimiento que sefialan el desarrollo de respuestas
adecuadas a organismos simbioticos, patdgenos e insectos.

D. Lignina

No es objeto de este trabajo ahondar en la problematica de la definicion de la
lignina, sino dar una descripcion de la misma aplicable a la nutricion de los rumiantes
en pastoreo. En este sentido, es preciso considerar a la lignina como un polimero de
alcoholes hidroxicinamilicos depositados en la pared celular, al que se le pueden enlazar
acidos fenodlicos y no fendlicos durante la reaccion de radicales libres que conduce a su
polimerizacion (Jung y Allen, 1995). La complejidad estructural de la lignina y las
dificultades que se encuentran en su aislamiento y estudio estructural debido a su
insolubilidad e inercia quimica hacen que se convierta en un desafio lograr definirla en
forma abarcativa y coherente en unas pocas lineas. Seglin el punto de vista desde el que
se encare su estudio se pueden encontrar diversas formas de definirla que se relacionan



con la metodologia utilizada para su aislamiento y/o caracterizacion. A su vez, los
distintos métodos de laboratorio que buscan aislar la lignina de una muestra de material
vegetal, arrojan un extracto que contiene distintos residuos, de modo que existe una
definicion para la lignina del método de Klason, otra para la lignina del método de fibra
en detergente acido y conceptos como el de lignina principal (Van Soest, 1994).

E. Metodos analiticos para caracterizar la Pared Celular

En alimentacion animal existen dos métodos tradicionales para caracterizar la
calidad nutricional de los forrajes: el método de Weende y el de Van Soest. Si bien
ninguno de los dos es preciso en términos bioquimicos ambos han demostrado su
utilidad principalmente a la hora de formular raciones.

El método de Weende es el mas difundido por su simpleza se basa en la
extraccion de un residuo llamado Fibra bruta (FB) a través de hidrolisis acida y bésica.
La FB abarca una mezcla de lignina, celulosa, cutinas y otros componentes que
comparten la caracteristica de ser indigestibles para la gran mayoria de los
monogastricos domésticos y, por tanto, es para la alimentacion de estos animales que es
de utilidad ya que esta fraccion no serd aprovechable dependiendo del animal que la
consuma.

Residuo de Fibra Analizado Polimeros de la PC
FDA LDA (2) Ligninas
FDN ) FB
@) Q) Celulosa
Hemicelulosas

Pectinas

(1): de acuerdo con la técnica de Weende (Henneberg y Stohmann, 1864).
(2): Procedimiento secuencial de Van Soest: FDN = fibra detergente neutro; FDA =
fibra detergente acido; LDA = lignina detergente acido (Van Soest et al.,, 1991).
*Adaptado de Gidenne y Lebas (2002)
Figura 1: Métodos gravimétricos para la determinacion de fibra en alimentacion animal

Sin embargo, al evaluar la calidad nutritiva de las especies forrajeras destinadas
a alimentacion de rumiantes se utiliza el método de Van Soest, ya que se obtiene una
caracterizacion mas precisa de la fraccion fibra, diferenciando aquellos constituyentes
aprovechables de los no aprovechables para los animales poligastricos. Por este método
se obtienen los parametros de fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido
(FDA) y lignina (Lig/FDA). La técnica se basa en el fraccionamiento de la pared celular
y en la obtencion de un residuo de fibra libre de contaminantes como proteinas, a través
de la actividad combinada de detergentes (neutro y luego acido). El valor FDN contiene
hemicelulosa, celulosa y lignina, luego con el lavado con detergente acido se elimina la
hemicelulosa y se llega al valor de FDA que abarca lignina y celulosa. Como desventaja
se puede sefalar que en este método se pierden en la etapa inicial las pectinas y, por otro
lado, se hace muy dificultoso eliminar por completo las proteinas de los residuos.

Como se ha sefalado al comenzar este apartado, ambos métodos han sido y
siguen siendo de gran utilidad para predecir el valor nutricional de los alimentos con
destino animal. No obstante, existen otras determinaciones mucho maés especificas a



nivel de laboratorio que detectarian variaciones a nivel de la pared celular que podrian
afectar también a los parametros resultantes de los métodos tradicionales y que no estan
siendo detectadas por estos ultimos.

F. Pared celular y digestibilidad

En alimentacion de animales monogéstricos, con excepcion de algunas especies,
se asume que practicamente la totalidad de la pared celular vegetal carece de valor
nutricional por no ser digestible. En cambio, en rumiantes, la pared celular es de gran
importancia para la alimentacion, en primer lugar porque una buena parte de la misma
puede ser digerida y, en segundo lugar, porque el contenido de pared de un forraje
afectard el consumo del mismo. Si bien ya se han explicado con claridad las diferencias
entre los distintos conceptos como contenido de pared celular, lignina, FDA y FDN, de
alguna manera estos efectos que se mencionan se ven representados por la correlacion
inversa existente entre FDA y digestibilidad y FDN y consumo voluntario (CV) (Van
Soest, 1994; Jung, 2012).

