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Objetivo principal

Resumir el estado de arte de la utilizacion de especies forragjeras ricas en taninos en la nutricion
de rumiantes en Colombia.

Obj etivos especificos

» Reunir investigadores y técnicos (eventual mente productores) colombianos con experiencia
en el tema

» Presentar modelosy metodologias utilizados en los diferentes |aboratorios

» Presentar resultados recientes de trabajos de investigacion y de transferencia

= Definiry priorizar futuras lineas de investigacion

= Presentar € proyecto actual de ETH-CIAT-Universidad Nacional-CORPOICA

= Vincular otros actores al proyecto para garantizar la diseminacion del conocimiento generado

Conferencistasinvitados
= ETH: Tassilo Tiemann (Estudiante de Doctorado)

= CIAT:
0 CarlosLascano
o PatriciaAvila
o GinaVivianaCaldas

= CORPOICA:
0 Rolando Barahona (Bogota)
o Fernando Rodriguez (Bogota)
o Freddy Parra(Popayan)

= Universidad Nacional Sede Bogota:
0 Juan Carulla
0 MartaPabdn
0 BarbaraMoreno
o Javier Cortés

= Universidad Nacional Sede Medellin: Alfonso Giraldo

= Universidad dela Amazonia: Jaime E. Velasquez



Programa

Tema Responsables
08:30 Llegada e inscripcién de participantes Julia Gomez, CIAT
09:00 Bienvenida e introduccién a taller Carlos Lascano, CIAT
09:15 Presentacion y expectativas de | os participantes Todos
09:45 Proyecto de investigacion Tassilo Tiemann, ETH-
Potencia de leguminosas forrgjeras con taninos en CIAT
explotaciones ganaderas de pequefios productores
(ETH-CIAT-Universidad Nacional-CORPOICA)
10:00 Métodos paralacuantificacion y la caracterizacion detaninos | PatriciaAvila(CIAT) y
condensados en leguminosas tropicales Rolando Barahona
(CORPOICA)
10:30 Café
10:45 Un modelo in vitro para estimar los efectos de taninos Juan Carullay Martha
condensados sobre |a digestion de la proteina en rumiantes Pabon, Universidad
Nacional, Bogota
11:00 Algunos métodos y técnicas espectroscopicas aplicablesen el | Barbara Moreno,
andlisis quimico y estructural de taninos vegetales Universidad Nacional,
Bogota
11:15 Efecto de genotipo y ambiente en lacomposicion y actividad | Carlos Lascano, CIAT
biol 6gica de taninos presentes en leguminosas tropicales
11:45 Efectos de los taninos en la degradabilidad in situ ein vitro de | Alfonso Giraldo,
la proteina en forrgjes tropicales Universidad Nacional,
Medellin
12:15 Almuerzo
13:30 Efectos de taninos en frijol sobre la biodisponibilidad de GinaViviana Caldas,
nutrientes CIAT
14:00 Resultados de eval uaciones de taninos en leguminosas del Jaime Velasquez
Piedemonte Amazénico Colombiano (Universidad de la
Amazonia) y Matilde
Cipagauta (CORPOICA-
Macagual)
14:30 Descomposicidn en bolsas de nylon sobre el suelo de cinco Freddy Parra,
leguminosas promisorias CORPOICA-Popayan
15:00 Cafée
15:15 Definir futuras lineas de investigacion (qué hacer?) Todos
16:15 Priorizar lineas de investigacién y tratar de vincular nuestro Todos
proyecto con las lineas priorizadas
17:15 Cdmo vincular a otros actores a proyecto? Todos
17:45 Conclusionesy clausura del taller Carlos Lascano, CIAT
18:15 Refrigerio y partida de participantes




Proyecto de investigacion
Potencial de leguminosas forrajeras con taninos en explotaciones ganader as de
pequefios productores

Tassilo Tiemann

Institute of Animal Science, Swiss Federal |nstitute of Technology, ETH-Center/LFW, CH-8092 Zurich, Switzerland,
tassilo.tiemann@inw.agrl.ethz.ch

INTRODUCCION

Los rumiantes son una alternativa de
inversion e ingreso monetarios paralos
pequefios y medianos productores en los
paises en vias de desarrollo. En los Ultimos
20 anos se ha observado un aumento
significativo en lademanda por productos de
origen animal de alta calidad, estimulada por
el crecimiento de la poblacién, la
urbanizacion y los mayores ingresos de los
habitantes. Entre 1983 y 1993 la ganaderia
aumentd aunatasaanual de 5% vy se espera
gue se mantengaigual en los préximos 20
anos (Delgado et al., 1999). El meoramiento
de la produccién no solamente garantiza el
suministro de carne y leche ala poblacion
sino que también resulta en mayores ingresos
paralos productores en el campo y en una
reduccion de lamigracion en regiones
urbanasy suburbanas.

L os problemas mas importantes que los
pequerios productores tienen que enfrentar
son lapobre calidad y 1a baja disponibilidad
deforrgjes. En este sentido, las leguminosas
arbustivas tienen un papel importante como
fuente de proteinay energia, inclusiveen la
época seca (Raaflaub y Lascano, 1995)
cuando la productividad y calidad forrgjerade
las gramineas son muy bajas (Hess et al .,
2002).

No obstante, muchas de estas |eguminosas
contienen concentraciones variables de

taninos condensados (TC) que pueden tener
efectos benéficos, perjudiciales o hasta
toxicos paralos rumiantes. Aunque es
posible utilizar leguminosas con altos niveles
de TC en mezcla con otras de bgjo contenido
de estos compuestos, es necesario entender
previamente | os factores que determinan el
tipo y la concentracion de TC antes de
desarrollar practicas de alimentacién que
permitan su mejor aprovechamiento.

OBJETIVOS

General

El proposito general de este proyecto es
desarrollar sistemas de alimentacion mas
eficientes basados en leguminosas arbustivas
con altos niveles de TC, contribuyendo al
mejoramiento de la productividad de la
ganaderiay a alivio de lapobrezaen fincas
de peguefios productores en zonas tropicales.
Seredlizara un estudio del efecto dela
nutricion vegetal sobre laacumulacion de TC
en leguminosasy el impacto de los taninos en
los procesos de nutricién ruminal.
Igualmente, se evaluara el valor como fuentes
de N de las heces de los animales que reciben
leguminosas con TC.

