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Avances en la investigacion de
factores antinutricionales en
leguminosas forrajeras
tropicales”

Un alto ndmero de leguminosas tropicales
herbéceas y lefiosas contiene niveles altos de taninos
condensados (TC), los cuales tienen efectos
negativos sobre el consumo, la digestibilidad y la
utilizacién de nitrégeno por los rumiantes. Para
desarrollar metodologias de seleccién de
leguminosas tropicales y para definir las estrategias
para su utilizacién en sistemas de alimentacion, es
necesario entender cémo los TC y otros factores
antinutricionales afectan la nutricién de los
rumiantes. En forma adicional, para definir nichos
para diferentes especies de leguminosas tropicales es
importante conocer como la concentracion de TC
cambia con las condiciones ambientales.

Antecedentes

En investigaciones recientes en el CIAT se ha
demostrado que altos niveles de TC tienen un efecto
negativo en el consumo, la digestibilidad y la
utilizacién de nitrégeno por ovinos alimentados con
Desmodium ovalifolium y Flemingia macropylla.

Por otra parte, en los trabajos del Proyecto
Gramineas y Leguminosas Tropicales del CIAT, se ha
encontrado que existen diferencias entre especies de

0 En el tipo de tanino presente en el forraje
(p. €j., hidrolizable y condensado).

O En la distribucién de los TC en las hojas (p. ej.,
soluble y ligado).

O En la actividad biolégica de los TC
solubles (p. ej., afinidad con proteina).

Con base en estos resultados, el Proyecto ha
orientado la investigacién en TC hacia:

O La calibracién de métodos de
laboratorio para la determinacién de
estos compuestos.

0  Una mejor definicién del papel de los
taninos en leguminosas en relacién con
digestion y productos finales de la
fermentacién por microorganismos del
rumen.

O Ladefinicién y cuantificacién de los
diferentes tipos de taninos (p. ej.,
mondémeros y dimeros) utilizando
cromatografia liquida de alta presién
(HPLC, sus iniciales en inglés).

0  El desarrollo de curvas de calibracién
para medir TC y otros atributos de
calidad de gramineas y leguminosas
tropicales, utilizando espectrometria
infrarroja (NIRS, sus iniciales en

leguminosas: inglés).
*  Contribucién de R. Barahona, M. Theodoru, P. Morris, L. Owen. ;
N. Narviiez y C. Lascano, 'k
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( \ extraccion de taninos: (1) acetona acuosa al 70%;
Circular... (2) metanol acuoso al 70%; (3) acetona acuosa al

Gramineas y Leguminosas Forrajeras
Tropicales...Proyecto IP-§ es un medio de informaciin del
Proyecto Gramineas y Leguminosas Tropicales: Optimizacion

70%, seguido de evaporacion y extraccién con éter
dietil y dilucion con metanol; y (4) acetona acuosa

de la diversidad genética para usos multiples (Proyecto IP-5 al 70%, seguido de evaporacién de la acetona y
del CIAT). Se publica tres veces al afio en abril, agosto y dilucién con metanol. Los resultados del Cuadro 1
diciembre y su objetivo es mantener la comunicacion con las indican que, para determinar TC de un rango de

ersonas e instituciones colahoradoras en la identificacio . . . .
4 asen la Wepdficneidn y leguminosas no existen diferencias entre el uso de
desarrollo de germoplasma de gramineas y leguminosas con ] -
potencial en sistemas de produccion en regiones hiimedas y metanol o acetona seguido de evaporacién. No
subhiimedas del trépico de América Latina. obstante, cuando la acetona no se evaporé el nivel
de TC fue dos o tres veces mas alto que con otros

Director: Carlos E. Lascano, métodos de extraccién.