Si bien el contenido total de pared celular de Lotus tenuis y Botriocloa
laguroides varia a través de su ciclo de vida, en todas estas etapas es considerable la
magnitud de la misma, hecho que los define como forrajes de volumen. En este sentido
es que la propia digestibilidad de la pared celular aparece como un punto a estudiar con
detenimiento.

Debido a que la lignina es un componente de la pared celular, se asume que su
efecto sobre la digestibilidad del forraje radica en una influencia directa sobre la
digestibilidad de la pared més que sobre la digestibilidad total de la planta (Van Soest,
1993). En concreto, la lignina afecta la accesibilidad de los polisacaridos constituyentes
de la pared celular interponiéndose fisicamente entre las enzimas de la hidrolisis y los
polisacaridos (Jung y Deetz, 1993).

Distintos autores han reportado correlacion negativa entre la concentracion de
lignina y la digestibilidad, sin embargo existen algunos estudios que no han encontrado
correlacion entre estos dos indicadores. Jung se ha encargado de analizar y esclarecer
esta discrepancia en los resultados. Los trabajos en los que se ha encontrado correlacion
negativa entre la concentracion de lignina y la digestibilidad de la pared celular son
aquellos en los que el analisis se realiza sobre una determinada especie en distintos
grados de madurez. En cambio, aquellos en los que no se reporta correlacion se tratan
de trabajos que comparan la concentracion de lignina y la digestibilidad de la pared
celular en diversas especies cosechadas en un mismo y tnico estado de madurez. Es por
esto que la concentracion de lignina puede ser tomada como un indicador valido a la
hora de predecir el valor forrajero de una especie pero no asi para comparaciones entre
especies o bien variedades de una misma especie en programas de mejoramiento
genético (Jung, 2012).

Hasta el momento no se ha podido comprobar fehacientemente si hay efecto del
tipo de lignina sobre la digestibilidad de la pared celular. Como ya se ha descripto, a
medida que la planta madura la composicion de la lignina se transforma mayormente en
el tipo siringil (S) y hay una reduccién en el tipo guaiacyl (G). La figura 1 muestra la
estructura quimica de estas unidades La mayor parte de los estudios que pretenden
demostrar un efecto en el tipo de lignina sobre la digestibilidad de la pared celular se
han hecho sobre mutantes bmr de sorgo y maiz, en los cuales no solo hay una menor
cantidad de lignina del tipo siringil sino que también hay una menor concentracion de
lignina total en la pared celular en la madurez avanzada. Por lo tanto la mayor
digestibilidad comparada con los genotipos comunes no puede ser atribuida
directamente a la composicion de la lignina sino también a su concentracion (Jung,

9



2012). A su vez, estudios hechos en Arabidopsis thaliana, sobre la que se elimind por
completo la lignina del tipo S, sin reducir la concentracion total de lignina no han
mostrado alteraciéon en la digestibilidad de la pared celular. Sin embargo en estos
estudios se ha trabajado con material vegetal con un alto grado de madurez y es posible
que el efecto del tipo de lignina en la digestibilidad se produzca en estadios juveniles
(Jung y Allen, 1995).

HO HO HO
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Figura 2: Los tres monomeros fenil propano de la lignina, precursores de las unidades H,
Gy S, respectivamente.

G. Pared celular y consumo voluntario

La cantidad de forraje consumido es el determinante principal de la produccién
animal bajo planteos pastoriles y atin es uno de los aspectos mas dificiles de la calidad
de los forrajes. Esto es debido a que los factores del animal como la especie, el grado de
engrasamiento y el estado fisiologico entre otros, tienen una gran influencia en la
ingesta de un determinado alimento asi como también el ambiente en que estos se
encuentran (Buxton, 1996; McDonald et al., 2002).

Es ampliamente aceptado que existe una correlacion negativa entre el contenido
de fibra de los forrajes y el consumo voluntario de los rumiantes. Numerosos autores
como Van Soest (1965); Mertens (1973); Osburn et al. (1974), han reportado resultados
que comprueban esta correlacion negativa que se explica por el llenado del tracto
digestivo que produce la fraccion fibra del alimento al demorar mas tiempo en pasar el
tracto gastrointestinal (Jung y Allen, 1995). Todos estos estudios han trabajado
buscando correlacionar el indicador FDN con el consumo voluntario (CV), arrojando 12
de entre 0.53 y 0.77.

Para que el forraje atraviese el rumen requiere dos cosas, la reduccion en el
tamafo de particula y el escape a través del orificio reticulo-omasal (Mertens, 1994). Es
légico asumir que la reduccion en el tamafio de particula es un prerrequisito para el
pasaje del alimento ya que el tamafio de particula de la materia en las heces es menor al
del alimento consumido y la reduccion en el tamafio de particula postruminal es muy
pequefia (Jung y Allen, 1995). La pared celular de las plantas requiere ser masticada y
digerida para reducir el tamafio de sus particulas y asi poder pasar el orificio reticulo-
omasal (Buxton, 1996). En consecuencia, cuanto mayor sea el contenido de pared
celular de un alimento, mayor serd la necesidad de ser masticado y digerido para que se
produzca dicha reduccion en el tamafio de particula. Esto causard mayor permanencia
en el rumen produciendo un llenado fisico del mismo que reduce el consumo voluntario
en comparacion a aquellos alimentos de menor contenido de pared celular que
atraviesan rapido el rumen dejandolo disponible para el ingreso de mas alimento.