Se disefiaran estrategias de alimentacion
usando mezclas de leguminosas forragjeras
con contenidos de taninos contrastantes para
superar las limitaciones de suministro de
proteina en la alimentacion de rumiantes.



Especificos

En unaprimerafase se evaluaran las
relacionas entre lafertilidad de los suelos 'y el
valor nutricional de leguminosas tropicales
seleccionadas. Se dard especia énfasisala
evaluacion de las concentracionesy
caracteristicas de TC de estas especies.

En los siguientes ensayos, se evauarén in
vitro los efectos de los TC con caracteristicas
quimicas contrastantes sobre la degradacion
de proteinasy la eficacia de lafermentacion
ruminal usando el GTT (‘gas pressure
transducer technique’) y Rusitec (‘ rumen
simulation technique’). Ademas se estimara
laliberacion de proteina simulando las
condicionesen el abomaso. Con base en
estas observaciones se disefiaran ensayosin
Vivo para evaluar sistemas que permitan
mitigar |os efectos negativos de altas
concentraciones de TC en las especies de
leguminosas sel eccionadas para alimentacion
de rumiantes. Estos resultados se obtienen
evaluando |l os efectos de mezclas de
leguminosas con niveles variablesde TC
sobre ladigestion y utilizacidn de proteinay
sobre los pardmetros de la fermentacion
ruminal, ademés, estimando los efectos de las
mezclas sobre €l consumo deforrgey la
produccion de leche.

En ensayos posteriores se evaluara el efecto
de las leguminosas sel eccionadas sobre las

caracteristicas quimicasy biolégicas de los
suelosy el valor como fuente de N delas
heces de los rumiantes alimentados con
dichas leguminosas.

Se esperaque al finalizar este proyecto sea
posible medir exante el impacto econémico
de los resultados en explotaciones de
peguerios productores de la region.

METODOLOGIA

En cooperacion con el Proyecto de
Gramineasy Leguminosas Forrgjeras del
CIAT se seleccionaron tres leguminosas con
niveles altos de TC y un nimero igual con
niveles bajos de TC, teniendo en cuenta sus
contenidos de proteina cruday digestibilidad,
requisitos de fertilidad de suelos y demanda
de agua (Cuadro 1). Como forraje con ato
contenido de fibra se utilizard Brachiaria
dictyoneura.

Como testigo sin TC se utilizaVigna
unguiculata (Caupi). El follaje de Leucaena
leucocephala se usard como modelo de un
forrgje con medianos niveles de TC y buen
valor nutritivo. Las especiesforrgeras
multipropdsito C. argentea, C. calothyrsus, F.
macrophyllay L. leucocephala que tienen
diferentes contenidosy propiedades de
taninos (Barahona, 1999) seran cultivadas por
2 afos en un Oxisol acido de bagja fertilidad
en Matazul (Llanos Orientales de Colombia)

Cuadro 1. Especies de leguminosas seleccionadas y algunas de sus caracteristicas forrajeras.

Especia Proteina cruda Digestibilidad TC

(%) (%) (nivel/impacto)
Calliandra calothyrsus 15-20 25-40 Alto/variable
Flemingia macrophylla 15-30 35-55 Variable/medio-alto
Leucaena leucocephala 12-25 65-85 Medio
Cratylia argentea 18-30 60-65 Muy bajo
Desmodium velutinum - - Sin
Vigna unguiculata 14-21 >80 Sin

FUENTE: Peterset al. 2003.



y enun Mollisol (fértil) en CIAT-Pamira. La
composicion quimica, los parametros de la
fermentacion ruminal invitroy la
concentracion, tipo y propiedades quimicas
de los taninos se determinardn en muestras de
hojasy tallos cosechadas al finalizar las
épocas secay lluviosa. Ademas, se harén
comparaciones de la actividad biol égica de
los TC en muestras frescas y secas para
cuantificar los cambios debidos a tratamiento
poscosecha. Las especies serén plantadas en
ambos sitios con tres repeticiones al
comienzo de la épocadelas lluvias, a mismo
tiempo, se hard una caracterizacion delos
suelos. En experimento 1 (suelo de bga
fertilidad en Matazul) los tratamientos de
fertilizacion seran: (1) nivel bajo de
fertilizaciony (2) nivel alto de fertilizacion.
En el segundo experimento (dos suelos de
fertilidad contrastante en Matazul y Palmira)
los tratamientos serén: (1) nivel ato de
fertilizacion; (2) nivel alto conbajo Py (3)
nivel alto con bajo S. Lacosecha se hard
tanto al finalizar la época seca como la
[luviosa, cosechando las primeras 5 hojas
completamente desarrolladas de ramas en
crecimiento. Las muestras seran liofilizadas,
molidasy conservadas a 20°C hasta su
posterior andlisis.

En € tgjido vegetal se andlizarén las
concentracionesde C, P, N, K, S, Ca, Mg,
taninos condensados, composicién de
monomerosy peso molecular. Se mediran:
la abundancia natural de **N en leguminosas
y en gramineas en la misma parcela para
estimar lafijacion biol6gicade N en las
leguminosas mediante el método descrito por
Boddey et al. (2000). Al comienzo del
ensayoy al finalizar cada épocasecay de
[luvias se medirdel N en forma mineralizada
en los suelos. Paradeterminar si |os taninos
pueden modificar laactividad y ladiversidad
de los microorganismos, cada 2 afios se

mediran los contenidosde Cy N en €l
horizonte superior del suelo.

Laextracciéon delos TC se hara con butanol o/
HCI (Terril et al., 1992) y las proporciones de
prodelphinidin, procyanidiny
propelargonindinen en TC solubles seran
determinadas por HPLC (Mueller-Harvey et
al., 1987). Lacapacidad delostaninos para
fijar proteinas sera analizada por difusion
radial (Hagerman, 1987). El peso molecular
delos TC serd determinado por medio de
HPL C modificado (Barahona, 1999).

Ladinamicade lafermentacion delas
leguminosas con altos niveles de taninos sera
evaluada en combinacion con gramineas
tropicalesy Caupi por medio de latécnica
GTT (Theodorou et al., 1994). El sustrato
consistiraen una graminea (Brachiaria
dictyoneura) y mezclas de leguminosas con
proporciones variables de taninos. Enun
experimento preliminar se determinarala
cantidad de PEG (una sustancia con alta
afinidad a TC) requerida parainactivar TC en
cada una de las leguminosas seleccionadas.