Coordinador del Proyecto IP-5.
Tel. (57-2)445000 Ext. 3636
Fax: (57-2)4450073 En general, los resultados muestran que para la

E-mail:c.lascano @ CGNET.com determinacién de TC en leguminosas tropicales
con altos niveles de taninos condensados se puede

Edicién: Alberto Ramirez P. .y -
utilizar metanol en lugar de acetona, la cual es mas

CIAT costosa y dificil de conseguir en el mercado.
\Aparlado Aéreo 6713, Cali, Colombia. )

Distribucion de taninos en el tejido de la

Para lograr estos objetivos, el Proyecto hoja
Gramineas y Leguminosas del CIAT esta
colaborando estrechamente con el Institute of Los resultados de estudios previos, en
Grassland and Environmental Research (IGER) de colaboracién con la Universidad de Massey
la Gran Bretafia mediante estudios dirigidos a (Nueva Zelanda), mostraron que existen
desarrollar metodologias y entender mejor el diferencias entre leguminosas tropicales en la
efecto de los taninos en la nutricién de rumiantes. proporcién TC solubles y ligados; asi, mientras en
Algunos de los avances mis significativos en cada Senna velutinum y Acasia boliviana todos los TC
uno de los temas anteriores aparecen a fueron solubles, en Gliricidia sepium todos fueron
continuacion. ligados. En trabajos subsiguientes, se analizaron
los TC solubles y ligados en hojas jévenes y
Extraccion de taninos utilizando diferentes maduras de un rango de leguminosas. Los
solventes resultados (Cuadro 2) mostraron que, en todas
ellas entre 65% y 90% de los taninos presentes
En el Laboratorio de Calidad de CIAT se eran solubles y que solamente entre 10% y 35%
compraron diferentes procedimientos para la estaban, posiblemente, ligados a la pared celular.

Cuadro 1. Efecto del método de extraccion en la determinacion de taninos solubles condensados (% de MS) en varias leguminosas tropicales.

Leguminosa M¢ctodos de extraceion
Acetona® Metanol® Acctona® + Eler Acctona’ + Evaporacion
L. leucocephala 18.3 8.6 8.3 8.6
D. ovalifolium 242 8.9 9.4 3
F. macrophylla 18.9 9.7 9.5 9.6

a.  Acectona acuosa (70%). b, Metanol acuoso (70%). c. Acetona acuosa (70%), seguido de evaporacion y extraceidn con dietil-éter
(dilucidonconmetanol). d. Acetona acuosa (70%), seguido de evaporacién (dilucion con metanol).
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Sin embargo, fue interesante observar en algunas
leguminosas, como Calliandra callothyrsus y
Leucaena leucocephala, diferencias en la relacion
taninos solubles:taninos ligados debidas al estado de
madurez, lo que no ocurrié en las demds
leguminosas evaluadas.

Efecto de los taninos en la digestion y
produccién de dcidos grasos volatiles

Un objetivo principal en el Proyecto
IGER-CIAT es identificar el efecto de los TC en la
digestion de la pared celular de las leguminosas
tropicales. Utilizando la técnica de produccién in

vitro de gas, desarrollada por IGER y empleada por
el Laboratorio de Calidad de Forrajes en el CIAT, es
posible medir la degradacion de los productos
finales de la digestion de varias especies de
leguminosas por los microorganismos del rumen.
Los resultados hasta la fecha, han mostrado grandes
diferencias en los pardmetros de fermentacién de
siete leguminosas tropicales (Cuadro 3). Porej., la
degradacién de la MS de Flemingia macrophylla fue
extremadamente baja (22%) en comparacién con las
demds leguminosas que presentaron un rango entre
41% y 62%. Por otra parte, la degradacién de
Leucaena macrophylla (48%) —que no tiene TC
medibles — fue menor que la de L. leucocephala
(62%), pero similar a la de L. pallida (46%) que si

Cuadro 2. Proporcion de taninos solubles y condensados en hajas inmaduras y maduras de diferentes
leguminosas tropicales. (Barahona et al., datos no publicados).
Leguminosa Estado Proporcidn de taninos condensados (%)
Solubles Ligados