La variacion en el consumo voluntario que no es explicada por la FDN en dietas
exclusivamente pastoriles se debe a dos factores: el CV de todos los animales no es
limitado exclusivamente por el llenado fisico del rumen y la FDN describe
incompletamente el efecto de llenado fisico de los alimentos (Jung y Allen, 1995). El
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llenado fisico que ejerce un alimento depende no solo de su contenido de fibra sino
también del tamafio de particula inicial con el que es entregado a los animales. De este
modo, un alimento con mismo contenido de FDN pero peletizado puede ser consumido
en mayor cantidad que uno en estado natural.

Para que una particula pase a través del orificio reticulo-omasal se requieren dos
cosas, en primer lugar, que su tamafio sea menor que el didmetro del orificio y, en
segundo lugar, que se encuentre proximo al orificio durante el tiempo suficiente como
para que las contracciones del reticulo la presenten al orificio. Jung y Allen (1995)
explican que este segundo requerimiento se cumple cuando las particulas adquieren una
alta gravedad especifica funcional (FSG), que baja la capacidad para flotar de la misma
y genera que se ubique en ventral y craneal del rumen. Inicialmente todos los alimentos
en el rumen tienen una baja FSG debido a la gran cantidad de burbujas de gas
contenidas en su superficie y dentro de los espacios vacios de las particulas. A medida
que avanza la fermentacion la FSG disminuye debido a que la fraccion fermentable de
la fibra de la particula y/o la habilidad de las células para retener burbujas de gas
disminuyen y porque la tasa de remocion de gas excede a su tasa de produccion. La
cantidad de gas producido depende de la tasa de fermentacion de la fibra potencialmente
fermentable y de la fraccion de la fibra que es potencialmente fermentable. Mientras que
un incremento en la tasa de fermentacion actia aumentando la FSG a través del tiempo,
una mayor proporcion de fibra potencialmente fermentable extendera el tiempo que los
microorganismos asociados a las particulas se encuentran produciendo gases que hacen
disminuir al FSG. Este mecanismo retiene selectivamente en el reticulo-rumen a
aquellas particulas que todavia tienen cantidades sustanciales de fibra fermentable
remanente.

Los pastos generalmente tienen mas cantidad de fibra potencialmente
fermentable y menor tasa de fermentacion que las leguminosas (Smith et al., 1972).
Estas caracteristicas harian que los pastos estén mas tiempo flotando en el rumen debido
a una mayor cantidad de gas asociado a particulas con mayor tiemp
o de fermentacion (Jung y Allen, 1995).

Otro factor que podria limitar el CV seria la digestibilidad de la fraccion fibra,
aunque la determinacion experimental de este efecto se dificulta, ya que normalmente
los materiales bajan la digestibilidad de su fibra al mismo tiempo que aumentan el
contenido de la misma, por lo que es dificil separar los efectos. No obstante, algunos
trabajos, como el de Muller et al. (1972) sobre mutantes bmr, en los que se sabe que la
digestibilidad de la fibra es mayor que la de los genotipos comunes, han arrojado
resultados que indicarian un incremento en el consumo voluntario debido a la mayor
degradabilidad de la FDN.

H. Estructura de la Pared Celular

La complejidad de la estructura de la pared celular subraya el desafio asociado a
entender su estructura, funcion y sintesis (Somerville, et al., 2004). Hasta aqui se han
descripto los polimeros que componen la pared celular, celulosa, hemicelulosa, pectinas
y lignina, en forma independiente. Estos polimeros se encuentran organizados
espacialmente formando una matriz que da estructura a la pared celular vegetal, esta
estructura se describird en las lineas siguientes ya que de alguna manera explica la
forma en que los microorganismos del rumen atacan las células durante la digestion.

En las dicotiledoneas, la pared celular primaria comprende tres tipos de unidades
estructurales independientes pero que interactuan entre si. La primera unidad, la
fundamental, es el esqueleto de celulosa y xiloglucanos (alrededor del 50% del total de
la pared) y se encuentra embebida en una segunda unidad, constituida por la matriz de
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polisacéridos pécticos (alrededor del 30% del total de la pared). La tercera unidad
independiente consiste en las proteinas estructurales de la pared celular siendo la
extensina la principal de ellas (Carpita y Gibeaut, 1993).

En los modelos anteriores, se proponia que todos los componentes se
encontraban enlazados de forma covalente. En cambio, en el modelo actual, el esqueleto
de celulosa-xiloglucanos se encuentra embebido en la matriz independiente de pectina
sin necesidad de uniones covalentes. Los componentes de cada una de estas unidades
estructurales pueden cambiar en forma independiente dependiendo del estado de
desarrollo o en respuesta a tipos especiales de estrés (Carpita y Gibeaut, 1993).

