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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue (i) estudiar la evolucién del contenido de FDN y FDN
indigestible (FDNi) en funcion de la edad y tamafio foliar en ldminas sucesivas de dos
gramineas tropicales de diferente habito de crecimiento y largo foliar potencial; y (ii)
analizar las relaciones entre estos parametros con la Digestibilidad Verdadera de la
MS (DVMS) y con la degradabilidad in vitro de la MS (DegMS). Las especies
estudiadas fueron Pasto Pangola (Digitaria decumbens) y Grama rhodes (Chloris
gayana), en adelante denominadas Pangola y Grama, respectivamente. El ensayo se
condujo en un invernaculo bajo condiciones naturales de radiacion y disponibilidad no
limitante de agua, P y N. Plantas adultas divididas en forma agamica fueron ubicadas
en dos bateas de 1 m de ancho, 3,60 m de largo y 1m de profundidad, las cuales
fueron cortadas regularmente durante la fase pre-experimental hasta que conformaron
micro pasturas densas. El 06/10/06 se inici6 la etapa experimental mediante un corte
general a 5 cm del suelo para homogenizar y sincronizar el crecimiento foliar. A partir
de la emergencia de la primer lamina posterior al corte se iniciaron las mediciones de
longitud de lamina verde y pseudotallo, aparicién de hojas y nimero de hojas vivas por
macollo, de lo cual se estimé la vida media foliar (VMF) y el largo foliar final (LFF). La
primera cosecha de material, correspondiente a las laminas recientemente emergidas
de la primera generacion de hojas, se realizé luego del segundo corte (28/11/06). Este
procedimiento continud hasta realizar un total de 6 cosechas a lo largo de la VMF de 3
generaciones sucesivas de laminas. En las muestras molidas a 1Tmm se determiné el
contenido de FDN y se incubaron in vitro por 24 h (equipo Daisy, ANKOM Tech.) para
calcular la FDN indigestible (FDNi, o su complemento la digestibilidad de la FDN,
DFDN), la digestibilidad verdadera de la MS (DVMS) y la degradabilidad in vitro de la
MS (DegMS). Se ajustaron funciones exponenciales negativas (procedimiento NLIN de

SAS) entre el contenido de FDN y de FDNi con los grados dias de crecimiento (GDC)
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a lo largo de toda la vida foliar. Adicionalmente, se realizaron ajustes lineales
(procedimiento REG de SAS) para analizar la evolucién de ambas variables en cada
una de las fases de desarrollo foliar (elongacion, aparicion de ligula y madurez) y la
relacién entre las variables de calidad. Los parametros se analizaron a través del
procedimiento MIXED de SAS vy la prueba de Tukey (p<0.05) para la comparacion de
medias. La longitud promedio de las laminas de Grama fue mayor que las de Pangola
(458 +17 vs 68 £13 mm). ElI LFF de Grama aumentd entre generaciones de hojas
sucesivas, no variando en Pangola. En ambas especies la acumulacion de FDN y
FDNi en funcién de los GDC fue descrita por una curva de saturacion exponencial
negativa. En Pangola el rango de las asintotas para ambas variables, para un intervalo
de confianza del 95% (IC95), fue de 46-48% y 22-36%, respectivamente. En Grama, la
FDN se incrementd entre generaciones de hojas, con rangos para un 1C95 de 45-47%,
49-52% y 54-57% para G1, G2 y G3, respectivamente. Igualmente, los rangos
respectivos para la FDNi fueron 37-43%, 39-49% y 45-52%. La FDN permanecio
estable en ambas especies durante la fase de madurez de las hojas. En cambio,
mientras en Pangola no se observaron cambios significativos en la FDNi durante toda
la vida foliar, las laminas de Grama continuaron acumulando FDNi aldn en su madurez,
0 sea, una vez alcanzado el LFF. La FDN y FDNi presentaron una relacién general
positiva con la longitud de las laminas. En Grama ambas variables estuvieron
positivamente asociadas entre ellas y negativamente con la DVMS, DegMS y DFDN.
Se concluye que entre especies de hoja larga y corta hubo diferencias en el contenido
de FDNi de las hojas adultas; que dicho parametro, o su contraparte la DFDN, estuvo
altamente asociada a las variaciones en la longitud de lamina, dentro y entre especies,
y altamente asociada a la DVMS y la DegMS. El estudio de una especie C4 de tamafo
foliar intermedio aportara informacion adicional sobre la eventual generalidad de este

tipo de relaciones.
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Palabras clave: digestibilidad de la FDN, envejecimiento foliar, grama rhodes, pasto

pangola, tamafo foliar.
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ABSTRACT

The study evaluated the pattern of NDF and indigestible NDF (NDFi) variation with
age and leaf size of two tropical grasses with contrasting growth habit and potential leaf
length. The relationship between these parameters with DM true digestibility (IVDMD)
and in vitro DM degradability (DMDeg) was also evaluated. The studied species were
Pangola grass (Digitaria decumbens) and Rhodes grass (Chloris gayana). The
experiment was carried out in a greenhouse, with natural radiation and without of
water, phosphorus and nitrogen restrictions. Individual adult plants were subdivided
and planted in rafts of 1m wide, 3.6 m long and 1m height, and regularly clipped during
the pre-experimental phase until dense micro-swards were obtained. The experimental
phase started on 06/10/06 with a general cut at 5 cm from the soil level made in order
to homogenize and synchronize leaf growth. Leaf appearance, leaf blade and sheath
length, and number of living leaves were measured once the first leaf tips appeared
after the initial cut. These data were used to estimate the leaf life span (LLS) and the
final leaf length (FLL). The first harvest, corresponding to recently emerged leaf blades,
was performed after the 28/11/06, once an appropriate amount of material was
available. The procedure was repeated six times along the LLS of three successive leaf
generations. The material was dried and analyzed for NDF and incubated in vitro for 24
h (Daisy, ANKOM tech.) to estimate the NDFi, NDF digestibility (NDFD), DMTIVD and
DMDeg. Exponential negative functions were fitted (NLIN procedure of SAS) between
FDN and FDNi content with GDC along LLS. Further, lineal functions (REG procedure
of SAS) were used to analyze the pattern of both variables in each phase of leaf
development (elongation, ligulae appearance and maturity) as well as the association
between the quality variables. Parameters were analyzed with the MIXED procedure of
SAS andTukey test (p<0.05) for mean comparisons was used. The average leaf blade

length was 458 +£17 in Grama and 68 +13 mm in Pangola. The FLL of the former
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increased between successive leaf generations while not varying in the latter. In both
species the accumulation of NDF and FDNi with the accumulated growing degree days
(GDC) was described by a negative exponential saturation curve. In Pangola the
asymptotes values for both variables were in a range of 46-48% and 22-36%,
respectively, considering a confidence interval of 95% (CI95). In Grama grass, the NDF
varied in ranges of (IC95) 45-47%, 49-52% y 54-57% for G1, G2 y G3, respectively.
Respective ranges for NDFi were 37-43%, 39-49% y 45-52%. The NDF remained
unchanged in both species after ligulae appearance (phase of leaf maturation).
However, while in Pangola the NDFi did not change during the LLS, it increased in leaf
blades of Grama gras during leaf maturity, even when the FLL was achieved. In Grama
grass both variables were positively associated between them, and negatively related
with NDFD, DMTIVD and DMDeg. It is concluded that adult leaf blades of long and
short tropical grass species differed in NDFi; and that such parameter, or the DNDF,
was highly dependent on variations in leaf length, within and between species, and it
was highly associated with DMIVD and DMDeg. This kind of study with tropical species
of medium leaf size will yield additional information to elucidate about the generality of

these associations.

Keywords: Rhodes grass, Pangola grass, NDF digestibility, DM digestibility, DM

degradability, leaf aging, leaf size.



1. INTRODUCCION

Las estructuras indigestibles de los forrajes, como las de otras plantas, son parte
de un complejo soporte funcional necesario para captar luz (Wilson, 1993), transportar
agua (West, Brown y Enquist, 1999) y resistir las acciones del viento y otros factores
ambientales (Niklas, 1988). Estas estructuras estan conformadas por las paredes
celulares de los distintos tejidos que forman la fraccion fibrosa del forraje, la cual se
hace cada vez mas indigestible otorgando mayor rigidez a la planta. La fraccion
mencionada se estudia, desde el punto de vista nutricional, como fibra en detergente
neutro (FDN; Van Soest, 1967; Wilson y Mertens, 1995).

La razén por la cual las plantas aumentan su capacidad de sostén y, por ende, la
FDN se vuelve menos digestible (o indigestible, FDNi), es escasamente conocida (Van
Soest, 1993; Mertens, 1993). No obstante, las evidencias indican que se forman
progresivamente barreras quimicas y fisicas que afectan la penetracién de los
microbios ruminales (Engel 1989; Chesson, 1993; Wilson y Mertens, 1995). Por lo
tanto, este proceso de formacién de estructuras de sostén y organizacion interna de la
pared celular, el cual conduce a la acumulacion de FDNi, juega un rol central en la
calidad del forraje (Mertens, 1993; Wilson y Mertens, 1995). Ello ocurre en las laminas,
vainas y tallos de todas las especies forrajeras, como una respuesta fisica para evitar
el colapso estructural de la pastura durante la acumulacién de biomasa.

El efecto de la acumulacién de estructuras indigestibles en la calidad nutritiva de
laminas foliares de distintas especies esta escasamente investigado. Su estudio es
importante porque las laminas conforman la fraccion de la biomasa forrajera de mayor
digestibilidad (Hacker y Minson, 1981) cuya importancia en la seleccién y consumo
voluntario de animales en pastoreo es bien reconocida. (Laredo y Minson, 1973;
Chacon y Stobbs, 1976). Es escasa la informacion sobre la relacion entre la longitud

de esta fraccién y su calidad nutritiva dentro del mismo estado vegetativo y de las



diferencias entre laminas de plantas de distinto habito de crecimiento. Los pocos
trabajos existentes indican que la digestibilidad de la FDN (DFDN) disminuye
progresivamente desde la emergencia fuera del tubo de vainas o pseudotallos (Groot y
Neuteboon, 1997), que la digestibilidad de la MS (DMS) disminuye desde la base
hacia la punta de la lamina (Hirata, 1999) y que la DFDN y DMS disminuye con el
aumento de tamafio de la vaina (Groot y Neuteboon, 1997; Duru y Ducrocq, 2002).
Con respecto a este ultimo punto Wilson (1993) plantea que las plantas mas bajas
producirian forraje de mayor calidad que las altas, pero esto no ha sido demostrado.
Lo expuesto precedentemente lleva a suponer que el porte o tamafno potencial de
un genotipo definiria, en alto grado, la proporcién de “tejido estructural” (FDN y FDNi).
Esta dimension arquitectural vincula el proceso de crecimiento y la arquitectura de las
plantas con la calidad nutritiva del forraje, ofreciendo un marco conceptual interesante
para desarrollar estudios orientados a predecir la evolucién de la calidad nutritiva del

forraje en gramineas.

HIPOTESIS

o El contenido de FDN y FDNi sera mayor en las laminas de una especie de
tamarno foliar potencial largo respecto de otra de hojas cortas.

e La acumulacion de FDN y FDNi con el incremento de la edad foliar seguira un
mismo patron en Grama y Pangola, pero Grama tendra un techo mas alto.

e Las generaciones sucesivas de laminas tendran mayor contenido de FDN y
FDNi en ambas especies.

e El contenido de FDN estara asociado a la edad y a la longitud foliar.

e Elincremento de FDN se relacionara negativamente con la digestibilidad de la

FDN, digestibilidad de la materia seca y degradabilidad de la materia seca.



OBJETIVO GENERAL

Estudiar el patron de acumulacion de FDN y FDNi en funcién de la edad y el
tamano foliar en generaciones sucesivas de hojas de gramineas tropicales con
diferente largo foliar potencial, y establecer la relacion entre los parametros

mencionados y la calidad nutritiva de las laminas.