C. callothyrsus Inmaduro 90.3 9.7
Maduro 66.3 33.7

C. fairchildiana Inmaduro 774 226
Maduro 74.6 254

D. ovalifolium Inmaduro 85.8 14,2
Maduro 85.4 14.6 .

L. leucocephuala Inmaduro 79.9 21.1
Maduro 71.5 28.5

L. pallida Inmaduro 65.0 35.0
Maduro 64.9 35.1

Cuadro 3. Total de dcidos grasos volitiles (AGY) despuds de 144 horas de incubaciin de diferentes especies de leguminosas con
microorganismos del rumen. (Barahona ct al., datos no publicados)
Leguminosa Acidos grasos voldtiles (AGVY) (moles/It)
Total Cadenas simplc; PR s — Cadenas ramilicadas =]
Acélico Propiénico Butirico Valérico Isobutirico Isovalérico
F. macrophylla 19.5 13.8 4.9 0.9 0.1 0.01 017
D. ovalifolium 20.5 15.3 4.4 1.0 0.2 -0.10 -(0.26
C. callothyrsus 237 19.1 3.8 0.6 0.5 -0.07 -0.20
L. pallida 28.3 20.1 6.7 1.2 0.3 0.05 -0.06
L . macrophylla® 319 20.4 D 1.8 0.8 0.46 0.94
C. fairchildiana 319 22.1 7.6 1.7 0.1 .28 0.13
L. leucocephala 42.6 29.2 8.7 259 18] 0.36 0.76

a. No se midieron taninos.,
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tiene TC. Lo anterior sugiere que, las diferencias
en digestibilidad dentro de leguminosas forrajeras
tropicales es afectada, no solamente por el nivel y
distribucién de los TC, sino también por la
composicion de la pared celular.

Los experimentos sobre produccién in vitro
de gas, que incluyen la fermentacién de
leguminosas con soluciones bufer, un agente
reductor y liquido ruminal han resultado dtiles
para determinar los productos finales de la
fermentacién de las leguminosas por los
microorganismos del rumen. Los resultados en el
Cuadro 3 muestran las diferencias entre
leguminosas en el nivel de dcidos grasos volitiles
total (AGV) después de 144 horas de
fermentacion con bacterias del rumen. Como se
esperaba, los AGV totales se correlacionaron
(r=0.77) con la degradabilidad de la MS, siendo
menor en el caso de K. macrophylla y mayor en
L. leucocephala. Por otra parte, la concentracién
de AGV de cadenas ramificadas, principalmente
aquellas formadas a partir de la degradacién de
proteina, varié entre especies de leguminosas.
Los mayores niveles de AGV ramificados se
encontraron en las especies sin taninos (L.
macrophylla) o en las que, aparentemente, tienen
menos taninos reactivos como L. leucocephala.

Tipos de taninos en leguminosas tropicales

Resultados previos, obtenidos después de ligar
los TC solubles con polietilen-glicol (PEG) y de
medir el nivel de TC extractables y la astringencia
de taninos —habilidad para ligar proteina—
sugirieron que, en las leguminosas tropicales
existen, por lo menos, tres tipos de taninos: (1) no
reactivos con proteina; (2) de baja afinidad con
proteina; y (3) de alta afinidad con proteina. Con
el objeto de verificar estos hallazgos, se analizaron
taninos purificados aislados de seis leguminosas
tropicales. Los andlisis se hicieron en el IGER
utilizando HPLC, y los resultados (Cuadro 4)
mostraron diferencias en los tipos de taninos
presentes en las leguminosas. Por ej., en
D. ovalifolium una alta proporciones de TC se
encuentra en forma de cianidin, ademds, esta
leguminosa contiene fisetinidin, el cual no se
encontré en las otras leguminosas estudiadas.

En contraste, la mayoria de los taninos en

F. macrophylla se encuentran en forma de delfinidin.
Estas diferencias pueden explicar la alta afinidad que
los taninos de D. ovalifolium tienen con proteina si
se comparan con los de F. macrophylla.

En el caso de Leucaena, se encontraron
diferencias en tipos de taninos presentes entre

especies. Por ejemplo, pelarganidin se encontré en
L. leucocephala, pero no se encontré en L. palliada.
Estas diferencias pueden estar relacionadas con la
actividad biolégica de los taninos, la digestibilidad y
con el valor alimenticio de especies de Leucaena.