La sintesis y ensamblaje de cada una de estas unidades es independiente de la
otra (Shea et al., 1989). Las microfibrillas de celulosa, cuya biosintesis tiene lugar en la
membrana plasmatica, son insolubles porque las cadenas de glucanos que interactiian
lateralmente por medio de enlaces de hidrégeno y de van der Walls fuerzan la
produccion de estructuras cristalinas de las cadenas paralelas. Los otros polisacaridos
son secretados como polimeros solubles que deben desplegarse y difundir dentro del
ambiente acuoso de la pared hasta su destino final. Se especula que quizas se modifican
luego de su secrecion por la remocion de componentes estructurales (por ejemplo,
ciertas ramificaciones) que facilitan su solubilidad, ya que algunos de estos
componentes son insolubles cuando se extraen de la pared celular. A su vez, se ha
propuesto que algunos polimeros se ensamblan dando estructuras de mayor peso
molecular (y menos solubles) luego de su secrecion en la pared (Somerville et al.,
2004).

Pared primaria  Paredes celulares jovenes, células en crecimiento, contienen menor
cantidad de celulosa (40%)

Tipo Il

Tipo I:
dicotiledoneas y
monocotiledoneas
no comelinoides

Tipo II:
monocotiledoneas
commelinoides Key:

(pastos, cereales) Rt e Poros: zona rica glucuronoarabinoxilano

| . . ~ enarabinosa
microfibrilla de celulosa e binos

_ pectinas puentes H

xiloglucano T‘>~< ;t& B-glucanos

union por Ca™

) ;ff‘ lignina
extensina . ! ¢

RGI, arabinogalactanos RGI, pyentes de H

arabinosidos g arabinanos

Figura 3: Pared celular de Dicotileddéneas y Monocotileddneas. Fuente: Buchanan et al., 2000.

Las Gramineas como Botriocloa laguroides, tienen un tipo de estructura que
difiere sustancialmente del descripto en parrafos anteriores. Este tipo de estructura esta
compuesta por similares microfibrillas de celulosa pero es aqui precisamente donde
dicha similitud finaliza (Carpita y Gibeaut, 1993). En lugar de xiloglucanos, los
polimeros principales que se entrelazan con las microfibrillas de celulosa son los
glucoronoarabinoxilanos (GAXs) (Carpita y Gibeaut, 1993). La pared celular de las
Poéceas es notablemente pobre en pectinas, si bien desarrollan una marcada preferencia
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por depositar pectinas metil esterificadas o no esterificadas en algunos tipos celulares
como en las de los tejidos vasculares (Carpita y Gibeaut, 1993). Este tipo de pared
celular se encuentra enriquecida en ferulato y ésteres de p-cumarato formados por uniéon
de su grupo carboxilo al O-5 de las unidades arabinosa de los GAXs (Kato and Nevins,
1985). GAXs adicionales con diferentes sustituyentes y grado de ramificacion podrian
reemplazar funcionalmente a las pectinas predominantes en las paredes celulares de las
otras familias vegetales, determinando la porosidad y la carga superficial de la pared en
las Poaceas (Carpita y Gibeaut, 1993). A diferencia de lo que sucede en las
leguminosas, en las que practicamente la totalidad de los polisacaridos no celuldsicos
puede ser removida de la pared con alcali, una porcidn sustancial de los polimeros no
celulosicos de la pared de las Poadceas se mantienen unidos a las microfibrillas de
celulosa por enlaces fenolicos (Carpita, 1983) (ver Figura 3).

Existen métodos probados de andlisis quimicos para evaluar la calidad de un
alimento forrajero que podrian complementarse con otras determinaciones mas precisas
de andlisis que redundarian en una caracterizaciéon quimica mas detallada y un mejor
aprovechamiento de las especies al momento de armar las raciones, es por esto que se
decidi6 comparar dos metodologias de andlisis de acuerdo a los siguientes objetivos:

II. Objetivos

Observar la complementariedad y diferencias en dos métodos de andlisis quimicos
para la determinacion de compuestos de la pared celular de tallos de Lotus tenuis y
Botriocloa laguroides

% Comparar los resultados arrojados por los métodos de “laboratorio
tradicionales”, %FDA y % Lig y “no tradicionales”, contenido de azucares
totales y contenido de acidos urdnicos para el andlisis de composicion quimica
en alimentos para rumiantes.

% A partir de la comparacion de los resultados, analizar el posible valor agregado
de los métodos denominados “no tradicionales”.

% Caracterizar en forma preliminar la composicion quimica de la pared celular de
tallos de Lotus tenuis y Botriocloa laguroides en distintos estadios del ciclo de
crecimiento.

+ Evaluar los cambios observados en los componentes de la pared celular vegetal
en plantas pastoreadas a lo largo del ciclo de crecimiento de los cultivos de

Lotus tenuis y Botriocloa laguroides en relacion con plantas no pastoreadas.

III. Materiales y Métodos

Las muestras provienen del lote 2 del establecimiento El Grillo, Partido de
Tapalqué, provincia de Buenos Aires Ubicacion satelital: 36° 34°18.9”S 60° 05'21.69”
El pastizal natural de este establecimiento es representativo de la zona de Cuenca del
Salado. En este establecimiento se realiza la cria de animales de la raza Aberdeen
Angus.