Para cumplir con este objetivo las especies elegidas fueron Digitaria decumbens,
especie de hojas cortas, y Chloris gayana, especie de hojas largas (en adelante

denominadas Pangola y Grama).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Medir variables morfogénicas y estructurales conjuntamente con la FDN, FDNi,
digestibilidad y degradabilidad de la materia seca a lo largo de la vida foliar de
tres generaciones sucesivas de hojas de ambas gramineas C, de distinto
tamano potencial.

= Establecer la relacién entre el contenido de FDN y FDNi con la edad térmica y
largo foliar de las laminas de ambas especies.

= Analizar la relacién entre el contenido de FDN/FDNi con la DFDN, DMS y
DegMS.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS ESPECIES

El Pasto pangola (Digitaria decumbens), es nativo de la regién tropical de Africa. El
material vegetativo fue introducido en América a través de Hawai y Florida en 1935, y
a partir de ahi distribuido en muchas regiones tropicales y subtropicales del continente
(Fukumoto y Lee, 2003). Es una de las forrajeras mas difundida en la region
subtropical Argentina (Censo agropecuario, 2002). Se caracteriza por ser una especie
rustica y adaptarse a condiciones climaticas adversas (sequias estivales y periodos de
anegamiento), la produccion de forraje es alta durante casi todo el afo, con poca
actividad durante el invierno por efecto de las bajas temperaturas.

Es una forrajera perenne, de crecimiento estival, de estructura estolonifera o
rastrera, con “hojas cortas”, suspendidas en largos estolones que crecen sobre la
superficie del suelo, los cuales poseen capacidad de generar raices en los nudos que
van desarrollando. Esta adaptado a una amplia gama de suelos, pero con mejor
desempefio en suelos pesados o arcillosos. Posee una floracion que produce
normalmente pocas semillas viables, cuya principal propagacion es por medio agamico
a través de los estolones (Humphreys y Partridge, 1995).

Grama rhodes (Chloris gayana) es originaria de Africa y fue introducida en Estados
Unidos en 1902 y, subsecuentemente, en muchos otros paises de América. Es una
graminea perenne, de crecimiento estival, de estructura erecta o vertical con “hojas
largas” (Bogdan, 1969). Adaptado a un amplio rango de suelos, destacado y conocida
por su alta tolerancia a la salinidad (Pérez et al, 1999). Produce aproximadamente
entre 8000 a 12000 kg MS/ha/afio; su produccion disminuye durante el invierno a
pesar de su resistencia a las heladas, rebrotando rapidamente en los primeros dias de

la primavera (Humphreys y Partridge, 1995). Florece en el afio de implantacion y



produce gran cantidad de semillas; estas ultimas, mas la capacidad de generar

estolones, favorecen la formacion de una pastura (Bogdan, 1969).

2.2. CARACTERISTICAS DEL CRECIMIENTO Y DESARROLLO DE HOJAS DE
GRAMINEAS
2.2.1. Sitio de crecimiento

En las gramineas la elongacién de las hojas esta restringida a la region basal, que
esta encerrada dentro de las vainas de hojas maduras, denominada “zona de
crecimiento” (Kemp, 1980; Volenec y Nelson, 1981). El crecimiento de la hoja es
ampliamente unidireccional, con un meristema basal produciendo paralelamente filas
de células (MacAdam, Volenec y Nelson, 1989). Las ceélulas dentro de la fila son
desplazadas, como resultado de la continua produccion y elongacién de nuevas
células dentro de la misma fila. Simultdneamente, en su desplazamiento estas células
van creciendo y diferenciandose (Schnyder et al., 1990). Los cambios que
experimentan las células dentro de la zona de crecimiento, divide a la misma en tres
regiones: la primera, que esta confinada a la base, se llama “zona de division” y se
destaca por las sucesivas divisiones celulares que dan originen a las mismas
(MacAdam et al., 1989; Skinner y Nelson, 1994b). Continta la “zona de elongacion”,
donde las células dejan de dividirse y aumentan de tamafo; aqui las células consiguen
un alto consumo de agua (Schnyder y Nelson, 1987). La ultima, posterior a la cesacion
de la elongacion de las células, se denomina “zona de maduracion”, y esta
caracterizada por la deposicion de pared secundaria (MacAdam y Nelson, 1987) y la
formacion del aparato fotosintético (Gastal y Nelson, 1994).

La zona de elongacion es el principal sitio de deposicion de agua, carbohidratos y
nutrientes, aqui se acumula el 78% del total de materia seca (MS) depositada en la
hoja. El 22% restante es depositado en la zona de maduracion (Allard y Nelson, 1991).

De esta MS depositada, la mitad es material estructural y la otra mitad forma parte de



los carbohidratos solubles (Schnyder y Nelson, 1987). Los carbohidratos almacenados
como fructanos en la zona de elongacion son la principal fuente de carbono para la
formacion de pared celular secundaria y lignina en la zona de maduracion (Allard y
Nelson, 1991; Nelson, 1992).

Algunos autores afirman que la deposicion de MS finaliza en la zona de
crecimiento (Skinner y Nelson, 1995), sin embargo otros autores sostienen que este
proceso continua como consecuencia de engrosamiento de la pared secundaria
(Engels y Schuurmans, 1992; Maurice, Gastal y Durand, 1997) y el almacenaje de

asimilados en las partes de la hoja expuesta a la luz (Maurice et al., 1997).

2.2.2. Formacién de la hoja

La regulacion del crecimiento de una hoja de graminea es un proceso complejo en
el que interactuan factores intrinsecos de la planta con factores extrinsecos del
ambiente. A partir del inicio del crecimiento de una nueva hoja, la lamina es la parte
que primero se desarrolla dentro del tubo de vainas (Schnyder et al., 1990; Skinner y
Nelson, 1994a).

La ligula es la transicién entre lamina y vaina. La pequeina protuberancia que dara
origen a la ligula se observa cuando la ldmina alcanza el 20% de su tamafo final. Esto
ocurre poco tiempo después que la punta de la lamina emerge sobre el tubo de vainas
(Skinner y Nelson, 1994b), siendo la luz el mecanismo por el cual la longitud del tubo
regula la longitud de la lamina (Skinner y Nelson, 1995). Se considera que este cambio
espacial en el crecimiento de la hoja esta regulado por el cambio en la calidad de la
radiacion incidente en los fotorreceptores de la hoja (Deregibus, Sanchez y Casal,
1983).

Seguida a la iniciacion de la ligula, la vaina empieza a elongar lentamente llegando
al 4% de su longitud final. Es este momento la lamina crece rapidamente alcanzando

el 75% de su tamano final. Durante la ultima fase de crecimiento elongan



simultdaneamente la ldmina y la vaina. Poco tiempo después la ldmina deja de crecer y
lo hace solamente la vaina, en este momento la ligula es desplazada de la zona de
division. La longitud de la zona de divisidbn comienza a disminuir y la vaina elonga
rapidamente hasta el 86% de su tamano final, iniciandose la cesacion de la division
celular (Skinner y Nelson, 1994b).

Una importante conclusién a partir de lo expuesto, es que a mayor longitud de
vaina de la hoja anterior, mayor sera la longitud que tendra la lamina de la hoja que
esta expandiendo (Wilson y Laidlaw, 1985; Duru y Ducrocq, 2002). Esto explica el
tamafo pequeno de las primeras hojas después de la defoliacion de las vainas mas
jovenes existentes. En gramineas de clima templado, el crecimiento de la vaina
continla hasta cuando la siguiente hoja empieza a desarrollarse. Este control

intrinseco parece ser evidente en gramineas forrajeras tropicales.

2.2.3. Factores que afectan el crecimiento foliar

En la regulacion ambiental de la tasa de elongacién de la lamina y vaina de la hoja
intervienen multiples factores, entre ellos: la temperatura (Duru y Ducrocq, 2000), la
concentracién de nitrégeno (Gastal y Nelson, 1994), y la cantidad de agua en el suelo
(Schnyder y Nelson, 1987). El incremento de la temperatura aumenta la tasa de
elongacién (Lattanzi, Schnyder y Thornton, 2004) existiendo un rango optimo para
cada especie. El incremento del nitrdgeno en la zona de elongacion aumenta la tasa
de elongacién foliar (TEF) y por consecuencia el largo foliar. El nitrégeno depositado
en la zona de elongacién, es maximo en la zona de division (Gastal y Nelson, 1994), lo
cual hace que las variaciones en contenido de nitrégeno afecten la TEF a través de la
tasa de produccién de células (MacAdam et al., 1989). La zona de elongacion es el
sitio de masivo influjo de agua a la elongacién celular, por lo que las deficiencias
hidricas disminuyen la TEF, principalmente por una disminucion en su tamafio celular

(Schnyder y Nelson, 1987).



2.3 MORFOGENESIS DE LAS HOJAS
2.3.1. Vida media foliar

La vida media foliar (VMF) se define como el periodo de tiempo durante el cual el
nuevo tejido foliar aparecido permanece verde (Lemaire y Agnusdei, 2000). La
senescencia del tejido foliar esta genéticamente programada (Thomas y Stoddart,
1980), y una vez desencadenado el proceso, primero se desmantelan los cloroplastos
mientras que estomas y floema permanecen activos hasta las ultimas etapas (Feller y
Fischer, 1994). La VMF, y por consecuencia la senescencia foliar, es influenciada por
la temperatura de igual forma que la TEF. Al respecto, hojas que crecen a altas
temperaturas pierden su capacidad fotosintética mas rapidamente (Woledge y Jewiss,
1969), mientras que mayores longevidades se han observado a bajas temperaturas
(Robson, 1972). De esta forma, cuando un macollo consigue su nimero maximo de
hojas vivas, pasa a tener un equilibrio entre la tasa de aparicion foliar (TAF) y la
senescencia de las hojas que alcanzaron su vida media.

El numero maximo de hojas vivas por macollo es una constante genotipica
bastante estable (Davies, 1988); puede ser calculado como una VMF, expresado en
numero de intervalos de aparicion de hojas. De este modo, Lolium perenne, que tiene
un filocrono de 110 grados dias acumulados o de crecimiento (GDC) y un maximo de 3
hojas vivas, presenta una VMF de alrededor de los 330 GDC (Lemaire, 1988). En
pasto tanzania (Panicum maximun), Oliveira et al. (1999) observaron una vida media
foliar de 380 GDC. Asimismo Vilela et al. (2005) en Cynodon dactylon cv. coastcross
observaron 9.3 hojas vivas, para un filocrono de 50 GDC, representando una VMF de
465 GDC. En gramineas, esta caracteristica puede variar ampliamente de una especie
a otra.

Si bien algunos autores (Calviére y Duru, 1995; Duru y Ducrocq, 2000) encontraron
en Dactylis glomerata que la VMF se incrementd con el transcurso de la estacién de

crecimiento, en general, y en concordancia con lo observado para filocrono, se acepta



que el valor de VMF, expresado como tiempo térmico, es relativamente constante bajo
un amplio rango de condiciones ambientales y de manejo (Lemaire y Chapman, 1996).
La deficiencia de N reduce apenas ligeramente la VMF (Gastal y Lemaire, 1988). A
pesar de esto, la tasa de senescencia aumenta debido al pronunciado efecto del
nitrogeno sobre la TEF y el tamano de las hojas (Mazzanti y Lemaire, 1994). Aun asi,
el efecto del nitrégeno sobre la VMF es variable, dicha respuesta puede estar asociada
a la especie, al estado de desarrollo del cultivo y a la época del afio considerada
(Davies, 1979; Pearse y Wilman, 1984). Asimismo, un aumento de la dosis de
nitrégeno aplicado, necesita un adecuado ajuste del manejo del pastoreo, evitando
llevar a un aumento de la senescencia o a un acumulo de material muerto en la

pastura.

El conocimiento de la VMF es fundamental para el manejo del pastoreo. Por un
lado indica el techo potencial de rendimiento de la especie (maxima cantidad de
material vivo por area) y, por otro lado, es un indicador fundamental para la
determinacion de la intensidad de pastoreo en sistema continuos, o de la frecuencia de
pastoreo en sistemas rotativos, que permitan mantener indices de area foliar préximos
a la mayor eficiencia de intercepcion y maximas tasas de crecimiento (Hodgson, 1990;
Mazzanti y Lemaire, 1994).