Esto sugiere que, cuando hay presencia de
taninos, ocurre un incremento en la utilizacién de
AGYV ramificados por parte de los
microorganismos del rumen para sintesis de
proteina bacteriana.

Cuadro 4. Proporcién de constituyentes de proantocianidinas en taninos purificados de especies de leguminosas tropicales, en estado
inmaduro, (Barahona et al., datos no publicados).

Leguminosa Proporcion de conslituyentes proantocianidinas® (%)
Cianidin Delfinidin Pelargadinin Fisctinidin No identificados

C. callothyrsus 82.0 9.1 26 —_ 6.3
C. fairchildiana 39.0 24.1 27.5 — 9.4
D. ovalifolium 85.2 — 1.5 2.6 10.7
F. macrophylla 10.4 83.4 —_ — 6.4
L. leucocephata 28.2 59.2 5.5 — 6.7
L. pallida 14.3 71.3 — — 14.4

a. HPLC.
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Nueva metodologia para
evaluar genotipos de
Brachiaria spp. por
resistencia a salivazo™

Como se sabe, el mejoramiento de Brachiaria es
una de las actividades mds importantes del Proyecto
Forrajes Tropicales del CIAT. Habiendo superado
los problemas de manipulacién de la apomixis en
poblaciones segregantes de Brachiaria, se ha
establecido un exitoso programa de mejoramiento
cuyos principales objetivos son la obtencién de
materiales con resistencia a salivazo, adaptacidén a
suelos dcidos e infértiles, alta calidad forrajera y
buen potencial de produccion de biomasa.

Las prioridades de mejoramiento estdn
claramente definidas y se han desarrollado
metodologias de evaluacién para diferentes
caracteres. Sin embargo, la evaluacién por
resistencia a salivazo se convirtié en un verdadero
cuello de botella para responder a las necesidades
de un programa de mejoramiento masivo. La
metodologia que se venia usando es confiable en
términos de identificacién de resistencia por
antibiosis, pero se caracteriza por su alto costo;
demanda de tiempo, espacio y mano de obra; y por
las dificultades en la interpretacién del daino
causado por las ninfas del insecto. En el mejor de
los casos, en 1 aiio permite evaluar entre 250 y 300
genotipos de la graminea, lo que, obviamente, no es
suficiente para un programa de mejoramiento que
debe producir miles de nuevos hibridos cada afo.

Con el fin de acelerar el proceso de
mejoramiento y facilitar la definicién de los
diferentes mecanismos de resistencia al insecto, en
1996 se iniciaron trabajos tendientes a desarrollar
una metodologia ficil, ripida y confiable que
permitiera evaluar miles de genotipos con una
minima inversion de recursos.

En la nueva metodologia para evaluacién de

resistencia a salivazo la unidad experimental
consiste en un sistema en el cual se acoplan dos

**%  Contribucién de C. Canfiona y G. Sotelo y J. Miles.
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consiste en un sistema en el cual se acoplan dos
piezas fabricadas con PVC de uso comin en
instalaciones hidraulicas: una unién de 6.5 cm de
longitud y 5.3 em de didmetro, que hace las veces de
macetero, la que se acopla a una reduccién o buje de
3 cm de longitud y 4.8 cm de didmetro exterior y
que funciona como tapa. Esta unién o buje tiene un
orificio central de 2.2 cm de didmetro a través del
cual se desarrolla el tallo de la planta. En la base de
la unién se agrega 1 cm’ de suelo y se siembra sobre
él un tallo de la planta que se quiere evaluar. Tres
semanas mds tarde, después de que la planta ha
desarrollado un sistema radicular vigoroso, el
sistema se invierte y permanece en esta posicion
entre 7 y 10 dias con el fin de que el geotropismo
promueva la produccién de raices superficiales, que
sirvan de sustrato alimenticio para las ninfas del
insecto. Posteriormente, se agregan 3 a 4 cm’ de
suelo y las unidades se colocan en posicién normal
para que ocurra la infestacidn. Cuando la unién y el
buje se acoplan, el sistema crea un ambiente fresco,
oscuro y hdmedo adecuado para la produccién de
abundantes raices superficiales y para el desarrollo
de las ninfas.