L as combinaciones contrastantes de
leguminosas, PEG y gramineas permitira
obtener diferentes proporcionesde TCy
nutrientes para estudiar los efectos de tales
diferenciasen lacantidad y calidad dela
produccion de gas.

Ladegradabilidad de proteinay fibray la
liberacion de proteina bajo condiciones
simulando & abomaso y los pardmetros de la
fermentacion ruminal se determinara
utilizando sistemasin vitro. Ademas, se
controlaralarelacion entre taninos y proteina
para estimar el impacto de esta caracteristica
en las variables observadas. Delamisma
manera, se relacionaran la proporcion de los
monomerosy el peso molecular con los
pardmetros medidos anteriormente.



Parala exploracion extensiva de
combinaciones de leguminosas con niveles
contrastantes de taninos 'y cultivadas en
ambos sitios se utilizara la técnica Rusitec
desarrollada por Czerkawski y Breckenridge
(1977) y mejorada por Machmller et al.
(1998, 2002). Estatécnicapermite medir
varios parametros de la fermentacion ruminal,
entre ellos. produccién y proporciones
molares de &cidos grasos vol atiles,
produccion de gases fermentativos, pH,
concentracion de nitrogeno amoniacal y la
degradacién aparente de la materia organica,
nitrégeno y fibra. Ademés se analizaran las
poblaciones microbianas. Las combinaciones
aevaluar serén definidas teniendo en cuenta
los resultados de |os experimentos con GTT.

De acuerdo con los resultados in vitro se
definiran las composiciones detalladas para
evaluar |os efectos de los forragjes con altos
niveles de taninos, Caupi y mezclas de ambos
conjuntamente con una graminea de baja
calidad (Brachiaria) in vivo. Utilizando
ovejas fistuladas alojadas en jaulas
metabdlicas se mediran los cambios en las
poblaciones de bacterias celuloliticas y
proteoliticas, la eficienciade lasintesis
microbiana de proteinay flujo de proteinaal
duodeno, ademas del consumo de forrgje. En
un ensayo con vacas en pasturas asociadas
con estas leguminosas se medirala
produccion de leche. Utilizando cdmaras
respiratorias se mediran las perdidas
energéticas en heces, orina, temperatura
corporal y produccion de gas metano en
ovejas que consumen gramineas de bagja
calidad sola 0 en combinacion con
leguminosas.

Utilizando un modelo, se evaluard el efecto
de la alimentacion con leguminosas con altos
niveles de taninos sobre la composicién de
las heces de animales'y su valor como

fertilizante nitrogenado. En cadadietalos
tratamientos serén: Dos porciones de forraje
como se hizo en los ensayos de alimentacion
(25 mg Ntotal/kg suelo y 50 mg Ntotal/kg
suel0); dos dosis de heces (25 mg Ntotal/kg
suelo y 50mg Ntotal/kg suelo) y cinco dosis
de N en formade NO,NH,. EI contenido de
materia seca de las partes vegetales aéreas y
su contenido en N serd medido después de 1,
2y 3 meses del experimento. Las heces seran
utilizadas con suelos de Matazul y Palmira
para medir en macetas la produccion de B.
decumbens.

Paralaevaluacién exante se utilizara
informacién disponible en la base de datos de
forrgesdel CIAT (Barco et al., 2002). Estas
informaciones serén después rel acionadas con
el Sistema de Informacién Geogréafico (SIG)
usando una metodol ogia de suporte
desarrolladarecientemente (O'Brien et al .,
2002ay 2002b). Este sistema permite
relacionar factores biofisicos,
socioecondémicos y de manegjo con datos de
identidad de sitios especificos para especies
forrgeras. Laintencion de esta herramienta
de soporte de decisiones es reducir dudasy
asi facilitar informaciones relevantesy
exactas sobre sitios donde las nuevas
alternativas de alimentacién podrian ser
introducidas.
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M etodologias méas usadas para cuantificar taninos condensados

Rolando Barahonaly Patricia Avila?

!Programa de Fisiologia y Nutricion Animal, Corporacion Colombiana de Investigacion Agropecuaria,
CORPOICA, rbarahona@corpoica.org.co

2 Proyecto de Gramineas y Leguminosas, CIAT, Cali, Colombia, pavila@cgiar.or

ANTECEDENTES

Algunas leguminosas herbaceas y arbustivas
evaluadas por el Proyecto de Gramineasy

L eguminosas tienen un bajo valor nutritivo,
debido ala presencia de taninos condensados.
Para el avance en la seleccion de plantas
forrgeras por contenidos de taninos, se
precisa entender sus efectos en relacion con
ladigestibilidad y degradacion de la proteina
y lafibra. Dado que lainvestigacion en
taninos condensados se ha llevado desde
diferentes puntos de vistay con diferentes
propdsitos, existe un gran nimero de técnicas
analiticas paralaextraccion, cuantificaciony
caracterizacion de taninos descritas en la
literatura. Por tal motivo serequiere
documentar |os protocol os empleados para
cuantificar y caracterizar estos compuestos
guimicos.

En este documento se resume la informacion
sobre lametodologia utilizada en €l
Laboratorio de Forrges -CIAT para
cuantificar taninos condensados solubles e
insolubles (método de butanol-HCI, Terrill, et
a. 1992, modificado por Barahona, R. 1999),
estimar su capacidad paraligar proteina
(método de difusion radial utilizando Sero
AlbuminaBovina, BSA, Hagerman, A.E.
1987) y para caracterizar su composicion
monomérica (pro-cianidin, pro-delfinidiny
pro-pelargonidin utilizando cromatografia
liquida (HPLC), Barahona, R. 1999.).

También seincluye el método de Barahona,
R. (1999) para determinar el peso molecular
de taninos condensados que se va a establ ecer
proximamente en el laboratorio.