No se encontrd en la bibliografia informacién sobre vida media de las especies en
estudio; por tal motivo las especies Panicum maximun y Cynodon dactylon fueron
utilizadas como referencia, dado la similar arquitectura y tamano foliar con respecto a

Grama y Pangola respectivamente.

2.3.2. Largo foliar final
Los factores determinantes del tamafio de la hoja (en adelante largo foliar final,

LFF), segun el esquema propuesto por Lemaire y Chapman (1996), son la TEF y la
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TAF. La TAF esta directamente correlacionada con el LFF, hojas de menor tamafio
son asociadas a mayor tasa de aparicion foliar. Lemaire y Agnusdei (2000) sostienen
que el LFF es consecuencia del producto entre la duracién de la elongacion (DEF) y la
TEF. Si se tiene en cuenta que la DEF es una fraccion del filocrono (FIL) (Skinner y
Nelson, 1994a), se puede decir que el LFF resulta del producto del FIL x TEF x a,
donde el pardmetro (a) indica el numero de hojas que crecen simultdneamente en un
macollo (Lemaire y Agnusdei, 2000).

Diversos trabajos en los que se evalud niveles de nutricion nitrogenada (Marino,
1996; Lattanzi, 1998) y radiacién incidente (Bahmani et al., 2000), muestran que la
variacion encontrada en LFF es explicada mayormente por cambios en la TEF,
mientras que el valor del filocrono permanece relativamente constante.

La altura de vaina es otro factor importante a ser observado (Wilson y Laidlaw,
1985), pues cuanto mayor sea este, mayor sera la fase de multiplicacién celular (mas
tiempo de la hoja que esta en expansion sera protegida por la vaina de la luz directa
(Davies y Thomas, 1983) y, consecuentemente, mayor sera el tamano de la lamina
(Duru y Ducrocq, 2000). Segun trabajos de Pontes (2001), mayores alturas de
pastoreo en raigras propiciaron mayor longitud del tubo de vainas y, por consecuencia,
también mayor tamafio de lamina foliar. Un comportamiento con esas caracteristicas
(tamano de hojas) es un buen ejemplo de la relacion existente entre caracteristicas
morfogenéticas y estructurales de la pastura, ya que las hojas de esas especies se
presentaran mas cortas a menores alturas por la reduccion de la TAF, asociada al
filocrono constante.

La longitud de la lamina foliar es una caracteristica vegetal plastica a la intensidad
de defoliacion, siendo considerada una estrategia morfoldgica de escape de la planta
al pastoreo (Lemaire y Chapman, 1996); por lo tanto, debido a este mecanismo, ocurre
una disminucion de la longitud del tubo de laminas en pastoreo sujetas a mayor

intensidad de defoliacién, conforme a lo observado por Egger (1999).
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Debido a la respuesta lineal de la TAF a la temperatura, el tamafio de las hojas
(relacién TEF/TAF) aumenta con el incremento de la temperatura del ambiente y, a
temperaturas similares, las hojas son mayores en la fase reproductiva que en la fase
vegetativa (Nabinger y Pontes, 2001).

En base a lo anterior, puede especularse que el largo foliar es influenciado por los
factores ambientales de la misma manera que dichos factores modifican a las
variables morfogenéticas que lo determinan, y también por las interrelaciones

existentes entre dichas variables (Skinner y Nelson, 1995).

2.4. CARACTERISTICAS ANATOMICAS DE LAS HOJAS DE GRAMINEAS
2.4.1. Pared celular

La pared celular (PC) contribuye a la mayor rigidez de la célula. Dicha rigidez
puede variar dependiendo de su espesor, composicién quimica y distribucién espacial
de la misma dentro del tejido. Esta formada por dos partes, una es la “pared primaria”
(PP), la primera que se forma, que esta compuesta mayormente de microfibrillas de
celulosa y hemicelulosa. Algunos tipos celulares (mesofilo, parénquima, etc.)
desarrollan solo este tipo de pared. La PP de células contiguas esta separada por una
laminilla media (LM) constituida de un material amorfo. Los tejidos que desarrollan sélo
este tipo de PP (con el plus de LM) no experimentan lignificacion. Consecuentemente
este tipo de células provee poco problema para la ruptura o digestion del tejido
(Wilson, 1993). La segunda parte en formarse es la “pared secundaria” (PS), la cual se
deposita después de la completa expansion celular, debajo de la PP hacia el lumen de
la célula (Jung y Allen, 1995). La misma se compone de tres capas S1, S2 y S3 (desde
afuera hacia adentro), que se distinguen ultra-estructuralmente por su diferente
orientacion de microfibrillas de celulosa. La pared de las células con engrosamiento
secundario proporciona mayor rigidez estructural, a través del incremento de la

resistencia a las fuerzas de tension y compresion a que se exponen sus tejidos. La
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lignificacion varia segun el tipo de tejido que forman las células: es muy fuerte en los
elementos del meta xilema y débil en las células de la vaina parenquimatica en hojas
de gramineas. La lignificacion se inicia en la zona de maduraciéon dentro de la LM y
PP. El envejecimiento celular lleva a que ésta se difunda a todas partes de la PS
haciendo cada vez mas indigestible al tejido al cual forman (Akin, 1982). La
concentracion de lignina es mayor en el complejo LM — PP que en la pared
secundaria, pero debido al engrosamiento esta ultima contiene la mayor cantidad de
lignina presente en la planta (Jung y Allen, 1995). El complejo LM — PP es
completamente indigestible mientras que la pared secundaria depende del grado de

complejizacion (cambios quimicos y fisicos) que experimenta con la edad.

2.4.2. Tejidos

Los tejidos se forman de grupos celulares uniformes los cuales desarrollan un tipo
complejo de pared celular, esto contribuye a su funcionalidad en la planta y ejerce una
influencia especifica en la digestion. Asi, la fina pared celular de la epidermis es
normalmente rapida y completamente digestible (Akin, Wilson y Windham, 1983) en
especies C3, mientras que en especies C4 su desaparicion no es tan evidente (Wilson
y Hattersley 1989).

La fina pared de las células clorenquimaticas (mesdfilo) forma el principal volumen
de tejido de todas las hojas. En laminas de gramineas templadas, las células del
mesofilo estan mas libremente arregladas que en las gramineas C4 tropicales. El
porcentaje de espacios de aire intercelular en gramineas C3 (10-35%) es mucho
mayor que en gramineas C4 (3-12%). Esta estructura tiene severas consecuencias en
la digestion de las laminas de ambos grupos. Primeramente mejora y permite una
rapida penetracion de las bacterias dentro de la hoja, y desde ahi una rapida digestion
de la misma. Segundo, la pequefia superficie de contacto de células contiguas permite

una facil disrupcion fisica por medio de la masticacion (Wilson, 1993). La pared celular
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del mesodfilo no sufre lignificacidn y es considerado el tipo celular mas rapidamente
digerido (Akin, 1988), necesitando esencialmente menos de 12 horas para completar
su digestion (Chesson et al., 1986).

Las células del parénquima son un componente insignificante en la lamina de la
hoja, estando presente en la nervadura central de las gramineas. Su fina pared es
rapida y parcialmente digestible. En tallos y vainas, las células del parénquima
contribuyen significativamente a los problemas de digestion, debidas principalmente al
volumen que ocupan y a la capacidad de desarrollar engrosamiento secundario
(Wilson y Hattersley, 1989).

La vaina parenquimatica (VP) esta formada por un grupo altamente especializado
de células que contienen cloroplastos. Representan mas del 50% del area total del
tejido vascular en gramineas C4 y mucho menos del 50% en gramineas C3 (Akin y
Burdick, 1975). Se ubican alrededor del tejido vascular y la diferencia entre C3 y C4
radica que en la primera la pared celular es fina y facilmente digestible. Las células del
PBS, en contraste con las del mesofilo, son mas rigidas y sus paredes muestran con el
tiempo engrosamiento secundario (hasta cinco veces el ancho de la pared del
mesdfilo) y una débil lignificacion (Akin et al.,, 1983). Por eso necesitan mayor
permanencia dentro del rumen (48 a 72 hs) por su lenta digestion, llegando en algun
momento a ser incompleta (Akin y Burdick 1975).

Las fibras de esclerénquima se localizan normalmente por arriba y abajo del tejido
vascular y al margen de la hoja. Sus células desarrollan engrosamiento secundario
que se lignifica con la edad del tejido, siendo casi completamente indigestible (Engels,
1989). Representa un importante aporte al mecanismo de rigidez necesaria para la
estructura de sostén del tallo y hoja, constituyendo un importante rol en la prevencion
de la disrupcion fisica del tejido. Su presencia en la hoja implica que la reduccién de
particulas en el rumen sea mas lenta y el consumo por parte del animal mas bajo

(Wilson, Deinum y Engels, 1991). El tejido vascular (TV) esta formado por el floema y
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los elementos traqueales del xilema. El floema representa entre 1 y 2% del volumen
total de tejido de la hoja (Wilson, 1993), sus finas paredes no lignifican y son
rapidamente digeridas (Akin y Chesson, 1989). Las paredes de las células del xilema
estdan engrosadas y fuertemente lignificadas, y son altamente indigestibles (Akin,
1988). Tienen una importante funcion de conduccion y es el mayor contribuyente a la
indigestibilidad de la pared celular de todos los 6rganos de la planta, afectando
significativamente la ruptura de particulas. La mayor parte de la actividad de rumiacion
esta dirigida a la destruccion del TV, y la mayoria de las particulas que aparecen en

heces son parte de su estructura (Wilson, 1993).

2.5. CALIDAD NUTRITIVA DE LAS GRAMINEAS FORRAJERAS
2.5.1. Concepto

Un andlisis de calidad de forraje comprende la cuantificaciéon de fracciones
especificas que conforman la materia seca del forraje, siendo las mas comunes la
FDN (fibra en detergente neutro), FDA (fibra en detergente acido), lignina y proteina
bruta (PB). En otros casos se miden estos parametros conjuntamente con la
digestibilidad in vitro de la MS, o se estima la misma a partir de la FDN o FDA. Es
comun encontrar en la bibliografia distintos términos para referirse a este punto, como
calidad forrajera, valor nutritivo o calidad nutritiva, que se usan indistintamente a
criterio del autor. También hay autores que definen la calidad del forraje en funcion de

la respuesta animal (Pirela, 2005).

2.5.3. Digestibilidad del forraje

La digestibilidad del forraje depende del contenido celular (CC), pared celular (PC)
o FDN y de su digestibilidad. El contenido celular, estimado a través de la fraccion
soluble en detergente neutro, consiste mayormente en azucares solubles, proteinas,

lipidos y acidos organicos, los cuales se asume son total y rapidamente digestibles
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(Van Soest, 1993). El contenido de PC se estima a través de la FDN (Van Soest,
1967) y es de digestibilidad variable, segun los arreglos quimicos y fisicos de la PC
(Wilson, 1994).

Los o6rganos de la planta difieren en contenido y digestibilidad de la FDN.
Comparadas a igual estado de madurez, las hojas adultas de las gramineas C3 tienen
mas de 50% de FDN en hojas y 70% en tallos, mientras que las de las gramineas C4
tienen hasta 75% de FDN en hojas y 85% en tallos. Las vainas son usualmente
intermedias en la concentracién de fibra en ambas plantas (Buxton y Redfearn, 1997).
La proporcién y distribucion de los tejidos (Cuadro 1) son los principales factores que
diferencian la digestibilidad de la FDN entre 6rganos y plantas. Sin embargo las
diferencias entre gramineas esta mayormente en las hojas que en los demas 6rganos

(Wilson, 1994).

Cuadro 1: Contenido promedio de tejidos como porcentaje (%) total del area seccionada, en laminas y
tallos de gramineas C3 y C4. Adaptado de Wilson 1990.

Hoja Epidermis Mesofilo Esclerénquima Vascular parer:/ciij?raética
Cc4 29 39 3 9 21
C3 22 60 2 6 9
Tallo
C4 * * 16 12 *
C3 * * 16 13 *

Nota: (*) La proporcion de estos tejidos no fueron presentados.