Después de los pasos anteriormente descritos, se
procede a infestar cada unidad experimental con 10
huevos de salivazo obtenidos de la cria masal
artificial. Cada 4 a 5 dias después de la infestacion
se hace el conteo de los huevos que han
eclosionado, teniendo cuidado de no disturbar el
sistema hasta cuando se complete el periodo de
desarrollo de las ninfas (entre 30 y 32 dias después
de la infestacion, dependiendo de las condiciones
ambientales). En este momento cada unidad
experimental es cuidadosamente examinada para
registrar la sobrevivencia de las ninfas (medida de
antibiosis) y para evaluar el daio causado por éstas
a la planta. Para el efecto, se utiliza una escala
visual con valores entre 1 y 5, siendo 1 la ausencia
de sintomas y 5 muerte de la planta. Esta
evaluacion de dafio permite detectar materiales que
presentan tolerancia al insecto.

La metodologia aqui propuesta ha sido probada
en varias oportunidades y se ha encontrado que es
muy confiable para la seleccién de materiales de
Brachiaria con altos niveles de antibiosis a salivazo.
También, permite detectar tolerancia e identificar

materiales que combinan los dos mecanismos
(tolerancia y antibiosis). Igualmente, se puede
utilizar para medir tolerancia al dafio causado por
adultos del insecto. Otras ventajas son su
repetibilidad, ficil manejo; ausencia de
interferencias de organismos indeseables como
hongos, bacterias o insectos; ocupa 80% menos
espacio; requiere 50% menos tiempo de evaluacion,
y menos suelo y materiales que la metodologia
tradicional de evaluacién de gramineas por
resistencia a salivazo.

Como existe una alta correlacién entre daio a la
planta y la supervivencia del insecto, es posible
limitar los conteos de ninfas a unas pocas plantas de
cada material. Los conteos de supervivencia de
podrian limitarse a aquellas plantas que muestren
poco daiio, lo cual indica si el material respectivo es
antibiético, tolerante, o combina ambos
mecanismos.

La nueva metodologia ha sido ya adoptada para
la evaluacion rutinaria de materiales en invernadero
en el CIAT. Con una adecuada planeacién logistica
de siembras y manejo del insecto, es posible evaluar
hasta 2400 materiales por aiio.

Notas sobre XVIII
International Grassland
Congress

El Congreso se realizé en Winnipeg y Saskatoon,
Canadd, entre el 8 y el 19 de junio y contd con la
participacion de 1200 investigadores y delegados de
92 paises. Al igual que en los anteriores congresos se
presenté un alto nimero de trabajos relacionados con
la produccidn de pastos en zonas templadas. De los
trabajos presentados se pueden sacar algunas
resultados de importancia, que se resumen a
continuacion.

Sobre germoplasma

O Stylosanthes guianensis (CIAT 184) crece bien
en una amplia gama de suelos y clima,
particularmente en aquellos dcidos de trépico
hdmedo. Puede ser utilizado en bancos de
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proteina, sistemas de pastoreo, asociado con
drboles y para controlar la erosién del suelo.

Centrosema pubescens (CIAT 15610) se adapta
bien en suelos fértiles con pH superior a 5.1 en
zonas tropicales hiimedas.

Brachiaria humidicola (CIAT 6133) crece bien
en un amplio rango de fertilidad y pH en el
suelo, especialmente en dreas himedas
tropicales. Tiene una excelente persistencia y
ayuda en el control de la erosién.

Andropogon gayanus CIAT 621) ha dado buen
resultado en zonas con largos periodos de
sequia, en condiciones de suelos de baja
fertilidad. Se puede utilizar para pastoreo o
como forraje para corte.

En Campo Grande (Brasil), investigadores de
EMBRAPA desarrollaron una poblacién
sintética a partir de germoplasma de S. capitata
y 8. macrocephala que ha mostrado tolerancia a
antracnosis.