Método para la estimacion de Taninos
Condensados:. solubles e insolubles
(Terrill, et a. 1992, modificado por
Barahona R. 1999)

1. Reactivos:
Solucién extractora (taninos solubles):
Acetona 70%
Agua 30%
Acido ascorbico 0.1%
Eter dietilico

Reactivo de color : butanol-HCI (95-5%)
Reactivo de blancos:butanol-H20
(95-5%)

2. Procedimiento:

a. Extraccion y cuantificacion de taninos
solubles

Forraje por duplicado en tubos de punta
10 6 15 mg segun taninos en muestra
Solucion extractora, adicionar 2.5 ml

Eter dietilico, adicionar 2.5 ml

Tapar y agitar en vortex, por 2 veces cada
tubo

Retirar la capa superior (acetona + éter),
preferiblemente con vacio o pipeta pasteur
Repetir pasos anteriores



Evaporar remanente de acetona-éter de los
tubos (puede ser en horno ano més de 30°C 6
en concentrador de muestras)

Llevar a5 ml con agua destilada

Mezclar y centrifugar 3500 rpm x 10-15 min
Recuperar €l sobrenadantey conservar €l
residuo parala parte de insolubles.

Retirar una alicuotade 0.3 ml de
sobrenadante en tubos de rosca con tapay
adicionar 1.8 ml de butanol-HCI(5%).

Hervir a 95°c por 70 minutos

Enfriar en aguafria o con hielo, por 5
minutos

Leer contra muestras blanco a 550 nm

b. Utilizacién de muestras como blanco

Incluir 2 0 3 muestras de més para ser usadas
como blanco tanto parala parte de taninos
solubles como insolubles. El tratamiento de
las mismas debe ser igual a de las muestras
paraandlisis, pero en vez de utilizar Butanol-
HCI (5%) se utiliza como reactivo de blancos
butanol-H20 (5%). Centrifugar las muestras
blanco después de hervidas por 10 min a
3500 rpm.

c. Cuantificacion de taninos insolubles o
ligados

A lostubos con &l residuo una vez recuperado
todo el sobrenadante, se les debe eliminar el
remanente de sobrenadante, lo cual puede
hacerse degjando |os tubos boca abgjo sobre
unagradillacon unatoallade papel en labase
y enlaneverapor al menos 1 o 2 horas o con
el concentrador de muestras o incluyendo las
gradillas en horno por 20 min abaja
temperatura (40 °C).

Al residuo final de laextraccion incluyendo
el residuo de las muestras blanco:

Adicionar aguadestilada 0.7 ml

Adicionar butanol-HCI o Butanol-H20 4.2ml
Hervir 70 min

Enfriar en hielo o aguafria

Agitar en vortex suavemente
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Trasvasar a eppendorf de 1.5 ml

Centrifugar en microcentrifuga a, 14000 rpm
X 5min

L eer en colorimetro contra muestra blanco a
550 nm

d. Preparacion de estandares

Se requiere obtener una curva estandar a
partir de taninos purificados de lamisma
muestra, haciendo diluciones 1:10 a partir de
una concentracién de tanino purificado
conocida. Lasolucién stock y las diluciones
se harén con agua destilada.

Método de Difusion Radial para medir

astringencia en taninos condensados

(Hagerman, A..E. 1987)

1. Reactivos:

= Agarosal%, Tipo | (SigmaA-6013)
punto de gel 36°C

= SeroAlbuminaBovina-BSA, 0.1%
(SigmaA-6793) fraccion V, (15.8%N)

= Solucion de hidréxido de sodio (4N): se
pesan 8 g de NaOH, se disuelven en
aproximadamente 40 ml agua destilada,
completando el volumen a50 ml de agua.

= Buffer acetato (pH:5.0, 0.05M) con 10.6
mg de acido ascérbico, agregar 2.85 ml de
acido acético, en aproximadamente 800
ml de agua destilada, adicionar 10.6 mg
de ac. ascorbico. Ajustar el pH dela
solucion a 5.0 con la solucion de
hidréxido de sodio 4N, gjustando €l
volumen aun litro.

2. Procedimiento:

a. Preparacion delas cajas de petri. Pesar
2.5 g de agarosa en 250 ml de la solucion
buffer acetato, se coloca con un magneto
sobre un plato caliente, dejar herviry
reposar la solucion a bafio maria (45°C).



. Simultdneamente a la preparacion del
agar, se debe diluir 250 mg de BSA en 20
ml de solucion buffer a bafio maria
(37°C). Finamente esta solucion se
adiciona al agar previamente reposado,
sin dgjarlo enfriar. Estamezclarinde
aproximadamente para 17-20 cajas petri
(diamétro 8.5 cm)

. Lamezcla (solucién buffer + agar + BSA)
estalista parainiciar ladosificacion
controlada (9.5 ml/caja petri) quedando
unapeliculauniforme. Dejar secar, estas
cagjas pueden ser almacenadas por 2-3
semanas en € refrigerador, sin perder
sensibilidad alareaccion.

. Proceder a abrir los orificios en el agar,
con un sacabocado de 5 mm de diamétro,
retirar la peliculadel agar con unaaguja
(se pueden distribuir 6 orificios/caja)
midiendo la altura de cada anillo,
numerando (1.1, 1.2, 1.3)/muestra. Se
miden con un calibrador o pie derey.

. Agregar el extracto del forragje, 8
microlitros (usando micropipeta) en cada
orificio. Unavez listas las cgas se
incuban a 30°C durante 48 a 96 horas.
Finalmente medir el diamétro de los
anillos formados. La cantidad de tanino es
proporcional a cuadrado del diamétro (el
diametro del anillo formado es
proporcional alacantidad de proteina
precipitada).

Preparacion del extracto de forraje. Pesar
1 g de muestramolida, secaa 60 °C.
adicionar la solucion extractora (Acetona
al 70%+ ac. ascorbicol%) en una cantidad
de 5 ml por muestra. Después poner los
elermeyers sobre un plato en movimiento
por 70 minutos. Filtrar (fibrade vidrio) y
obtener el extracto, luego centrifugar (14
rpm) por 5 minutos. Se refrigeran los
extractos, para posterior inyeccion en el

agar.

Determinacion del contenido de
antocianidinas (Cianidin — Delfinidin —
Pelargonidin) en taninos condensados
(Barahona, R. 1999)

Al ser hidrolizados en acido, los taninos
condensados liberan pigmentos de
antocianidinas de coloracion rojiza,
principamente cianidiny y delfinidin
(Hagerman y Butler, 1989). Laestructurade
los taninos condensados varia de acuerdo ala
naturaleza de |os enlaces entre unidades de
polimeros del flavan y |a estereoquimicadel
anillo. El tipo de estos polimeros es de gran
importancia, yaque el grado de
polimerizacion y ladistribucion espacial de
las unidades monoméricas, influencian la
formacién de complejos con otras moléculas
(Hemingway et a. 1983; Muller-Harvey y
Mcallan, 1992). El grado de polimerizacion
delos TC no es constante y el peso molecular
varia entre especies de plantas.