La proporcién de los diferentes 6rganos dentro de la planta, la composicion y
digestibilidad varian considerablemente, dependiendo del estado de desarrollo, la

edad y factores ambientales (radiacion y temperatura) y de manejo.
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2.5.4. Aspectos que determinan la digestibilidad de la FDN
2.5.4.1. Cambios quimicos de la pared celular

La digestibilidad de la PC declina con la madurez debido principalmente al
entrecruzamiento de sus polimeros (Chesson, 1993). Por un lado la celulosa forma
basicamente la estructura de la PC mientras que la hemicelulosa establece los
puentes de unidn entre los polimeros celulosicos y no celuldsicos (Keegstra et al.,
1973 citado por Chesson, 1993). Por otro lado, las pectinas aportan uniones y soporte
estructural a la PC (Fry, 1986), en tanto las proteinas pueden tener funciones
estructurales (extensinas) o enzimaticas (Goodwin y Mercer, 1983).

En el transcurso de la maduracion celular, acidos fendlicos y lignina son
depositados en estructuras especificas de la PC, en un estricto desarrollo secuencial
(Jung y Allen, 1995). Son estos agentes no celuldsicos los principales compuestos con
los cuales se establecen las uniones quimicas.

La lignina en los forrajes esta compuesta principalmente por unidades poli-
alcoholicas de p-hydroxyphenil (H), guaiacyl (G) y syringyl (S). En los estadios
temprano de la lignificacion, el alcohol coniferyl, con pequenas cantidades de alcohol
p-cumaryl, son copolimerizados dentro de la PC primaria formando lignina G y H.
Durante el desarrollo de la PC secundaria, el alcohol coniferyl y el incremento de las
cantidades del alcohol sinapyl son copolimerizados para formar una mezcla de lignina
G y S (Grabber, 2005). Con lo expuesto se evidencia que la composicion de la lignina
también cambia con la madurez. La relacién S:G monolignol aumenta con el tiempo
depositandose en mayor cantidad una lignina rica en S. La pared del tejido vascular es
el sitio predominante donde se da esta proliferacion (Jung y Engels, 2002). Estos tipos
de ligninas acarrean un fuerte comportamiento hidrofébico, exacerbando las uniones
de las enzimas que degradan la PC con la lignina, restringiendo la hidratacion y
penetracién de estas enzimas dentro de la PC (Sewalt et al., 1997 citado por Grabber,

2005).
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La lignina es un elemento clave en la restriccion de la digestibilidad de la PC, pero
el complejo sistema de unién con los polisacaridos de la pared a través del acido
ferulico puede ser un prerrequisito para que la lignina ejerza su accion (Jung y Allen,
1995). El acido p-cumarico es otro compuesto fendlico, consistentemente asociado a
la menor digestibilidad del forraje o partes del mismo (Jung, Morrison y Buxton, 1998),
sin embargo se desconoce si este acido ejerce un efecto directo o si simplemente
acompana la lignificacién. Los compuestos fendlicos son los mayores inhibidores de la
digestibilidad de la PC, la cantidad de lignina presente es usualmente el mayor
influyente, pero el tipo fenolico y el sitio dentro de la planta pueden predominar en el
tiempo (Akin y Chesson, 1989).

A nivel tisular la lignina desempefia un rol vital en el crecimiento y desarrollo de la
planta, mejorando la conduccion de agua por los elementos traqueales del xilema,
otorgando rigidez al tejido fibroso, y limitando la entrada de gérmenes patdgenos al
tejido de la planta. La degradabilidad enzimatica de la PC en gramineas C4, declina
con la maduracién debido a la acumulacién, y progresiva lignificacion, de la pared
primaria y secundaria del tejido vascular y esclerenquimatico (Grabber, 2005). No
obstante, cuando las plantas llegan a la madurez fisiolégica, la indigestibilidad
aumenta debido a la lignificacion de la pared primaria del tejido parénquimatico y

epidérmico (Wilson y Hatfield, 1997).

2.5.4.2. Cambios fisicos de la pared celular

Las importantes limitaciones fisicas del material ingerido afectan su digestibilidad y
la reduccion del tamafio de la fibra. Estas limitaciones de la PC indigestible, formadas
principalmente por el complejo pared primaria — laminilla media (Engels, 1989), forman
una barrera a la digestién del CC y de la PC potencialmente digestible que ellos
encierran (Wilson y Hatfield, 1997). Otra de las consecuencias de este factor fisico, es

el lento movimiento de las bacterias y hongos a través de la estructura celular (Wilson
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y Mertens, 1995), ademas de la limitada posibilidad para el ataque microbiano. Sin
embargo la mayoria de estas limitaciones fisicas se atentan cuando el material es
molido (1 mm) para la medicién de su digestibilidad in vitro, como en el experimento

presentado en esta tesis.

2.6 PARAMETROS PREDICTIVOS DE CALIDAD FORRAJERA

Los primeros modelos de calidad del forraje han enfocado su analisis de prediccion
en el estado de crecimiento del forraje al tiempo de su cosecha o pastoreo (Fick,
Wilkens y Cherney, 1994). Los principales parametros tenidos en cuenta en estos
modelos fueron la edad, el estado de madurez, el follaje y los factores ambientales.
Reid et al. (1959, citado por Fick et al., 1994) encontraron una fuerte correlacién entre
la edad cronoldgica del forraje y la digestibilidad, la cual luego se relacionaba con el
contenido de proteina cruda y extracto etéreo. Con el estado de madurez tuvieron
similares resultados, ya que el incremento del mismo reducia la digestibilidad de la
materia organica del forraje (Deinum, Van Es y Van Soest, 1968). En adicién a estos
dos parametros, la fraccion foliar de la planta es conocida por su incidencia sobre la
calidad forrajera. El analisis sistémico de los efectos ambientales (Deinum, et al. 1968)
fue hecho con la temperatura, intensidad de luz y fertilizacion. De ellos el aumento de
la temperatura se correlacion6 negativamente con la digestibilidad. La fertilizacion
aumento el follaje producido pero no se detectd efectos claros sobre la digestibilidad.
El incremento de la intensidad de luz aumentd la tasa de crecimiento y disminuyé mas
rapidamente la digestibilidad. Sin embargo, en el mismo estado de desarrollo, la
digestibilidad del forraje fue mayor.

En la actualidad, los modelos predictivos de la calidad sintetizaron sus estudios en
una unica unidad que representa la “lamina foliar”, ya que esta fraccién es la de mayor
interés desde el punto de vista nutricional. Groot y Neuteboom (1997) centraron sus

trabajos en la composicién y digestibilidad durante el “envejecimiento foliar’ de laminas
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sucesivas de Raigras perenne. La variable utilizada para estimar o modelar la calidad
nutritiva del forraje, fue la concentracion de FDN indigestible (FDNi) en el periodo
desde la emergencia de la hoja sobre el tubo de vainas hasta la senescencia de la
misma. Sus resultados concluyeron en un Unico modelo de pérdida de calidad de la
FDN para hojas consecutivas. En estas, la concentracion de FDNi aumenté con la
edad, alcanzando su maximo valor poco después de aparicion de la ligula. Si bien en
este trabajo se presentaron las variaciones intrinsecas (largo, ancho, area, etc.) de
laminas consecutivas, las mismas no se tuvieron en cuenta en sus posibles efectos
sobre la calidad de la FDN.

Hirata (1999) investigd la dinamica de la digestibilidad en segmentos foliares de
Paspalun notatum. Dicho trabajo describe la dinamica de la digestibilidad de la materia
seca (DMS) en segmentos foliares de 2 cm de longitud, desde la emergencia de la
hoja y a través de su envejecimiento. Los resultados exponen una leve pérdida de la
DMS desde la base de la lamina hacia la punta. Este modelo presenta un posible
camino para predecir la calidad del forraje a nivel de bocado del animal en pastoreo.

Duru y Ducrocq (2002) estudiaron la dinamica de la digestibilidad en laminas de
Dactylis glomerata bajo los efectos del nitrdgeno y la defoliacidon. Sus resultados
concluyeron que el nitrégeno tuvo un efecto positivo en el tamafio de las vainas y un
leve efecto en la mayor digestibilidad de sus laminas, con una amplia variacién entre
afios. Sin embargo, la tasa de pérdida de la digestibilidad a nivel de la canopia se
incremento; similares resultados se obtuvieron con el aumento de la temperatura. En
la defoliacion, las laminas del tratamiento severo fueron siempre de mayor
digestibilidad que las del tratamiento leve, tanto con o sin el agregado de nitrégeno.

En esta tesis, la cual vincula los efectos del tamano y envejecimiento en laminas
sucesivas de dos gramineas de diferente tamafo foliar y habito de crecimiento, se
utilizé la acumulacién de FDN y FDNi como variable predictora de la calidad forrajera,

y se relacionaron estos parametros con la digestibilidad y degradabilidad de la MS.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 SITIO Y PERIODO EXPERIMENTAL

El ensayo se llevé a cabo en un invernaculo en la Estacién Experimental
Agropecuaria (EEA) INTA Balcarce (37° 45" LS, 58° 17° LO y 130 m SNM). Las
especies utilizadas fueron Grama rhodes cv. Fine cut (Chloris gayana) y Pasto pangola
(Digitaria decumbens). Las plantas fueron traidas en cajas térmicas desde la EEA
INTA Leales y El Colorado y trasplantadas en dos bateas con tierra (de 1 m de ancho
por 3.60 m de largo por 1m de profundidad), el dia 06/08/06. Ambas especies
recibieron una fertilizacion a razén de 150 kg de nitrogeno y 60 kg de superfosfato
triple por ha y un riego a capacidad de campo en forma diaria. Una vez implantadas
las especies recibieron dos cortes de enrasamiento a unos 5 cm de altura desde el
suelo; el primero el 06/10/06 y el segundo el 28/11/06. En forma preparatoria durante
este periodo de cortes, se marcaron 15 macollos de ambas especies, sobre los cuales
se tomaron las mediciones morfogenéticas preliminares. El periodo de crecimiento

analizado fue desde el 28/11/06 al 22/12/06.

3.2 CONDICIONES CLIMATICAS

Las temperaturas fueron registradas en forma diaria a través de un termémetro de
maxima y minima dentro del invernaculo. Las mismas fueron comparadas con las
temperaturas registradas en la Estacion Meteoroldgica de la EEA INTA Balcarce, a fin
de detectar posibles errores de medicién. En la Figura 1 se presentan las temperaturas

medias diarias para el periodo de muestreo.
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Figura 1: Temperatura media diaria en el invernaculo (¢) y en la estacion meteorolégica (o) durante el
periodo de muestreo.

Con los registros de temperaturas medias (TM) se calculé la vida media foliar o
grados dias de crecimiento (GDC). El célculo se realizé restando a las TM la
temperatura base de crecimiento de cada especie, (8 °C para Pangola y 12 °C para

Grama, Humphreys y Partridge, 1995).

3.3 EXPERIMENTO

El experimento se realizé con especies C4 de habito de crecimiento y tamafio foliar
contrastantes. El muestreo abarcé sélo las etapas vegetativas de las plantas a fin de
evitar comportamientos fisiolégicos que alteren la composicién estructural de la ldmina

foliar. El periodo experimental comprendié muestreos destructivos y no destructivos.

3.3.1 MUESTREOS NO DESTRUCTIVOS

Se registraron in situ las siguientes variables en 15 macollos por especie, con una
frecuencia aproximada de una a dos veces por semana:
¢ Longitud de lamina verde (mm de lamina): En las hojas expandidas se midié desde

su ligula hasta el extremo distal. En hojas en crecimiento se midié desde la ligula
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de la ultima hoja completamente expandida hasta el extremo distal de la lamina en
crecimiento, a lo que se denominara en adelante longitud acumulada visible.
Longitud del pseudotallo (mm de pseudotallo): medida desde la base hasta la
ligula de la ultima hoja expandida.

Aparicion de hojas: se considero como hoja nueva a toda hoja desplegada o
emergiendo del cuello del pseudotallo, que resultaba visible por primera vez desde

el recuento anterior.

A partir de las mediciones mencionadas, se estimaron las siguientes variables:

Vida media foliar (VMF): se considero al intervalo de tiempo térmico entre la fecha
de aparicion foliar y la fecha en la que comenzé la senescencia. Se calculé en
unidades de GDC, restando a la temperatura media diaria la temperatura base de
crecimiento correspondiente a cada especie.