Debido a que la calidad forrajera puede variar en el paisaje y a lo largo de la
estacion, se trabajo con tres jaulas colocadas en zonas de loma y media loma del potrero
para la extraccion de B. laguroides sin pastorear (ver Ilustracion ). Las muestras
pastoreadas se recolectaron de la zona circundante a las jaulas, también en tres
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repeticiones. Se tomaron muestras en los meses de diciembre del 2010, enero, febrero y
abril de 2011 ya que esta especie presenta un ciclo primavero-estivo-otofial.

P >
3
!

i . = l\.}‘ N %
llustracion 1: Vista de dos jaulas loma para extraccion de muestras Botriocloa laguroides

Respecto a Lotus sp., se trabajo también con tres jaulas ubicadas en el bajo para
la extraccién de muestras sin pastorear. Las muestras pastoreadas se recolectaron de la
zona circundante a las jaulas, también en tres repeticiones. Se tomaron muestras en
noviembre y diciembre del afio afio 2010 y enero, febrero y abril del 2011 debido a que
también es una especie primavero estival y que en invierno entra en receso.

Cabe destacar que la primera toma de muestras debid atrasarse ya que no habia
crecimiento significativo de las plantas debido a una primavera con un periodo de seca
marcado.

+24; BTSN 2
3¢ (‘

Figura 4: Lotus tenuis: Béhaéﬁﬂde planta completa y muestra de tallo UCA LEAA
Agrarias.

El material una vez recolectado fue preservado en freezer hasta su manipuleo
para la separacion en tallo, hoja, ligula e inflorescencia en el caso de Botriocloa
laguroides y hoja, tallo, flores y vainas en Lotus tenuis (ver Figura 4). Se realizo la
determinacion de MS a 65° hasta peso constante, luego las muestras fueron molidas en
molino tipo Willey a 2mm. En ambas especies se trabajo sobre las muestras obtenidas
de tallos. Debido a la escasa cantidad de material final obtenido se decidio armar pooles
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con las repeticiones obteniendo una muestra Uinica para contar con material suficiente
para realizar las determinaciones quimicas.

Se realiz6 la determinacion de FDA y Lig/FDA por el método de Van Soest
(Ankom Tecnology).

Se realiz6 la determinacion del contenido total de hidratos de carbono por el
método del fenol-acido sulfurico (Dubois et al. 1956), el contenido de 4cidos urdnicos
por el método de Filisetti-Cozzi et al. (1991).

wofm sal

WA 7. camm—s.

1y flw E

Figura, 6 y 7: Preparacion de muestras para las determinaciones de azucares totales y
acidos uronicos FAUBA Laboratorio de Biomoléculas

=
Figura 8: Determinacién de azlcares totales por UV FAUBA Laboratorio de
Biomoléculas.
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Figura 9: Determinacion de acidos uronicos por UV FAUBA Laboratorio de
Biomoléculas.

Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente por la metodologia
ANOVA, siguiendo un disefo factorial. Para las dos especies se utiliz6 el pastoreo y la
fecha de cosecha como variables de clasificacion siendo FDA, lignina, dcidos uroénicos,
y azucares totales las variables respuesta. El nimero de réplicas fue de 2 en ambos casos
con la salvedad de que las muestras no pastoreadas provienen todas de las mismas
jaulas y tomando con rigurosidad el concepto estadistico de réplicas independientes,
esto es un caso de pseudoreplicacion.

Se realizaron comparaciones multiples a través del método de DGC y se
comprobaron los supuestos de Homocedasticidad y Normalidad grafica vy
analiticamente. Por ultimo se realiz6 andlisis de correlacion entre las distintas variables
respuesta como FDA vy lignina, calculando los coeficientes r de Pearson. En todos los
casos para concluir se utilizoé un nivel de confianza de 0.95.

IV. Resultados y Discusion

A. Lotus tenuis

El avance en la madurez de las especies forrajeras implica cambios graduales
que tienden a disminuir la calidad del forraje final (mayor porcentaje de fibra con menor
digestibilidad) y aumentar la cantidad de materia seca acumulada (Echeverria et al.,
1986). La decision del momento Optimo del pastoreo de las especies forrajeras tiene en
cuenta estas dos variables para maximizar el aprovechamiento de lo pastoreado
(cantidad y calidad de la materia seca pastoreada).

En este ensayo, Lotus tenuis no presentd incrementos marcados en el contenido
de fibra 4cida a nivel de tallo, ni de lignina, que permitan esperar un marcado descenso
en la digestibilidad de los mismos. Esto se encuentra en concordancia con lo descripto
por Criado (2014), Echeverria et al. (1986) y otros, en cuanto a la plasticidad que Lotus
tenuis presenta para su aprovechamiento, dado que el transcurso del tiempo no
disminuiria la digestibilidad de sus tejidos. Este sostenimiento en la digestibilidad de la
pared celular de Lotus tenuis marca una diferencia con los resultados obtenidos por
numerosos autores como Jung et al. (1995), Jung (2012), Buxton (1996), McDonald et
al. (2002), quienes encontraron el tipico descenso en la digestibilidad de la pared celular
en leguminosas conforme el avance del ciclo de vida.
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Graéfico 1: Contenido de FDA segun Fecha y Tratamiento - Lotus tenuis
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Se observdé que a medida que la planta “envejece” o avanza en su ciclo
ontogénico, el contenido de FDA aumenta en los primeros tres cortes, al igual que el
porcentaje de celulosa, disminuyendo ambos pardmetros en el corte de abril,
posiblemente debido al rebrote de esta especie que se produce en otoiio. Similares
resultados fueron obtenidos por Echeverria et al. (1986) (ver Gréfico 1).