1. Equipoy materiales:

Cromatégrafo liquido, marca Shimadzu CL
10A que consta de:

Autoinyector SIL-10A

Bombas (2) LC 10AS

Detector UV/VIS SPD 10AV

Controlador SCL 102

Horno para columna CTO 10?2

2. Reactivos:

Metanol grado HPL (J, T. Baker, 9093-68)
Aguagrado HPLC (J,T. Baker, 4218-03)
Acido acético glacial grado HPLC (J,T. Baker,
9515-03)

Estandar-Cianidin (APIN07194-C): 322.7 ¢/
mol=PM

Estéandar-Déelfinidin (APIN04410-D): 338.7 ¢/
mol=PM

Estandar-Pelargonidin (APIN09174-P): 336.7
g/mol=PM

Columna NovaPack C18 de 8x 10 cm
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3. Variables cromatrograficas.

Longitud de onda: 520 nm

Temperatura del horno: Ambiente

Flujo: 2 ml/minuto

Fasebinariaza.  BombaA-metanol (60%)
Bomba B-Acido acético al 5% (40%)
Presion méxima: 200 kgf/cm?2

El andlisis de los datos es realizado con un
Sofware Class vp, ver 7.2

4. Preparacion dela muestra:

Proviene de un protocolo de purificacion de
TC (butanol-HCL) quedando en tubos de
ensayo evaporados. Se redisuelve cada
muestra con 1 ml de metanol, se centrifuga
paraluego tomar una alicuota con
micropipeta. Se depositaen un vial de 2 ml,
para posterior inyeccion (20 microlitros)

5. Preparacion de estandares:

Se prepara una solucion madre de 50 ppm
(500 pg de cada tanino/25 ml de metanol). A
partir de ésta se preparan soluciones
estandares con rangos de concentracion entre
0.78, 1.56, 3.125, 6.25 y 25 ppm (ug/ml).
Utilizando la ecuacion para el calculo:
Concl x Vol1= Conc2 x Vol2

Concentracion 1: concentracion madre

Concentracion 2: concentracion deseada
Volumen 1: Volumen del balén aforadol
Volumen 2: Volumen del balén aforado 2

6. ldentificacion Cromatogréfica:
Tiempos de retencion:

Cianidin: 3.76 minutos
Definidin:  4.62 minutos
Pelargonidin: 5.68 minutos

Ecuacion de larectapara TC-solubles (Y=a
+ [3* Concentracion)

C:Y=1421.49 + 41387.88*Conc.  r=0.997
D:Y=629.32 + 30985.64* Conc. r=0.997
P: Y=(-)1240.99 + 32237.64* Conc. r=0.996
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Ecuacion de larecta para TC-insolubles

(Y= at+R* Concentracion)

C: Y=34678.03 + 58473.8*Conc.  r=0.998
D: Y=25049.6 + 46613.14*Conc.  r=0.990
P: Y=(-)65666.8 +110484.0* Conc. r=0.999

Método recomendado para la determinacion
del peso molecular de taninos condensados
sin derivatizar (Barahona, R.1999).
Caracteristicas como peso molecular,
flexibilidad conformacional y solubilidad en
agua pueden fuertemente influenciar la
habilidad de los taninos para precipitar
proteinas (Spencer et al. 1988). Se ha
sugerido que compuestos fendlicos de bajo
peso molecular forman enlaces inestables con
las proteinas, mientras que aquellos con alto
peso molecular son ineficientes como taninos
(Salunkhe et a., 1990). Aun mas, los taninos
condensados que estan ligados al substrato
parecen ser mas efectivos parainhibir la
degradacién microbiana de los forrajes que
aguellos presentes en forma soluble
(Barahona, R. 1999). Por ello esimportante
incluir determinaciones de peso molecular en
aguellos estudios nutricionales en donde se
incluyan plantas forrgjeras taniniferas.

Reactivos:

Bromuro de Litio (5 mg/ muestra)
Dimetilformamida (5 ml/ muestra para
disolver los taninos)

Cromatografia:

Aplicacion: HPLC

Columnas: Dos PLGel 5um 500A (300x7.5
mm, Polymer Laboratories, UK), en serie.
Eluente: 100% dimetilformamida
conteniendo 0.1% (w/v) lithium bromide aun
flujo de 0.5 ml mint. (30 ml por muestra)
Detector: indice refractivo

Generacion de curva Sandard: Estandares de
glicol de polietileno de pesos moleculares



entre 440 y 22800 Dalton (Polymer
Laboratories, UK).

Software: GPC6000 chromatography data
system (version PR2; Jones Chromatography,
UK).

En este protocol o se disuelven en duplicado
10 mg de taninos condensados purificados en
5 ml de una solucién de 0.1% bromuro de
litio en dimetilformamida. Una aicuota de
100 pl de lasolucién resultante se inyecta en
un equipo de HPL C que tenga dos columnas
PLGel 5um 500A (300x7.5 mm) en serie. Las
muestras se eluyen de la columna usando
100% dimetilformamida conteniendo 0.1%
(w/v) bromuro de litio aun flujo de 0.5 ml
mint a temperatura ambiente (25°C). Un
detector indice refractivo (BioRad) se usa
parala deteccién de | os taninos condensados.
La curvade calibracion es obtenida usando
estandares de glicol de polietileno (Polymer
Laboratories, UK) de pesos moleculares entre
440 a 22800 Dalton.

Protocol o alternativo para la determinacion
del peso molecular de los derivativos de
peracetato de los taninos condensados

(Williams et al. 1983).