Tasa de elongacién foliar (TEF): la elongacién se calculé como variaciones
positivas en el largo de las hojas individuales en crecimiento. A partir de las
diferencias positivas en longitud foliar entre mediciones sucesivas sobre el tiempo
transcurrido, se estimo la tasa de elongacién por dia (mm/d) o por grados dias de
crecimiento (mm/GDC).

Duracion de la elongacion foliar (DEF): se obtuvo como el periodo (en GDC)
comprendido entre la aparicion de una hoja y la aparicién de ligula de la misma
hoja.

Largo foliar final (LFF): se obtuvo del producto entre la duracién de la DEF y la
TEF, correspondiendo la longitud desde la punta de la ldamina hasta la ligula de la

misma lamina (de hojas no defoliadas ni enfermas).
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3.3.2 MUESTREOS DESTRUCTIVOS

Con el objetivo de vincular parametros de calidad con la ontogenia (periodo de
vida de una lamina desde que es visible hasta su senescencia) de la lamina foliar, se
disefio un muestreo de tal forma que fuesen representados estos parametros en los
diferentes estados que atraviesa la misma. Los muestreos destructivos comprendieron
21 dias y consistieron en cosechar a intervalos programados, macollos con laminas de
igual longitud y estado ontogénico: (i) recién aparecida, (ii) en crecimiento, (iii) recién
expandida, (iv) y tres categorias de hojas adultas previo a la senescencia (Figura 2).
Las cosechas contemplaron dichos estados en 3 laminas (generaciones) sucesivas en
el macollo, comenzando dias después al segundo corte de enrasamiento (28/11/06).

1° Cosecha: A los tres dias del corte (28/11/06 con 49 y 65 GDC para Grama y
Pangola, respectivamente), las laminas (i) de los macollos, reunian el tamafo
adecuado para su separacion. Se cosecharon 800 macollos de ambas especies para
la separacion posterior de sus laminas, las cuales corresponderian en la simulacion al
primer estado de crecimiento de la generacién 1. Inmediatamente después de su
cosecha el material fue colocado en bolsas de polietileno e introducidas en un
recipiente conteniendo nitrogeno liquido, luego las muestras congeladas fueron
identificadas y mantenidas en una caja térmica hasta su traslado al laboratorio. Las
cosechas siguientes se realizaron con el mismo procedimiento.

2° Cosecha: Transcurridos 50 y 60 GDC (para Grama y Pangola respectivamente)
del primer muestreo, se realizé la segunda cosecha de 800 macollos, los cuales

“n
|

presentaban en esta oportunidad una lamina “i” (primer estado de crecimiento de la

generacién 2) y una lamina “ii” correspondiente al segundo estado de crecimiento de la
generacion 1.

3° Cosecha: Se realizd6 después de 79 y 95 GDC (para Grama y Pangola
respectivamente) del segundo muestreo. En este momento los macollos presentaban

@

una lamina “” proporcionandonos el primer estado de crecimiento de la generacion 3,
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una lamina “ii” correspondiente al segundo estado de crecimiento de la generacion 2 y
una lamina “iii” con ligula visible que simulaban el tercer estado de crecimiento de la
generaciéon 1.

4° Cosecha: Se llevo a cabo acumulando 53 y 65 GDC para Grama y Pangola
respectivamente de la anterior cosecha, los macollos presentaban una lamina “” la

@iy

cual luego se descartd, una lamina “i” que correspondié al segundo estado de

crecimiento de la generacion 3, una lamina “iii” perteneciendo al tercer estado de
crecimiento de la generacion 2 y una lamina “iv’ representando el cuarto estado de la
generacion 1.

5° Cosecha: Transcurridos 58 y 70 GDC para Grama y Pangola respectivamente

se realiz la 5° cosecha, en esta oportunidad los macollos presentaban una lamina “i”,
una lamina “ii” (ambas se descartaron durante la separacion), una ‘iii” represento el
tercer estado de crecimiento de la generacién 3, una lamina “iv’ correspondiente al
cuarto estado de la generacion 2 y una lamina “v” perteneciente al quinto estado de la
generaciéon 1.

6° Cosecha: En la ultima cosecha la primer generacion simulada acumulé 350 y

520 GDC para Grama y Pangola respectivamente, los macollos tenian una lamina “”,
otra “ii”, una “iii” (las tres se descartaron en la separacion), dos adultas, la primera (iv)
cuarto estado de la generacién 3 y la segunda (v) quinto estado de la generacion 2 y

una ultima hoja “vi” correspondiente al sexto estado de la generacion 1.
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Esquematicamente el muestreo siguio el siguiente orden:
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Cosechas segun estado Ontogénico de las
laminas

Figura 2: Estado ontogénico de las hojas segun generaciéon y nimero de cosecha en ambas especies: (4)
hoja recién aparecida, (m) hoja en crecimiento, (A ) hoja expandida, (e) hoja adulta, (o) hoja adulta a punto
de senescer y (x) hoja senesciendo. (*) Generaciones descartadas.

3.4 PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Separacion de laminas: Los macollos cosechados y congelados fueron mantenidos
en un freezer hasta su total procesamiento. De dichos macollos se separaron las
laminas segun cosecha y generacion a la que pertenecian. Por un lado, para las
laminas recientemente aparecidas y en crecimiento, el criterio de corte fue a nivel de
ligula de la hoja expandida anterior. Por otro lado, para los estados siguientes
(expandidas, adultas, a punto de senescer y senesciendo), el corte se hizo a nivel de
su ligula. Todas estas laminas fueron mantenidas (en grupo de igual estado
ontogénico) sobre una bandeja con hielo durante toda la separacion.

Secado: Las laminas previo a su secado fueron colocadas en sobres
microporizados, para luego liofilizarse hasta peso constante (Liofilizador Modelo Chriss
336).

Molienda: Las laminas secas fueron molidas a un 1 mm de diametro a través de un
Molino Ciclotec Sample Mill 1093, reacondicionandolas posteriormente en frascos de 3

g para su analisis quimico.
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3.5 ANALISIS DE FDN Y DIGESTIBILIDAD

El contenido de FDN se determind en el analizador de fibra ANKOM200/220
siguiendo el procedimiento de Van Soest, Robertson y Lewis (1991).

La degradabilidad de la MS (DegMS), digestibilidad in vitro de la FDN vy la
digestibilidad aparente in vitro de la MS se determinaron en el incubador Daisy"
ANKOM (ANKOM Corp., Fairtport, NY, EEUU). Los analisis se realizaron en el
laboratorio de Nutricion del INTA Balcarce para un tiempo de incubacion de 24 horas,
con el objetivo de focalizar el ataque microbiano en la digestion de la FDN de mayor
importancia nutricional (Wilson y Mertens, 1995). Para ello las muestras (250 mg MS)
se colocaron en bolsas filtros F57 (ANKOM Technology) y se incubaron con una la
solucion buffer y licor ruminal. En cada frasco de incubacién con capacidad para 24
bolsas se introdujeron 2 blancos, bolsas sin muestra, para corregir el peso del residuo
con el material que contamina las bolsas. Al completar el periodo de incubacién se
removié el fluido y las bolsas fueron lavadas con agua fria hasta lograr un fluido claro.
Posteriormente, las bolsas se secaron y pesaron para medir la MS residual.
Posteriormente en el residuo de MS se determin6 la FDN en el analizador de fibra
ANKOMZ200/220 (Van Soest et al.,, 1991), de lo cual se estimé el peso de la FDN
residual. Los parametros se calcularon de la siguiente manera:

o Degradabilidad (DegMS): (MS incubada — MS residual)/MS incubada

e Digestibilidad in vitro de la FDN (DFDN): (FDN incubada - FDN
residual)/FDN incubada.

e Digestibilidad in vitro verdadera de la MS (DVMS): (MS incubada-FDN
residual)/MS incubada.

¢ FDN indigestible (FDNi): FDN residual/FDN incubada.
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3.6 DISENO EXPERIMENTAL

Las especies se dispusieron en 2 grupos de 11 lineas cada uno, de 1 m de largo
separadas a 15 cm. Dentro de cada grupo se identificaron al azar, en forma
permanente, 15 macollos individuales de distintas plantas para las mediciones
posteriores. Las cosechas de macollos se realizaron en forma aleatoria en cada grupo,
quedando definido un disefio completamente aleatorizado con 2 repeticiones por

especie.

3.7 ANALISIS ESTADISTICOS

Se ajustaron funciones exponenciales entre el contenido de FDN y FDNi con los
GDC mediante el procedimiento NLIN (SAS, 2001). La funcion utilizada fue la
propuesta por Groot y Neutboom (1997):

y=a (1-exp =)
donde a indica la asintota, b es una tasa constante (por GDC), x son los GDC y c es la
interseccién de la curva en el eje x. Los parametros resultantes (a y b) se analizaron
como un ANOVA a través del procedimiento MIXED (SAS, 2001), utilizando la prueba
de Tukey (p<0.05) en la comparacion de medias.

Se realizaron ajustes lineales para la FDN y FDNi con los GDC vy la longitud
acumulada visible durante las fases de elongacién y maduracién foliar, utilizando el
procedimiento REG (SAS, 2001). Los parametros de esta funcién (intercepto y
pendiente) se analizaron con el mismo criterio de la funcién anterior.

La estimacion de las variables morfogenéticas y estructurales (TEF, VMF, nimero
de hojas vivas, etc.) se realiz6 mediante un programa desarrollado en SAS en INTA

Balcarce.
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4. RESULTADOS

4.1 VIDA MEDIA FOLIAR Y LARGO FOLIAR FINAL

En la Figura 3 se presenta la evolucién de la longitud foliar visible a lo largo de la
vida de cada una de las generaciones evaluadas. Si bien en Grama se observé una
tendencia creciente en el LFF alcanzado por las sucesivas generaciones, no se

detectd interaccion significativa generacion x especie.
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Figura 3: Longitud acumulada visible (cm) de las generaciones foliares 1 (¢), 2 (o) y 3 (A) de Pangola
(lineas punteadas) y Grama (lineas continuas), en funcién del tiempo térmico, expresado en grados dias
de crecimiento (GDC). Temperatura base (Tb) utilizada 8°C y 12°C para Pangola y Grama
respectivamente. Los simbolos llenos indican aparicion de ligula.

En promedio el LFF de Grama fue alrededor de 7 veces mayor que el de Pangola
(458 £17 mm y 68 £13 mm respectivamente). En cambio, la VMF de Pangola fue 1.6

veces mayor que Grama (500 £14 GDC y 320 13 GDC, respectivamente).

4.2 ONTOGENIA Y FIBRA
4.2.1 Variaciones del contenido de FDN y FDNi
Fibra detergente neutro
El patron de acumulacién de FDN se ajustd a una funciéon exponencial en ambas

especies, siendo significativo en Grama y no en Pangola (Figura 4). En Pangola el
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intervalo de confianza de las pendientes del modelo exponencial ajustado incluyeron al
valor 0, lo cual indica que no hubo incremento significativo de la FDN con el
incremento de los GDC (Cuadro 2). El intervalo de confianza de las asintotas de las 3
generaciones fueron diferentes de 0, por lo cual los valores se aceptan como
estimadores adecuados de la FDN. En Grama los intervalos de confianza de las
pendientes y de la asintota no incluyeron al valor 0, indicando que hubo un incremento
significativo de FDN de la generacién 1 a la 3 y que los valores de la asintota serian

estimadores adecuados de la FDN (Cuadro 2).
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Figura 4: Curvas de concentracién promedio de FDN con el tiempo térmico (GDC) para las generaciones
foliares 1 (0), 2 (o) y 3 (A) en a) Pangola y b) Grama. Los simbolos negros indican apariciéon de ligula.
Temperatura base = 8 °C Pangola y 12 °C Grama. Los parametros de las curvas se presentan en el
Cuadro 2.

Fibra detergente neutro indigestible

A igual que la FDN, la evolucion de la FDNi con los GDC se ajustd a una funcion

exponencial de saturacion (Figura 5).
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Figura 5: Curvas de concentracién promedio de FDNi con el tiempo térmico (GDC) para las generaciones
foliares 1 (¢), 2 (o) y 3 (A) en a) Pangola y b) Grama. Los simbolos negros indican aparicion de ligula.
Temperatura base = 8 °C Pangola y 12 °C Grama. Los parametros de las curvas se presentan en el

Cuadro 2.