El contenido de lignina aumento entre el primero y segundo corte en forma mas
marcada y luego descendid ligeramente en el corte de febrero y abril, sin grandes
variaciones (ver Grafico 2).

Respecto al porcentaje de azlicares totales medidos a nivel de pared celular, es
interesante observar que hubo un comportamiento distinto a lo largo del ciclo entre las
plantas pastoreadas y las no pastoreadas. Se observd un aumento en las plantas no
pastoreadas del primero al segundo corte, el valor se mantuvo en el tercer corte y luego
una pequefia disminucion entre el tercero y cuarto corte. En las plantas pastoreadas en
cambio el porcentaje de azucares totales fue més elevado en los primeros dos cortes y
luego disminuy6 en el tercer corte y se mantuvo en el cuarto corte (ver Grafico 3).

Respecto al porcentaje de acidos urdnicos medidos a nivel de pared celular,
también se observd un comportamiento distinto entre pastoreadas y no pastoreadas. El
porcentaje de acidos urdnicos en las plantas no pastoreadas aumento entre el primer y
segundo corte, y luego fue disminuyendo en el resto de los cortes. En cambio en las
muestras pastoreadas, los valores mas altos se encontraron en los dos primeros cortes y
luego disminuyeron en el tercero y cuarto (ver figura 4).
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La dinamica general de la variacion en la composicion quimica de Lotus tenuis
encontrada en este estudio se condice con la de Echeverria et al. (1986), que describe
para la mayoria de los pardmetros una variacion curvilinea caracterizada por un leve
descenso de la digestibilidad en los primeros 130 dias del ciclo para luego estabilizarse
y ascender levemente.

Respecto a la variable pastoreado versus no pastoreado, se observo en casi todos
los parametros evaluados, salvo lignina, que las plantas no pastoreadas tuvieron valores
menores que las pastoreadas, en particular, menor contenido de FDA, celulosa, aztcares
totales y acidos urdnicos, con la excepcion de FDA y celulosa para la fecha 28/1.

Esta diferencia encontrada respecto al contenido de azucares totales a nivel de
pared celular entre las muestras no pastoreadas y las pastoreadas y, en forma mas
especifica, la diferencia encontrada en el porcentaje de acidos urdnicos, podria estar
relacionada con un mayor contenido de pectinas en las plantas pastoreadas. Mcneil et al.
(1984) indica que las pectinas sirven como moléculas de reconocimiento que sefalan el
desarrollo de respuestas adecuadas a organismos simbioticos, patdgenos e insectos. Es
posible inferir que el mayor contenido de pectinas en muestras pastoreadas sea una
respuesta caracteristica de las plantas.

El analisis de correlacion a través del calculo del coeficiente de Pearson para las
distintas variables medidas en Lotus tenuis no arrojo resultados de relevancia en
ninguna de las combinaciones (ver anexo I).

B. Botriocloa laguroides

La evaluacion del contenido de FDA para Botriocloa laguroides muestra que las
plantas pastoreadas tuvieron mayores valores que las no pastoreadas para el primer
corte, sucediendo lo inverso en el segundo corte. Finalmente el corte otofial no mostro
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diferencias significativas en el contenido de FDA seglin la condicidon de pastoreo (ver
Grafico 5).
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Grafico 5: Contenido de FDA segun Fecha y Tratamiento - Botriocloa laguroides

Contenido FDA (%)

Por su parte, la tendencia segtn el ciclo ontogénico pareciera ser el incremento
del porcentaje de FDA entre el primer y el segundo corte para luego disminuir (plantas
no pastoreadas) o mantenerse estable (plantas pastoreadas). El incremento en la
importancia relativa de la fraccion fibra de las Poéceas a través de su ciclo de vida ha
sido reportada por autores como Aman (1993) y McDonald et al. (2002) (ver Grafico 6).

Al igual que en Lotus tenuis, la presencia de rebrotes en el Gltimo corte podria
ser la explicacion para la variacion observada.
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No se observaron variaciones de significancia en el contenido de lignina en la
pared celular de Botriocloa laguroides a través de las distintas fechas de corte, asi como
tampoco tendencias contundentes en funcion del pastoreo. Esto coincide con lo sefialado
por Aman (1993) respecto a la escasa lignificacion de las Poaceas.

El porcentaje de lignina en Botriocloa laguroides fue inferior al de Lotus tenuis
para todas las fechas de corte y condiciones de pastoreo. Se encuentra ampliamente
aceptado que el contenido de lignina de las Poaceas es inferior al de las Leguminosas
(McDonald et al., 2002).