Para la preparacion de los peracetatos, se
disuelven en duplicado 10 mg de taninos
condensados purificados en 2.5 ml de una
solucién 1:1 (v/v) de piridina: anhidrido
acético y lamezclaresultante sedgjaa
temperatura ambiente por una noche. Cinco
ml de agua destilada se agregan lentamente y
lamezcladejaenfriar antes de centrifugar a
2500 rpm por 10 min. El sobrenadante
resultante se descartay el pellet (peracetatos
de taninos condensados) se lava 0s veces con
otros 5 ml de agua seguida de centrifugacion
y recuperacion del pellet. Los peracetatos se
secan (aire). Antes de lainyeccion, los
peracetatos se disuelven en 2 ml de
tetrahidrofuran y 25 ml dela solucion

resultante seinyectan en el HPLC que tenga
dos columnas PLGel 5pm 500A (300x7.5
mm) en serie. Las muestras se eluyen de la
columna usando 100% tetrahidrofuran aun
flujo de 1 ml min-1. Un detector UV seusa
para la deteccion de los peracetatos a 260 nm.
La curvade calibracion es obtenida usando
estandares de poliestireno de pesos
moleculares entre 162 a 22000 Dalton

(Polymer Laboratories, UK).

Reactivos:

Piridina (1.25 ml/ muestra)

Anhidrido acético (1.25 ml/ muestra)
Aguadestilada paralavado del precipitado
(peracetatos)

Tetrahidrofuran (2 ml / muestra para disol ver
|os peracetatos)

Cromatografia:

Aplicacion: HPLC

Columnas: Dos PLGel 5um 500A (300x7.5
mm, Polymer Laboratories, UK) en serie.
Eluente: 100% tetrahidrofuran aun flujo de 1
ml min?. (30 ml por muestra)

Detector: UV, 260 nm

Generacion de curva Sandard: Estandares de
polistereno de pesos moleculares entre 162 y
22000 Dalton (Polymer Laboratories, UK).
Software: GPC6000 chromatography data
system (version PR2; Jones Chromatography,
UK).
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INTRODUCCION

L os taninos son compuestos fendlicos de alto
peso molecular que contienen principal mente
grupos hidroxilosy en algunos casos
(carboxilos) que formar complejos fuertes
con proteinas y otras macromoléculas bajo
condiciones particulares. Los taninos se
dividen en dos clases, taninos hidrolizablesy
taninos condensados. Aunque hay diferencias
guimicas entre ellos, todos son compuestos
fendlicosy pueden precipitar laproteina. La
capacidad de ligar proteinas por |os taninos
(astringencia) se ha considerado como un
elemento importante para predecir sus efectos
en sistemas biol6gicos. La afinidad de los
taninos por las proteinas varia dependiendo
de sus caracteristicas quimicasy de las
condiciones fisicoguimicas del sistema. Por
lo tanto, esimportante estudiar estas
interacciones utilizando condiciones similares
alas del sistema en estudio. En este caso, €
sistema digestivo de los rumiantes (rumen y
abomaso). Hay trestipos de ensayos de
precipitacion de proteinas para determinar la
astringencia de los taninos. Un grupo de
métodos estiman la cantidad de taninos
precipitados con una proteina estandar como
la abdmina de suero bovino (Hagerman y
Butler, 1978), el segundo grupo midela
cantidad de proteinaen el complejo tanino-
proteina (Hagermany Butler, 1980; Martiny
Martin, 1983; Asquith y Butler, 1985). En €l
tercer método, la cantidad de proteina

presente en un extracto vegetal crudo se mide
indirectamente por la habilidad del tanino
para precipitar la abdmina de suero bovino
(método de difusion radial). El tanino difunde
en un gel que contiene la proteina con la
formacion de un precipitado tanino proteina
en forma de disco. El érea del precipitado es
proporcional ala cantidad de taninos en el
extracto (Hagerman, 1987). Las desventgjas
de estos métodos para evaluar el efecto o las
propiedades de los taninos en |os rumiantes
son: a) los tipos de proteina utilizados que en
muchos casos no constituyen parte de ladieta
del rumiante, b) las condiciones del sistema
no se asemejan alas condiciones del sistema
digestivo del rumiante.

En el Laboratorio de Nutricion Animal dela
Universidad Nacional se hadesarrollado una
metodol ogia para evaluar el efecto de los
taninos sobre la degradacion de las proteinas
en condiciones que simulan el rumeny €l
abomaso, adicionando los taninos aun
sistemade fermentacion in vitro como €l
sugerido por Tilley y Terry (1963). Este
método ha sido ensayado con diferentes tipos
de proteinasy taninosy muestra sensibilidad
alainteraccion de estos componentes
dependiendo de su naturaleza quimicay la
relacion tanino-proteina. Su correlacion con
condicionesin vivo aun no ha sido estudiada.
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EL METODO

En tubos plasticos de centrifuga de 100 ml se
colocan 0.5 g de proteinao forrgey se
adiciona el tanino en la concentracion
deseada solubilizado en 5 ml de buffer
McDougall sin Urea. Se dgja en reposo
durante 12 horas a 39°C para que la proteina
y €l tanino interactien y luego se adicionan
sobre la mezcla tanino-proteina 5 ml de
fluido ruminal-buffer McDougall sin Ureaen
relacion 1:4. Los tubos se gasifican con CO,,
se tapan y se incuban por 48 horas, con
agitacion regular. Después de este tiempo de
incubacion se sacan €l primer grupo de tubos
para€l andlisisde amonio y digestibilidad
ruminal (DIVMSr) Adicionalmente, un
segundo grupo de tubos que han sido
incubados como |os anteriores se someten a
unaincubacion en pepsina por 24 horas
adicionales, adicionando a cada tubo 6 ml de
HCI 7% p/v y 2 ml de solucién acuosa de
pepsinaa 5%. El contenido de cada tubo se
filtraa vacio y se determinaladegradacion
de materiaseca (DIVMSa).

El método se ha utilizado paraevauar: a)
Diferencias entre taninos y su relacién con
diferentes proteinas (Gonzalez y col., 1998,
Gonzalez y col, 2002), b) diferenciasen la
estructura quimica de compuestos similares
con diferente grado de reactividad (Velasquez
et al., 2002) y ¢) variaciones en larespuesta
del método a la relaciones tanino/proteina
debidos a cambios en la dieta (flora
microbial) delos animales donantes de
fluido (datos sin publicar). Para el primer
caso (a) se evaluaron tres taninos comerciales
semipurificados, Quebracho (Schinopsis spp.)
Acacia (Acaciaspp.) y Castano (Castanea
Spp.), dos recursos alimenticios, ryegrassy
torta de soyay proteinas, rubisco y proteina
de soya (Gonzalez et al., 2002,

Fajardo,1998). Estos se han estudiado en
diferentes rel aciones tanino/proteina. Para el
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segundo caso (b), el método se probd con el
compuesto mayoritario aislado y purificado
del extracto de quebracho el cual se modifico
estructuralmente por los métodos de
acetilacion y metilacion buscando reducir su
astringencia. Este compuesto se identificd por
RMN®C, RMNH, FAB ,UV elR. Por ultimo,
el efecto de las caracteristicas del fluido
ruminal en el sistema (c) se evalud incubando
torta de soya en diferentes relaciones de
tanino-proteinay con diferentes fluidos
provenientes de animal es suplementados con o
sin taninos.