En Pangola el intervalo de confianza de las pendientes estimadas por el modelo
exponencial ajustado incluyeron al valor 0 en las tres generaciones de hojas. Ello
indica que no se detecto incremento significativo de la FDNi con el incremento de los
GDC (Cuadro 2). El intervalo de confianza de las asintotas de las 3 generaciones
fueron diferentes de 0, por lo cual se aceptan como estimadores adecuados de la
FDNi promedio de cada generacion de hojas. En Grama los intervalos de confianza de
la asintota y de la pendiente no incluyeron al valor 0 (Cuadro 2). Si bien la pendiente
no difirid entre generaciones sucesivas de hojas, las asintotas de las G1 y G3 difirieron

10 unidades de FDNi, que equivalen a una diferencia del 18%.



31

Cuadro 2: Parametros de la funcién exponencial ajustada a las 3 generaciones de Pangola y Grama. El
analisis fue hecho con FDN y FDNi respecto del tiempo térmico (GDC), desde emergencia hasta el inicio
de la senescencia de la primera generacion.

FDN Parametros
Especie Gene;]r;c;isén de Asintota (%) | de C (95%) Pendiente (%) | de C (95%)
1 46 44 a 47 0,059 -0,024 a 0,093
Pangola 2 46 44 a 47 0,046 -0,028 a 0,064
3 48 47 a 49 0,051 -0,026 a 0,077
Promedio (1) 47 46 a 48 0,050 -0,037 a 0,064
1 46c 45 a 47 0,048 0,033 a 0,063
Grama 2 50b 49 a 52 0,044 0,026 a 0,061
3 56a 54 a 57 0,029 0,023 a 0,036
FDNi Parametros
Especie Ge”irg‘j‘;g’“ de  Asintota (%)  IdeC (95%) Pendiente (%) | de C (95%)
1 29 22a33 0,004 -0,014 a 0,023
Pangola 2 31 22234 0,003 -0,015 a 0,021
3 32 28 a 36 0,008 -0,025 a 0,042
Promedio 30 22236 0,005 -0,006 a 0,017
1 40b 37a43 0,015 0,010 2 0,019
Grama 2 44ab 39a49 0,015 0,008 a 0,021
3 49a 452 52 0,016 0,011 a 0,021

(a,b,c.) Letras mintsculas indican diferencias significativas (p<0.05). ", ) parametro de la ecuacién

general mostrada en las Figuras 4 y 5 respectivamente. | de C: intervalo de confianza. Nota: Si bien no
fue significativo el ajuste en Pangola, se indican los parametros de cada generacion para observar la
tendencia en el incremento de las asintotas para la FDN..

4.2.2. Variaciones del contenido de FDN y FDNi en las distintas fases de la
ontogenia foliar

En las 3 generaciones de Grama se observo claramente dos fases de incremento
en el contenido de FDN y FDNi. La primera fase, denominada “fase de elongacion
foliar”, corresponde al periodo de rapido aumento que va desde la emergencia de la
punta de la hoja fuera del tubo de vainas hasta que la ligula se hace visible. En esta
fase coexisten dos procesos: crecimiento, o sea aumento de tamafo, y envejecimiento
de tejidos, éste ultimo asociado al paso del tiempo. La segunda fase, denominada
“fase de maduracién foliar”, corresponde al periodo comprendido entre el momento en
que la ligula se hace visible fuera del tubo de vainas hasta el inicio de la fase de

senescencia foliar. En Pangola si bien no se detectaron estas fases de incremento de
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FDN y FDNi, también se consideraron los mismos periodos para observar la tendencia

marcada en las generaciones foliares y para facilitar la comparacion entre especies.

4.2.2.1. Fase de elongacion foliar
Fibra detergente neutro

A los efectos de caracterizar el comportamiento de la FDN se establecieron
relaciones con el tiempo térmico (Figura 6), a partir de lo cual se estimé la tasa de
incremento de FDN por aumento unitario en temperatura, como también con la
longitud foliar acumulada visible (Figura 7), estimandose la tasa de incremento de FDN
por incremento unitario en longitud. En Pangola la concentracion de FDN tendi6é a
incrementarse con los GDC (Figura 6a) siendo los ajustes lineales significativos para
las generaciones 2 y 3, sin diferencias entre las pendientes de ambas generaciones
(Cuadro 3). Grama también present6 incrementos en la FDN con el tiempo térmico
(Figura 6b), siendo los ajustes lineales significativos en las tres generaciones de hojas.
La tasa de concentracién de FDN por unidad de temperatura se incrementdé entre
generaciones sucesivas, siendo significativas las diferencias entre las generaciones 1
y 3 (Cuadro 3). La ordenada al origen no se diferencié dentro ni entre especies

(Cuadro 3).



33

60, a 60, b
"
50 N 50 | R e
QA;%;E-—/"

40 | 40 -
S S
Z 30 = 30 1
Z 2

20 - 20 A

10 A 10 -

0 T T T T T 1 0 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
GDC (°Cdias) GDC (°Cdias)

Figura 6: Concentracién promedio de FDN en relacion al tiempo térmico (GDC) en la fase de elongacion
de las laminas, para las generaciones foliares 1 (0), 2 (o) y 3 (A) en a) Pangola y b) Grama. Los simbolos
negros indican aparicion de ligula. Temperatura base = 8 °C Pangola y 12 °C Grama. Los parametros de
las regresiones lineales se presentan en el Cuadro 3.

Debido al poco aumento de la longitud foliar visible en Pangola, se decidié analizar

esta variable en forma conjunta con las generaciones de Grama, de tal forma de

aumentar el rango de longitud foliar estudiada.
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Figura 7: Concentracion promedio de FDN en relacion a la longitud foliar durante la fase de elongacion de
las laminas, para las generaciones foliares 1 (¢), 2 (o) y 3 (A) en Pangola (simbolos grises) y Grama
(simbolos vacios). Los simbolos negros indican aparicion de ligula. Temperatura base = 8 °C Pangola y
12 °C Grama. Los parametros de las regresiones lineales se presentan en el Cuadro 3.

El incremento de la longitud foliar visible en ambas especies se asocié con

aumentos en la concentracibn de FDN (Figura 7), siendo estadisticamente
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significativas en las generaciones 2 y 3, sin diferencias entre las pendientes de ambas

generaciones. La ordenada al origen no se diferencio entre generaciones (Cuadro 3).

Cuadro 3: Componentes de la regresion entre FDN y GDC o longitud acumulada visible en las 3
generaciones de laminas de Pangola y Grama en la fase de elongacién foliar.

GDC Parametros
Especie Gene;]r;c;ign de Intercepto (%)  Pendiente (%) R? diilgn:iczigglrg) ci;)
1 45 0,006 0,25 ns
Pangola 2 41 0,022 0,66 *
3 47 0,013 0,64 *
1 43 0,022b 0,73 *
Grama 2 41 0,052ab 0,93 *
3 43 0,074a 0,97 *
Longitud Acumulada Visible Parametros
eé;)netz:aiess Gene;]r;c;isén de Intercepto (%) Pendiente (%) R? dzilgr:i;igglg Cz;)
1 44 0,021 0,26 ns
2 43 0,110 0,43 *
3 47 0,127 0,64 *
Promedio®® 44 0,118 0,33 *

(a,b,c.) Letras minusculas indican diferencias significativas (p<0.05).
53#): * p<0,05; ns p>0,05.
)parémetros de la ecuacion general mostrada en la Figura 7.

Fibra en detergente neutro indigestible

En Pangola los ajustes lineales realizados entre el contenido de FDNi con los GDC
(Figura 8a) no resultaron significativos, observandose sin embargo una tendencia
general creciente en este parametro durante la fase de expansion, en las tres
generaciones de hojas evaluadas (Cuadro 4). Grama también presentd incrementos
en la FDNi con la acumulacidon térmica (Figura 8b), siendo los ajustes lineales
significativos en todas las generaciones. La tasa de acumulacién de FDNi por unidad
de temperatura no difirié entre generaciones. No se detecté diferencias en la ordenada
al origen de las funciones lineales ajustadas a los datos (Cuadro 4).

Al igual que con la FDN, el incremento de la longitud foliar, de todas las

generaciones foliares de ambas especies, se relaciond positivamente con el contenido



35

de FDNi (Figura 9). La pendiente fue diferente entre la generaciones 1y 3 y no se

detectaron diferencias en el valor de |la ordenada al origen entre generaciones (Cuadro

4).
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Figura 8: Concentraciéon promedio de FDNi en relacion al tiempo térmico (GDC) en la fase de elongacion
de las laminas, para las generaciones foliares 1 (0), 2 (o) y 3 (A) en a) Pangola y b) Grama. Los simbolos
negros indican aparicion de ligula. Temperatura base = 8 °C Pangola y 12 °C Grama. Los parametros de
las regresiones lineales se presentan en el Cuadro 4.
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Figura 9: Concentracion promedio de FDNi en relacion a la longitud foliar en la fase de elongacién de las
laminas, para las generaciones foliares 1 (¢), 2 (n) y 3 (A) en Pangola (simbolos grises) y Grama
(simbolos vacios). Los simbolos negros indican aparicion de ligula. Temperatura base = 8 °C Pangola y
12 °C Grama. Los parametros de las regresiones lineales se presentan en el Cuadro 4.
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Cuadro 4: Componentes de la regresion entre FDNi y GDC o longitud acumulada visible en las 3
generaciones de laminas de Pangola y Grama en la fase de elongacién foliar.

GDC Parametros
Especie Genera_cic')n de Intercepto (%) Pendiente (%) R? Significancia
hojas del modelo (#)
1 18 0,025 0,12 ns
Pangola 2 19 0,021 0,11 ns
3 24 0,031 0,32 ns
1 17 0,105 0,75 *
Grama 2 20 0,111 0,88 *
3 26 0,101 0,92 *
Longitud Acumulada Visible Parametros
e'i‘;)net;?zs Genir;g:n de Intercepto (%) Pendiente (%) R? diilgnrlzigglr; C};)
1 20 0,295b 0,60 *
2 20 0,381ab 0,76 *
3 24 0,433a 0,88 *
Promedio® 21 0,402 0,72 *

(a,b,c.) Letras minusculas indican diferencias significativas (p<0.05).
S#): * p<0,05; ns p>0,05.
4 parametros de la ecuacion general mostrada en la Figura 9.

4.2.2.2 Contenido de FDN y FDNi al momento de alcanzar el LFF

El contenido de FDN y FDNi de las tres generaciones de laminas de ambas
especies se compararon cuando aparecieron las ligulas (Cuadro 5). Es en este
momento ontogénico en que la longitud total de cada generacién de hojas es
completamente visible. A diferencia de las estimaciones en la fase de elongacion foliar,
las estimaciones en este punto integran la heterogeneidad estructural, que caracteriza
a las hojas de gramineas desde la punta hasta la base (Maurice et al., 1997).

Se observé interaccién significativa entre generacion y especie para FDN. Grama
mostré un incremento en el contenido de FDN en las sucesivas generaciones,
mientras que en Pangola no se detectdé dicho aumento. A su vez, la diferencia entre
especies se observo en la generacion 3 en donde Grama tuvo mayor contenido de

FDN que Pangola. Por otra parte, el contenido de FDN de las tres generaciones de
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hojas de Pangola fue similar al valor estimado para las primeras dos generaciones de

Grama.

Cuadro 5: Concentracion promedio de FDN y FDNi (%) al momento de alcanzar el LFF en generaciones
sucesivas (G) de Grama y Pangola.

FDN FDNi
Grama Pangola Grama Pangola
G1 G2 G3 ESM G1 G2 G3 ESM
47 48 48 + 0,54 23 24 29 13,21
G1 46¢ ns ns ns 0,77 G1 33b ns ns ns 14,24
G2 50b ns ns ns +0,77 G2 41ab * * ns +4.24
G3 56a * * * 10,77 G3 48a * * * 14,24
ESM +0,54 0,77 0,77 0,77 ESM +£3,21 4,24 424 1424

(a,b,c.) Letras minusculas distintas dentro de especies difieren (p<0,05). Entre especies (*) difieren con un
p=<0.05 y (ns) no significativo con un p> 0,05. ESM: Error estandar de la media.