Tanto el contenido de azucares totales, como el de acidos urdénicos se mostraron
constantes a través del ciclo de vida de las plantas pastoreadas como de las no
pastoreadas en Botriocloa laguroides.
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Comparando los contenidos de acidos urénicos de Botriocloa laguroides con los
de Lotus tenuis, se observa un mayor contenido porcentual de los mismos en Lotus
versus Botriocloa. Como ya se ha sefialado, la presencia de acidos uronicos en la pared
celular vegetal se explica por ser componentes principales de las pectinas. Aman, 1993
ha sefialado el mayor contenido de pectinas y, por ende, de acidos urdnicos, de las
plantas leguminosas respecto de las Poaceas.

El analisis de correlacion a través del calculo del coeficiente de Pearson para las
distintas variables medidas en Lotus tenuis no arrojo resultados de relevancia en
ninguna de las combinaciones (ver anexo II).

V. Conclusiones

Existen diferentes métodos quimicos que pueden utilizarse para la determinacion
de los compuestos de la pared celular de especies forrajeras. En funcién de los
resultados obtenidos se procede luego al armado de raciones para lograr la adecuada
alimentacion de los animales en pastoreo.

Con el avance de las investigaciones se observd que las paredes celulares de las
pasturas forrajeras se comportan como una matriz dindmica con gran variedad de
respuestas frente a estreses que implican cambios en su composicion y estos cambios
podrian afectar tanto al consumo voluntario como a la digestibilidad posterior de esas
plantas al ser consumidas por un rumiante. Lotus tenuis es una especie forrajera que
muestra la virtud de mantener altos valores de digestibilidad de los componentes de su
pared celular a través de las distintas etapas de su ciclo de vida. Esta es una
caracteristica de suma importancia, ya que constituye un factor de plasticidad a la hora
de disefiar su manejo en sistemas de produccion extensivos.

Luego del pastoreo, las especies forrajeras rebrotan y en general, se observa un
aumento en la digestibilidad de esos nuevos tejidos vegetales, que se evidencian por un
menor contenido de %FDA, menor % de lignina y de celulosa, acompafniado por un %
de proteina bruta mas elevado. Asimismo, las muestras no pastoreadas suelen tener un
mayor contenido de material vegetal senescente, mientras que en las muestras
pastoreadas estos tejidos han sido removidos por la herbivoria.

En este ensayo la utilizacion de metodologias més especificas como la
determinacion de azucares totales y la de acidos urdnicos permitieron que se pudieran
evidenciar muy significativos cambios debidos al pastoreo respecto a esos parametros a
nivel de pared celular que con las determinaciones tradicionales de %FDA y % lignina
no se advertian y pudieran tener efecto en el aprovechamiento posterior que hace el
rumiante de esa especie. El marcado incremento en el contenido de acidos uronicos que
se relacionan con la presencia de pectinas va acompafiado de un aumento aun mayor en
el porcentaje de azucares totales en las muestras pastoreadas, esto podria deberse en
gran medida a las largas cadenas laterales de arabinogalactanos unidas a los esqueletos
de algunos de estos polisacaridos ricos en acidos uronicos.

Debiera continuarse con los andlisis de estas muestras evaluando el contenido en
% de fibra detergente neutro (%FDN), el % de proteina bruta y la digestibilidad in vitro
para profundizar en su composicion quimica y en su posible efecto posterior en
pastoreo.

En el caso de Botriocloa laguroides, los resultados se complementan pero no brindan
mayor informacion o indican diferencias entre las mediciones de %FDA y % de lignina
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respecto a los valores de % de azlicares totales y 4dcidos urénicos. La menor variaciéon en
acidos urdnicos puede explicarse debido al menor contenido de pectinas que caracteriza
a las Poaceas. Para esta especie seria interesante determinar las digestibilidad in vitro
para el corte de otofio debido a la diferencia encontrada en el contenido de aztcares y
observar si estas tendencias se presentan también en hojas.
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VII. Anexo I: Tablas de Resultados Estadisticos — Lotus tenuis

FDA
Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,4990
Error: 0,2165gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.
No pastoreado 41,24 8§ 0,16 A
Pastoreado 4326 8 0,16 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=1,2170
Error: 0,2165gl: 8

Fecha Codif. Tratamiento Medias n E.E.

1 No pastoreado 37,24 2 0,33 A

4 No pastoreado 37,93 2 0,33 A

1 Pastoreado 40,21 2 0,33 B

4 Pastoreado 41,34 2 0,33 B

3 No pastorecado 44,68 2 0,33 C
2 Pastoreado 44,73 2 0,33 C
2 No pastoreado 45,12 2 0,33 C
3 Pastoreado 46,78 2 0,33 D
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

LIGNINA

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,5090

Error: 0,2252 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.

No pastoreado 12,01 8 0,17 A

Pastoreado 12,80 8 0,17 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=1,2414

Error: 0,2252 gl: 8

Fecha Codif. Tratamiento Medias n E.E.