CARACTERISTICASDEL METODO

El método es sensible a

1. Tipo de proteinay de tanino

El método es sensible ala naturaleza quimica
de los taninos pues ha mostrado €l efecto de
esta sobre la cantidad de materia seca
degradada después de 48h de incubacién con
fluido ruminal (DIVMS), ladigestibilidad in
vitro de la materia seca después de incubacion
con fluido ruminal por 48hr con adicion
posterior de pepsinay 24h adicionales de
incubacion (DIVMSa) y en los niveles de
amonio a las 48hr cuando se han adicionado
taninos en concentraciones similares pero de
diferentes plantas (Cuadro 1). El método ha
mostrado mayor sensibilidad en DIVM S,
DIVMSay concentraciones de amonio
utilizando torta de soya como sustrato que
utilizando ryegrass. Adicionalmente, se han
requerido niveles mas altos de taninos en
relacion ala proteina para observar las
diferenciasen amonioy de DIVMS en este
altimo sustrato (Cuadro 1).

Ladiferenciaen larespuesta alos taninos
dependiendo del sustrato sugiere que in vivo,
este tipo de comportamientos entre tanino y
proteina se dan y confirmalo observado en



Cuadro 1. Efecto del tipo de proteinay de tanino sobre los niveles de amonioy DIVMS (%) bajo
condiciones ruminales y abomasales.

NH; DIVMS Rumen DIVMS Abomaso
Relacion (mg/dl) % %
Tratamiento Tanino/proteina  Acacia Castafio Acacia Castafio Acacia Cagtafio
Ryegrass 0 21.7 21.7 721 721 74.0 74.0
Z;‘);“ no/Ryegrass 30.8 15.7 17.9 58.5 66.2 65.4 67.7
Tortade soya 0 67.2 67.2 71.3 71.3 88.4 88.4
Tanino/Tortade 15.4 467 26.1 63.8 45.1 78.6 84.4

soya (%)

otro tipo de pruebas que sugieren que la
interaccion entre tanino y proteina depende
tanto de lanaturaleza quimicay
concentracion de los taninos como de la
concentracion y naturaleza de la proteina.
Adicionamente, realzalaimportancia de
realizar pruebas con sustratos similares alos
incluidos en ladieta del rumiante. Es
importante anotar que cada sustrato (torta de
soyay ryegrass) clasificarialos taninos usado
en esta prueba de acuerdo a su grado de
astringencia en diferente orden. Mientras con
torta de soya €l tanino con mayor astringencia
seriael castafio pues presento |os mayores
efectos sobre laDIVMSa, DIVMSr y amonio;
con ryegrass €l tanino con mayor astringencia
seriael de acacia (Cuadro 1). Aunque estas
diferenciasen laclasificacion dela
astringencia de los taninos por el método
podrian catal ogarse como una debilidad del
mismo, son realmente una fortaleza pues
indican que e método es sensibleala
naturaleza quimicadel tanino y del sustrato.

Labondad del método para detectar
diferencias en la astringencia de compuestos
guimicamente similares fue estudiada usando
extracto crudo de taninos de quebracho, su
extracto en acetato de etilo (mezclade
taninos), el compuesto mayoritario
(compuesto aislado y purificado), sus
derivados acetilado y metilado. En este caso,

la prueba se usod solo determinando la
concentracion de amonio como parametro de
medidadel efecto delostaninos. La prueba
mostré que a medida que se purificaba el
compuesto, la actividad biol 6gica aumentaba
ya que se disminuiala produccion de amonio.
Cuando & compuesto mayoritario se acetiloy
metilo que disminuye sus grupos reactivos y
por tanto su astringencia, las concentraciones
de amonio aumentaron (Cuadro 2).

Cuadro 2. Niveles de amonio
(mg/dl) por incubacién in vitro de
la torta de soya en presencia de
diferentes extractos y compuesto
del quebracho.

: NH3
Tratamiento (mg/dl)
Torta de soya 20
Quebracho 17
Extracto AcOEt 15
Compuesto mayoritario 14
Compuesto acetilado 16
Compuesto metilado 19

2. Relacién tanino: proteina

El método ha mostrado sensibilidad a los
cambios en la relacion tanino proteina. Sin
embargo, la respuesta del método a las
variaciones de esta no ha sido lineal. En los
niveles bajos de rel acién tanino-proteinalos

Larelacion minima de tanino-proteina para
observar diferencias variacon €l sustrato y
con la naturaleza del tanino. Nuestras pruebas
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indicarian que se reguiere como minimo un
15% de taninos en relacién ala proteina de
soyay un 30% taninos en relacion ala
proteina de ryegrass (Cuadros 3-4). Los
trabaj os que se han realizado en nuestro
laboratorio con proteinas puras (rubisco y
proteina de soya) no nos han permitido hacer
conclusiones general es sobre sustratos puros
pues se usaron niveles muy bajos de taninosy
los efectos de |a prueba fueron poco
consistentes (Fgjardo, 1998).

3.1. Tiempo deincubacion

En ensayos preliminares estudiamos las
diferencias que se presentaban en los niveles
de amonio en este sistema cuando latorta de
soya eraincubada por cortos periodo de
tiempo (12 'y 24 h). Aunque &l sistema
mostraba disminuciones en amonio con la
adicion de efectos de los taninos en la
fermentacion no son evidentes. taninos estas
no eran significativamente diferentes debido
aaltas variaciones en los niveles de amonio
entre tubos (repeticiones). Al aumentar los

tiempos de incubacion las variaciones entre
repeticiones se hicieron menoresy la
concentracion total de amonio aumenté lo
gue permite ver con mayor claridad los
efectos de |as diferentes fuentes de taninos.
Algunos investigadores han criticado el
tiempo de incubacion por considerarlo muy
largo en relacion a tiempo de permanencia de
las proteinas en el rumen.