La FDNi mostré interaccion significativa generacion x especie. Si bien en ambas
especies hubo un incremento de la FDNi entre generaciones sucesivas (Figura 10),
dicho incremento fue significativo y de mayor magnitud en Grama respecto de
Pangola. Los valores de FDNi de las generaciones 2 y 3 fueron mayores en Grama
respecto de Pangola, siendo el incremento promedio entre la generacién 1y la 3 para

cada una de las especies del orden del 45 y 26%, respectivamente (Cuadro 5).
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Figura 10: Concentracion de la FDNi en las generaciones foliares 1 (¢), 2 (m) y 3 (A) al momento de
aparicion de ligula en a) Pangola y b) Grama. Ecuacion de a): y=2,32x + 19.21 (ns) R? =0.22 y de b):
y=7,18 x + 26,27 (*) R? =0.88. (ns) no significativo (p>0,05); (*) significativo (p<0,05).
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4.2.2.3 Efecto de la madurez foliar en el contenido de FDN y FDNi
Fibra detergente neutro

El patron respuesta de la FDN durante la fase de madurez foliar fue similar en
ambas especies (Figura 11). Durante dicho periodo no se produjeron cambios

significativos en los valores de FDN en ninguna de las tres generaciones de las

especies evaluadas.
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Figura 11: Concentracion promedio de FDN en relacién al tiempo térmico (GDC) en la fase madurez de
las laminas, para las generaciones foliares 1 (0), 2 (o) y 3 (A) en a) Pangola y b) Grama. Ecuacion de a):
y=-0.004x + 48 (ns) y de b): y= 0.008x + 54 (ns). Temperatura base = 8 °C Pangola y 12 °C grama. Los
simbolos negros indican aparicion de ligula, (ns) no significativo (p>0,05).
Fibra detergente neutro indigestible

En Pangola, ninguna de las generaciones manifesté cambios significativos de
FDNi en la fase de maduracion foliar (Figura 12a). En cambio, en Grama (Figura 12b),

las generaciones presentaron un incremento de FDNi, no detectandose diferencias en

la tasa de incremento, estimada entre generaciones sucesivas.
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Figura 12: Concentracion promedio de FDNi en relacion al tiempo térmico (GDC) en la fase de madurez
de las laminas, para las generaciones foliares 1 (0), 2 (o) y 3 (A) en a) Pangola y b) Grama. Temperatura
base= 8 °C Pangola y 12 °C grama. Los simbolos negros indican aparicion de ligula. Ecuacion general de
a): y=0,019x+20,72 (ns) R?*=0,26 y de b) (0): y= 0,036x+28,2 (*) R?*=0,81; (0): y= 0,031x+34,6 (*) R?*=0,60.
(*) significativo (p<0,05); (ns) no significativo (p>0,05). Nota: En la generacion 3 (A) de ambas especies se
dispone soélo de 2 puntos, por lo que la misma se dejo6 fuera del analisis de regresion.

Cuando la comparacion se realizé considerando la longitud alcanzada durante esta
fase las especies respondieron en forma diferente. En Pangola, tanto el incremento de
FDNi como el promedio alcanzado entre generaciones no se diferenciaron durante
dicha fase (Figura 13a). En cambio en Grama, el cese de incremento en longitud de
las laminas no impidié su aumento en FDNi, siendo significativo este incremento en las
generaciones 1 y 2; a su vez el promedio alcanzado se incrementé en generaciones

sucesivas, siendo significativamente menor las generacion 1 de la 3 (Figura 13b).
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Figura 13: Concentracion de FDNi y largo foliar final (LFF) durante la fase de madurez foliar de las
generaciones foliares 1 (¢), 2 (-2 y 3 (A) de a (Pangola) y b (Grama). Ecuacion de a): y= 3,29x+4,92 (ns)
R?=0,10 y b): y=1,06x-6,58 (*) R“=0,60. (*) significativo (p<0,05); (ns) no significativo (p>0,05).

4.3 RELACION ENTRE PARAMETROS DE CALIDAD
4.3.1. Contenido de FDN y digestibilidad de la FDN
En Pangola el incremento en el contenido de FDN no fue acompafiado de una

disminucion de la DFDN, en cambio en Grama la DFDN mostré una caida lineal con el

incremento de FDN.
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Figura 14: Relacion entre la DFDN y la FDN para las generaciones foliares 1 (0), 2 (o) y 3 (A) de a)
Pangola y b) Grama. Ecuacion de b): DFDN = -1,70 x + 146,40, R?=0,73.
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4.3.2 Relacion entre digestibilidad de la FDN con la DVMS y la DegMS.

El incremento de la DFDN estuvo positivamente asociada con la DVMS en ambas
especies (R?*= 0,77 y 0,90 para Pangola y Grama, respectivamente). Con respecto a la
relacion entre DFDN y DegMS hubo diferencias entre especies (Figura 16). En Grama
hubo una asociacién positiva (R?>= 0,85) pero en Pangola ambos parametros no

estuvieron relacionados (R*= 0,12).
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Figura 15: Relacién entre la Digestibilidad verdadera de la MS (DVMS) (simbolos llenos) y la
Degradabilidad de la MS (DegMS) (simbolos vacios) en funcién de la Digestibilidad de la FDN (DFDN),
durante la ontogenia de las generaciones foliares 1 (¢), 2 (o) y 3 (A) de a) Pangola y b) Grama.
Ecuaciones de a): DVMS=0,47x+53,01 R2=0,77, DegMS=0,18x+43,35 R2=O,12 y de b):
DVMS=0,64x+40,96 R°=0,93, DegMS=0,57x+21,14 R*=0,85.
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5. DISCUSION

En este trabajo se estudié la calidad nutritiva del forraje en relacion al proceso de
crecimiento y el tamano foliar. Para ello se determiné el contenido de FDN, FDNi y
DegMS. A partir de la FDNi se calculé la DFDN y la DVMS durante la VMF de dos
gramineas C4 de diferente tamafio de hoja, en estado vegetativo. Las especies se
diferenciaron ampliamente en el largo foliar y en VMF. La longitud de la lamina de
Grama (458 £ 17 mm) fue 6,7 veces mayor que la de Pangola (68 £ 13 mm) y su VMF
(320°GDC) un 36% menor que la de Pangola (500°GDC). A su vez, las hojas
sucesivas de Grama aumentaron de tamafo y las de Pangola permanecieron en la
misma longitud.

Las hojas de Pangola son muy cortas y crecen a partir de un estolén rastrero que
tiene la capacidad de generar raices en los nudos que van desarrollando. Por lo tanto
no tienen necesidad de generar tejidos de sostén de gran resistencia. Es asi que sus
laminas no acusaron aumentos del contenido de FDN y FDNi durante su vida foliar. En
Grama el contenido de FDN de la primera generacion de hojas tampoco aumento, si
bien su longitud fue aproximadamente seis veces la de Pangola. Ello sugiere que
existiria un nivel base de contenido de FDN en las hojas de estas gramineas C4 de
aproximadamente 45%, independiente del largo foliar. En otras palabras los resultados
indican que, dentro de especies pertenecientes al mismo grupo fotosintético, el
contenido de pared celular seria un rasgo poco variable para un rango relativamente
amplio de tamafio de laminas y, por ende, de plantas (Figura 3). No obstante, la FDN
resulté relativamente sensible al incremento de tamafo de las generaciones sucesivas
de la especie de alto porte como Grama. Es decir, Grama mostré niveles de FDN mas

elevados que Pangola en la segunda y tercer generacion de hojas (Cuadro 2).
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Contrariamente a lo observado con el contenido de FDN, la FDNi (Cuadro 2) se
diferenci6 marcadamente entre especies. En Grama el contenido promedio de FDNi
para las tres generaciones de hojas fue aproximadamente 60% mas alto que en
Pangola. Este resultado concuerda con los datos presentados por Wilson (1993) y por
Masaoka, Wilson y Hacker (1991), quienes comparando especies de alto y bajo porte
como Panicum maximun y Pangola, respectivamente, encontraron que la menor
digestibilidad de la primera estuvo asociada a mayor proporcion de tejido estructural
(esclerénquima, tejido vascular y vaina parenquimatica). Adicionalmente, el mayor
contraste que muestran los resultados de contenido de FDNi respecto de FDN entre
ambas especies, sugiere que las mismas presentarian diferencias ya sea en la
composicion y/o en la estructura de la pared celular, asi como también en la
conformacion de los tejidos de las laminas. Por ultimo, los valores promedio
registrados en Pangola son comparables a los niveles maximos de contenido de FDNi
observado por Groot y Neuteboom (1997) en laminas de raigras anual (C3). Esto
parece indicar que las diferencias en habito de crecimiento de las plantas, y mas
particularmente el tamafio foliar, podrian jugar un rol importante en contrarrestar, al
menos en cierto grado, las diferencias en calidad del forraje que generalmente se
encuentran entre especies C3 y C4 (Wilson y Hacker 1986; Wilson, 1993).

El patron de incremento de FDNi con los GDC (Figura 5) se ajusté razonablemente
a funciones exponenciales negativas en Grama y Pangola, concordando con Groot y
Neuteboom, 1997. No obstante, hay que destacar que en Pangola no fue posible
obtener laminas recientemente aparecidas por ser éstas extremadamente pequefias.
Por lo tanto el rango de datos de FDNi, mostrados en la Figura 3, correspondié en
Pangola a los niveles maximos o techo de la curva. En Grama, en cambio, por ser una
especie de mayor tamafo foliar, los resultados abarcaron también los estadios
iniciales de crecimiento de las hojas, o sea, la fase donde la FDNi se incrementé a

tasas maximas. Asi, el cociente entre el largo promedio de las laminas muestreadas
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antes de la aparicion visible de la ligula (previo alcanzar el largo final o maximo), y
largo maximo promedio oscilé entre 0,50 y 0,90 en Pangola y entre 0,28 y 0,70 en
Grama. Puede suponerse que, de haber sido factible abarcar el mismo rango relativo
de tamafos de lamina en ambas especies, también se hubiera observado la fase
incremental de la funcion ajustada a los datos de Pangola.

Los aumentos de FDN y FDNi durante la fase de expansién foliar (Figuras 6, 7, 8 y
9) son el resultado de dos procesos simultaneos: (i) la aparicidon progresiva de
fracciones morfologicas de diferente composicidon tisular o anatémica (Wilson y
Hacker, 1986; Wilson, 1993) vy, (ii) los cambios en la composicién quimica de la fibra
que reducen la digestibilidad de la pared celular, conocidos como “envejecimiento”
(Akin y Chesson, 1989; Engels y Schuurmans, 1992; Wilson, 1994; Grabber, 2005). En
este contexto, el envejecimiento involucra los cambios que ocurren en la composicion
de la fibra a lo largo de la vida foliar, o sea, previo a la etapa de senescencia de los
tejidos. El primer proceso mencionado previamente es consecuencia de una variacién
longitudinal marcada en la anatomia de la lamina, dada principalmente por un
incremento desde la punta a la base de la cantidad y tamafio de los haces vasculares
(Maurice et al., 1997) y, asociada a ello, de la banda parenquimatica y del
esclerénquima (Wilson 1993). Esta variacion anatomica determina que la secuencia de
fracciones de lamina que aparecen por el tubo de vainas durante la fase de expansion
visible sean progresivamente mas ricas en tejido estructural, hecho que explica en
parte el incremento en FDN y FDNi que se observa en dicha fase de la ontogenia foliar
(Figuras 6 y 8, respectivamente). Este fendbmeno es coherente con la asociacion
positiva encontrada entre FDN y FDNi con la longitud de las laminas durante su
expansioén (Figuras 7 y 9, Cuadros 3 y 4).