En Brisbane y Los Baiios, Filipinas, se ha
encontrado una variacién considerable en
resistencia a psyllid en Leucaena collinsi, L.
diversifolia y L. pallida. No obstante, se ha
encontrado poca variacién en tolerancia al
insecto en las subespecies glabrata y
leucocephala (L. leucocephala), lo cual refleja
la estrecha diversidad genética de esta especies.

Sobre calidad de forrajes

Algunas leguminosas tropicales tienen factores
antinutricionales que presentan sinérgismo, por

(m]

(]

ejemplo, Seshania sesban posee taninos y
saponinas. Genotipos de esta leguminosa bajos
en taninos han mostrado alta toxicidad en
raciones para pollos debido a la presencia de
saponinas. En contraste, no se han observado
sintomas de toxicidad por saponinas con el
suministro de genotipos altos en taninos.

Se encontré una alta correlacién entre los
métodos in saco e in vitro (Telley y Terry) y el
método de produccién de gas en la
degradabilidad de la MS de forrajes y ensilaje.

Se encontré que, la espectrometria de rayos
infrarrojos (NIRS, en inglés) es ttil para
predecir la degradacién de la proteina por
enzimas fungosas y microorganismos del rumen
en el método in saco (R*=0.77).

En Edimburgo, utilizando la técnica de
produccién de gas, se encontré que, Arachis
pintoi, tiene la mejor calidad forrajera en
comparacién con C. pubescens, S. guianensis y
Macroptilium atrepurpureum.

Sobre mancjo del pastorco

En virzeas del Cerrado de Brasil, A. pintoi
asociado con Paspalum atratum produce hasta
700 g/animal por dia en la época de lluvias,
siendo esta pastura una alternativa para las
zonas inundadas con suelos dcidos.

En Nigeria, se encontré que la mezcla de
leguminosas, como Aeschynomene histrix con
Centrosema sp. es una buena alternativa para
complementar y compensar las pérdidas de
leguminosas a través del tiempo.
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Simposio Internacional Sobre Nutricion de Herbivoros

Entre el 11 y el 16 de abril de 1999 se celebrari cn San Antonio, Texas, ¢l Quinto Simposio Internacional Sobre
Nutricién de Herbivoros. El tema central del Simposio serd la integracion entre el manejo de los recursos ecolégicos y su
uso para la nutricién de herbivoros. Se tratardn las relaciones entre ¢l manejo de los ccosistemas naturales y los sistemas
de mancjo intensivo y extensivo de herbivoros. Como novedades del Simposio, 1 mes antes y 6 mes despucs, se
presentardn en hoja de correo electrdnico (hitp://enrit.tamu.edu/conf/isnh/) los resimenes de los trabajos que se
expondrin en plenaria, y para abril 10, 11y 17 de 1999 se tienen programadas varias presentaciones via satélite. Esto
facilitard la discusion de los temas por parte de los participantes.

Los temas para las sesiones plenarias son los siguientes:

. S g L , Y
(1) Perspectivas ecoldgicas y evolucién en la nutricién de herbivoros; CIAT LIBRAR
(2) Interacciones forrajes-herbivoros; \"ﬂl‘l"ll‘ll“
(3) Interacciones entre digestion de dietas y ccologia microbiana; 100082077

(4) Transformaciones matabdlicas de nutrientes;

(5) Nutricién de rumiantes con alta capacidad de produccion y nutricién ¢
interaccién con genotipo; y

(6) Sostenibilidad de sistemas que incluyen herbivoros.

La organizacidn del Simposio estd invitando a todos los investigadores en el campo de la nutricion de
herbivoros a presentar ‘posters’ con énfasis en estudios bioldgicos y modelamiento de sistemas. Los titulos y resimenes
de los trabajos deben someterse antes de setiembre de 1998 y los posters antes de diciembre de ese aio.

Para mayor informacion dirigirse a:

William C. Ellis

Chairman, The Fifth ISNH
Department of Animal Science
Texas A & M University
College Station, TX 77843
Estados Unidos

w-ellis @tamu.cedu
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