1 No pastoreado 10,52 2 0,34 A

4 No pastoreado 11,07 2 0,34 A

1 Pastoreado 11,54 2 0,34 A

3 No pastoreado 12,10 2 0,34 B

3 Pastoreado 12,53 2 0,34 B

4 Pastoreado 12,95 2 0,34 B

2 Pastoreado 1420 2 0,34 C
2 No pastoreado 14,36 2 0,34 C
Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0,05)

AZUCARES TOTALES
Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=5,1368
Error: 22,9443 gl: 8

Tratamiento Medias n E.E.
No pastoreado 47,30 8 1,69 A
Pastoreado 8243 8 1,69 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=12,5287
Error: 22,9443 gl: 8
Fecha Codif. Tratamiento Medias n E.E.
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1 No pastoreado 31,76 2 3,39 A
4 No pastoreado 40,75 2 3,39 A
3 No pastoreado 56,34 2 3,39 B
2 No pastoreado 60,34 2 3,39 B
4 Pastoreado 7292 2 3,39
3 Pastoreado 76,61 2 3,39
1 Pastoreado 89,49 2 3,39 D
2 Pastoreado 90,72 2 3.39 D
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
ACIDOS URONICOS
Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=1,2652
Error: 1,3920 gl: 8
Tratamiento Medias n E.E.
No pastoreado 591 8 0,42 A
Pastoreado 11,58 8 0.42 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=3,0859
Error: 1,3920 gl: 8
Fecha Codif. Tratamiento Medias n E.E.
4 No pastoreado 2,52 2 0,83 A
3 No pastoreado 514 2 0,83 B
1 No pastoreado 541 2 0,83 B
4 Pastoreado 695 2 0,83 B
2 No pastoreado 10,56 2 0,83
3 Pastoreado 11,30 2 0,83
2 Pastoreado 13,35 2 0,83 D
1 Pastoreado 1473 2 0,83 D
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Coeficientes de correlacién
Correlacion de Pearson: Coeficientes\probabilidades
Fecha Codif. FDA Lignina Az. Totales Ac. Urénicos
Fecha Codif. 1,000 0,318 0,383 0,856 0,077
FDA 0,266 1,000 0,001 0,029 0,074
Lignina 0,234 0,740 1,000 0,032 0,066
Az. Totales -0,049 0,544 0,537 1,000 8,3E-05
Ac. Urénicos -0,455 0.458 0.470 0,825 1,000
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VIII. Anexo II: Tablas de Resultados Estadisticos - Botriocloa
laguroides

FDA
Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,4515
Error: 0,1232 gl: 6

Tratamiento Medias n E.E.
No pastoreado 48,53 6 0,14 A
Pastoreado 48.67 6 0,14 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=0,9863
Error: 0,1232 gl: 6

Fecha codif Tratamiento Medias n E.E.

1 No pastorecado 44,96 2 0,25 A

1 Pastoreado 46,11 2 0,25 B

3 No pastoreado 49,71 2 0,25 C

3 Pastoreado 49,94 2 0,25 C

2 Pastoreado 49,96 2 0,25 C

2 No pastoreado 5091 2 0,25 D
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

LIGNINA
Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=1,3650
Error: 1,1260 gl: 6

Tratamiento Medias n E.E.
No pastoreado 822 6 0,43 A
Pastoreado 969 6 0.43 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=2,9818
Error: 1,1260 gl: 6

Fecha codif Tratamiento Medias n E.E.

1 No pastoreado 7,36 2 0,75 A

1 Pastoreado 7,67 2 0,75 A

3 No pastoreado 8,65 2 0,75 A

2 No pastoreado 8,65 2 0,75 A

3 Pastoreado 8,82 2 0,75 A

2 Pastoreado 12,58 2 0.75 B
Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0,05)

AZUCARES TOTALES
Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=6,6625
Error: 26,8231 gl: 6

Tratamiento Medias n E.E.
No pastoreado 59,75 6 2,11 A
Pastoreado 7244 6 2.11 B

Medias con una letra com(n no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=14,5535
Error: 26,8231 gl: 6

Fecha codif Tratamiento Medias n E.E.
1 No pastoreado 55,99 2 3,66 A
2 Pastoreado 61,13 2 3,66 A
3 No pastoreado 61,44 2 3,66 A
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2 No pastoreado 61,81 2 3,66 A

1 Pastoreado 71,62 2 3,66 A

3 Pastoreado 84,57 2 3,66 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

ACIDOS URONICOS
Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=1,1622
Error: 0,8162 gl: 6

Tratamiento Medias n E.E.
No pastoreado 536 6 0,37 A
Pastoreado 6,13 6 0,37 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Test:DGC Alfa=0,05 PCALT=2,5388
Error: 0,8162 gl: 6

Fecha codif Tratamiento Medias n E.E.

3 No pastoreado 461 2 0,64 A

3 Pastoreado 494 2 0,64 A

2 No pastoreado 548 2 0,64 A

2 Pastoreado 5,60 2 0,64 A

1 No pastoreado 598 2 0,64 A

1 Pastoreado 7.84 2 0,64 A
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Coeficientes de correlacion
Correlacion de Pearson: Coeficientes\probabilidades

Fecha codif FDA Lignina Az. Totales Ac. Urénicos

Fecha codif 1,000 0,003 0,402 0,237 0,009
FDA 0,783 1,000 0,099 0,533 0,069
Lignina 0,267 0,499 1,000 0,936 0,662
Az. Totales 0,370 0,200 0,026 1,000 0,651

Ac. Urénicos -0.714 -0.542  -0.141 0,146 1,000