La distribucion de los datos de FDN y FDNi en funcién de la longitud foliar (Figuras
7 y 9) presentd una importante dispersion respecto de la linea de regresién general

(media de las tres generaciones). Ello se debié a que el contenido de fibra por unidad
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de longitud, y mas particularmente el de FDNi, tendid6 a incrementarse desde la
generacion 1 a la 3 (Cuadros 3 y 4). La variacion no capturada por la regresién general
es consistente con el aumento progresivo de la longitud de las laminas ocurrido entre
generaciones sucesivas de hojas (Figura 3). Diversos autores sefialaron que el
incremento del tamafno entre hojas sucesivas, cuando la cubierta crece
progresivamente en altura y en el largo del tubo de vainas, se asocia a una caida de la
digestibilidad de las laminas foliares (Wilson, 1976; Duru y Ducrocq, 2002). Dicha
caida ha sido basicamente atribuida al progresivo retardo en la emergencia de las
fracciones foliares con el incremento de la longitud de las vainas y, por ende, al mayor
grado de envejecimiento al momento de dicha emergencia (Wilson y Laidlaw, 1985).

Para verificar en que medida el retraso en la emergencia de hojas sucesivas,
debido al alargamiento del tubo de vainas, explicaria el incremento de FDNi entre
generaciones de hojas sucesivas de Grama (Figura 10), se estimo la diferencia en
tiempo térmico requerido por las mismas para emerger fuera del tubo, segun la
siguiente ecuacion:

T=(LVai ) — LVg1 )

Donde T indica los GDC de diferencia entre la apariciéon visible de la ligula de la
primer generacién de hojas (g4) y las sucesivas generaciones (g;), LV el largo del tubo
de vainas, t; y t; el momento en GDC de la aparicién visible de las ligulas de las
generaciones de hojas 1 y subsiguientes, respectivamente. El tiempo estimado de
retraso entre las generaciones 3 y 1 fue del orden de 48 GDC, el cual es insuficiente
para explicar el incremento de FDNi entre las distintas generaciones de hojas (Figura
5).

El planteo previo sugiere que el aumento de tamano foliar entre generaciones
sucesivas de hojas juega per se un rol directo, mas alla del mayor grado de
envejecimiento, en la explicacion de las variaciones en calidad nutritiva del forraje

durante el crecimiento de las plantas. El alargamiento de las vainas constituye una
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respuesta fotomorfogenética de las plantas para competir en la captacién luminica
dentro de cubiertas densas (Deregibus, Sanchez y Casal, 1983). Esta respuesta
conlleva un aumento concomitante de la longitud de vainas (Wilson y Laidlaw, 1985) y
de la zona de crecimiento foliar (Skinner y Nelson, 1995) como respuesta plastica para
la generacién de hojas de mayor longitud. Este cambio de forma de las plantas en
respuesta al ambiente luminico implica mayor proporcion de tejido de sostén para
soportar una estructura de mayor magnitud (Lemaire y Gastal, 1997) y, por ende, con
mas fibra. En las gramineas la fibra con funcion de sostén se ubica en el tejido
vascular, principalmente en aquel conformado por el xilema, la vaina parengimatica y
el esclerénquima. O sea que éste tejido cumple con una doble funcién: conferir soporte
estructural y, a la vez, conduccion de la solucién del suelo. Al respecto West, Brown y
Enquist (1999) propusieron un modelo que permite explicar la hidrodinamica de las
plantas vasculares en respuesta al aumento de altura que ocurre en forma
generalizada frente a la competencia luminica. El flujo de agua constante de las
plantas, a pesar del aumento en tamano, es explicada por el modelo a través del
concomitante afinamiento y ramificacion de los haces vasculares como via de
optimizacién biomecanica, para compensar el incremento de la distancia total de
transporte por el xilema. Dicho cambio conlleva un aumento en la superficie del tejido
vascular y, necesariamente, un mayor contenido de estructuras indigestibles (FDNi).
La respuesta estructural previamente discutida, la cual deberia verificarse en las
gramineas forrajeras, daria un sustento biomecanico para explicar, al menos en parte,
los incrementos concordantes observados en Grama entre el contenido de FDN y de
FDNi y el tamafio de las laminas entre generaciones sucesivas de hojas.

La discusién previa indica que las diferencias en concentracién de FDN y de FDNi
a lo largo de la fase de expansion foliar (Figuras 6, 7, 8 y 9 y Cuadros 3 y 4), estarian
en alto grado asociadas al tamafio de las hojas. Vale resaltar que durante dicha fase

ontogénica las laminas de Grama presentaron tasas de concentracién de FDNi por
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unidad térmica que casi duplicaron a las de FDN (en promedio 0,10+0,02% FDNi °C™
y 0,05+0,01% FDN °C™, respectivamente). Sin embargo la FDN tuvo una tasa de
incremento mucho mas marcada entre generaciones sucesivas (Cuadros 3 y 4) que la
tasa de acumulacion de FDNi (3 y 1,2 veces, respectivamente). Esto indicaria que el
proceso basico que caracterizo el incremento del tamanfo foliar entre generaciones de
hojas sucesivas fue la magnitud de la deposicion de pared celular. Dicho proceso
ocurre tempranamente durante la ontogenia, especificamente en la etapa de
maduracién de las células de los tejidos foliares dentro de la zona de crecimiento o
meristema intercalar (Mac Adam y Nelson 1987).

Tal como es esperable, la concentracién de FDN permanecié estable después de
la aparicion de la ligula en ambas especies (Figuras 11). En cambio, la FDNi aumento
en dicho periodo en Grama pero no en Pangola (Figura 12). En Grama la FDNi
continué aumentando hasta alcanzar techos de 40, 44 y 49% para las generaciones 1,
2y 3, respectivamente (Figura 5, Cuadro 2). Este patron, el cual es coincidente con lo
observado por Groot y Neuteboom (1997) en raigras anual, indicaria que la pared
celular continué sufriendo cambios importantes durante la fase de maduracion foliar,
que pueden ser atribuidos a la continua lignificacion de las paredes primaria y
secundaria de los tejidos de conduccion (Engels y Schuunmans, 1992; MacAdam et al.
1996; Jung y Engels, 2002). La tasa de incremento de la FDNi por unidad de longitud
foliar en esta fase ontogénica (0,9 unidades porcentuales/cm; Figura 9) fue menor que
la estimada en el momento de aparicion de la ligula (1,4 unidades porcentuales/cm;
Figura 10). Ello sugiere que la tasa de envejecimiento de la pared celular en la fase de
madurez foliar tenderia a contrabalancear la pérdida de calidad de la fibra asociadas al
aumento del tamafio entre generaciones sucesivas de laminas. Estas ultimas no
explicarian mas del 50% de las variaciones en contenido de FDNi alcanzado durante

esta fase ontogénica.
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La implicancia nutricional de todo lo expuesto radica en que la acumulacion de
FDN y FDNi afectan la calidad nutritiva. Al respecto Mertens (1993) postuld que el
incremento de FDN deberia ir acompafado de una pérdida de su digestibilidad. Esta
es una hipotesis general para la FDN, sin considerar su funcion y complejidad en
distintos tejidos de forrajeras de hojas de distinto tamafio y morfologia foliar. Los
resultados en Grama confirman la hipétesis mencionada, e indican que el aumento de
15 unidades porcentuales de FDN en las laminas, implicé una pérdida de DFDN de 0.9
unidades por unidad de incremento de FDN (Figura 15). Sin embargo, en Pangola esto
no ocurrid, como previamente se mostro en la figura 15 a, c y e, lo cual puede deberse
a que las laminas tuvieron un rango estrecho de tamano. Por lo tanto los resultados
del presente experimento sugieren que la hipotesis mencionada tiene asidero cuando
hay gran variacion en el tamano de las hojas. En este caso el aumento de la
concentracion de FDN, que ocurre con el transcurso del tiempo y con el alargamiento
de las laminas de generaciones sucesivas, conlleva al incremento de FDNi lo que
implica una disminucion de la DFDN. Cabe aclarar que en este trabajo la
digestibilidad/indigestibilidad de la FDN se midié a 24 h de incubacion in vitro por las
razones que se detallan a continuacion. Primero, corresponde al periodo en que se
degradan los tejidos de mayor importancia nutricional para el animal (Wilson y
Mertens, 1995 Wilson, 1994; Akin, Wilson y Windham, 1983. Segundo, las hojas vy
tallos de rebrotes de Digitaria decumbens y Chloris gayana permanecen en el rumen
entre 16-20 h (Poppi, Minson y Ternouth, 1980). Tercero, Oba y Allen (2005) sugieren
disminuir el tiempo de incubacion para determinar la digestibilidad de la fibra de 48 h a
no mas de 30 h.

Como era de esperar, la pérdida de DFDN estuvo asociada a la disminucién de la
DVMS y DegMS. La DFDN es importante por su efecto en el consumo y produccién. Al
respecto Oba y Allen (2005) demostraron que la DFDN es el parametro mas

relacionado con el consumo de MS y la produccion de leche, independientemente de
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la digestibilidad in vivo de la MS o del contendido de FDN de la dieta. Ello se atribuye

al menor efecto de llenado fisico del rumen, dado por la mayor fragilidad de la FDN

que permite aumentar el consumo y posiblemente la eficiencia microbiana. Por lo tanto

en la actualidad la DFDN es considerada como el principal parametro que define la

calidad nutritiva del forraje, independientemente del contenido de FDN y de la

digestibilidad de la MS (Oba y Allen, 2005).

En sintesis, los aspectos mas relevantes, entre especies, del efecto diferencial del

crecimiento en la calidad nutritiva, y de la relacion entre las caracteristicas de la FDN y

la calidad nutritiva, son:

1)

2)

3)

4)

La FDNi presenté mayores variaciones que la FDN con el envejecimiento y tamafio
foliar. En Grama, especie de mayor longitud foliar (458 + 17 mm) que Pangola (68
+ 13 mm), la FDNi aumento6 durante la vida foliar hasta llegar a un maximo 60%
mayor que en Pangola. Este parametro aumentd considerablemente aun después
que las laminas alcanzaron su tamafo foliar maximo, cuando las ldminas ya no
acumulaban FDN.

Al emerger del pseudotallo las hojas de Grama y Pangola fueron de similar calidad,
pero con el avance del tiempo la pérdida de calidad se diferencié entre especies.
En las de hojas cortas de Pangola el cambio fue muy leve y en las largas de
Grama fue muy pronunciado (3 veces mayor).

El efecto del incremento de FDN en la calidad nutritiva fue diferente entre especies
y en concordancia con su diferencia de tamafo. En Pangola, que tuvo hojas muy
cortas, dicho incremento no fue acompanado de una disminucion de la DFDN. En
cambio en Grama cuyas hojas presentaron un gran incremento de tamafo, el
aumento de FDN estuvo asociado a una pérdida de su digestibilidad.

La DFDN estuvo positivamente asociada con la DVMS en ambas especies (R*=
0,77 y 0,90 para Pangola y Grama, respectivamente). Pero hubo diferencias entre

especies entre la relacién de este parametro con la DegMS. En Grama hubo una
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asociacion positiva (R’= 0,85) pero, en Pangola ambos parametros no estuvieron

relacionados (R%= 0,12).
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6. CONCLUSIONES

El contenido de FDN fue un parametro poco variable entre especies contrastantes en
tamano foliar como Grama y Pangola. En cambio el contenido de FDNi varidé entre
especies. En Pangola, especie de hoja corta, no hubo cambios con la edad foliar pero
en Grama, que tuvo un largo foliar 6,7 veces mayor, el contenido de FDNi aument6
durante toda la vida foliar hasta alcanzar un maximo 60% mayor que en Pangola. Se
corrobor6é que la FDNi continué aumentado después que las laminas alcanzaron su
tamano foliar maximo, momento a partir del cual no hubo incrementos en la FDN. Las
hojas sucesivas de Grama aumentaron de tamano y acumularon mas FDNi. El
incremento de FDN y FDNi, ocasionado por el envejecimiento y/o tamafo foliar, estuvo
asociado a una disminucién de la digestibilidad de la FDN, la cual estuvo altamente
asociada a la digestibilidad verdadera y degradabilidad de la MS. Estos resultados
confirman la hipétesis planteada respecto a que el tamano foliar define en gran parte la
calidad nutritiva. Queda por establecer si dichas relaciones se mantienen en una
especie de tamarfo foliar intermedio, o en una especie de alto porte cuyo tamafio

potencial se reduce por defoliacion.
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