4. Caracteristicas del fluido ruminal

Una de las inquietudes cuando se trabajan
métodosin vitro con inoculoseslavariabilidad
gue estos presentan debido a la dieta y/o a

animal donante. Al utilizar fluido ruminal

proveniente de ovejos aimentados con forrgje
y suplementados con tortade soyaque contenia
diferentesrelacionestanino/proteina, losniveles
de amonio despuésdelaincubacion detortade
soyatratada (relacion tanino proteina 11.4%) o
sintratar difirieron levemente entre dietas pero
mostraron claramente lasdiferencias entre soya
incubada con o sin taninos (Cuadro 5).

Cuadro 3. Efecto del tipo y nivel de taninos adicionados a Ryegrass sobre niveles de amonio,y DIVM S

(%) bajo condiciones ruminales y abomasales.
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Relacion NH3 DIVM S %
tanino/proteina (mg/dl) Rumen Rumen +Abomaso
% Acacia Quebracho Acacia Quebracho Acacia Quebracho
0 22 22 72 72 74 74
7.7 21 22 67 67 67 68
15.4 20 22 66 63 66 63
30.8 16 22 58 61 65 66

Cuadro 4. Efecto del tipo y nivel de taninos adicionados a torta de soya sobre niveles de amonio, y
DIVMS (%) bajo condiciones ruminales y abomasales.

Relacién NH3 DIVM S %
Tanino/proteina (mg/dl) Rumen Rumen +Abomaso
% Acacia Castafio Acacia Castafio Acacia Castafo
0 67 67 71 71 88 88
3.8 59 52 67 62 87 87
7.6 57 42 67 59 87 88
15.2 47 26 64 45 79 84




Cuadro 5. Efecto de la alimentacién con torta de soya tratada con castafio sobre la concentracién in vitro de

amonio®.
Relacion tanino/proteina en el suplemento
Substrato 0% 3.8% 7.6% 11.4%
NH;—mg/dl
Torta tratada 24.2% 23.7% 25.6%* 26.1%
Tortasin tratar 39.6% 36.6" 36.9% 40.5%

1Sanchez (resultados sin publicar).

35| etras diferentes representan diferencias significativas (P<0.05) entre columnas.

* |Indica diferencias significativas (P<0.05) entre filas.

DIGESTION ABOMASAL

Nosotros hemos sugerido que en ladiferencia
digestibilidad in vitro delaMS(DIVMS) de
la primera fase de digestion del método
(Incubacion con fluido) y de la segunda
(Incubacion en pepsina) nos podriaindicar el
comportamiento del complejo tanino-proteina
en condiciones que simulan las del abomaso.
Ladiferenciaentre las dos digestibilidades la
hemos Ilamado proteina digestible en el
abomaso. El aumento o disminucién de esta
digestibilidad debido alos taninos en relacion
alaproteina digestible del sustrato sin
taninos nos indicarian |os efectos positivos o
negativos que tienen estos compuestos a nivel
abomasal. L as ensayos que hemos realizado
muestran que |os efectos negativos que tienen
los taninos sobre la digestibilidad en el rumen
no siempre son compensados por un aumento
en ladigestibilidad en pepsina(Cuadros 3y
4). Sin embargo, nuevamente el método
muestra diferencias entre tipos de taninos.

CONCLUSIONES

El método de incubacion in vitro desarrollado
por Tilley y Terry (1963) y adaptado por
nosotros para estudiar |as interacciones entre
taninosy proteinas ha mostrado sensibilidad
adiferencias entre taninos, su concentracion
con relacion alaproteina, asi como alas
caracteristicas de los sustratos.
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OBJETIVO

Este trabajo pretende resumir brevemente los
principales métodos aplicados en la
actualidad en la caracterizacion quimicay la
elucidacion estructural de los taninos
vegetales.

INTRODUCCION

L os taninos constituyen un amplio grupo de
metabolitos secundarios fendlicos de
naturaleza complejay amplia distribucién en
el reino vegetal; su presenciahasido
reportada en Gimnospermas y Angiospermas
y en estas son mas comunes en las
Dicotileddneas que en las Monocotil edéneas.
L os taninos son de gran importancia por sus
propiedades fisicoquimicas, de las cuaes
dependen sus efectos y aplicaciones.
Quimicamente |os taninos son mezclas de
polifenoles formados por algunas unidades
monoméricas reconocidas y se clasifican en
dos grandes grupos con base en laidentidad
de los nlcleos fendlicos que los forman y el
tipo de union entre ellos, como taninos
hidrolizablesy taninos condensados. A la
primera clase pertenecen |os derivados del
acido gdlico (1) y sus ésteres con laglucosa
los cuales hidrolizan con facilidad para
producir los &cidos fendlicosy el azlicar. Los
taninos condensados denominados
proantocianidinas, son polimeros de unidades
derivadas de los flavonoides (flavan-3-oles,
como catequina (2) y epicatequina(3)) 6
flavan-3,4-dioles como leucocianidina (4))
entre otros. Esta presentacion incluye un
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resumen sobre los procedimientos mas Utiles
en la extraccion, separacion, purificacion e
identificacion estructural de los oligdbmeros (n
= 2-10) que conforman lostaninos. Lafigura
1 incluye las formulas estructurales de
algunos de |os compuestos mencionados en
este trabgjo.

PROPIEDADESY CLASIFICACION

L os taninos se distinguen por los siguientes
aspectos: astringencia, solubilidad en agua
derivada de lainteraccion polifenol-polifenol
(IPP), peso molecular (PM) (500-5000
daltons), estructura quimica con 12-16 grupos
fendlicosy 5-7 anillos aromaticos por cada
1000 unidades de PM y su capacidad par
formar complejos con otras macromoléculas
como carbohidratos, alcaloides, proteinasy
saponinas entre otras, de las cuales dependen
sus aplicaciones en alimentos y bebidas,
fitoterapia, industriade pielesy defensa
guimicay pigmentacion en plantas.(Haslamy
Cie, 1994).

Laclasificacion de | os taninos se fundamenta
en dos caracteristicas quimicas estructurales:
a) esteresy derivados del acido galicoy el
acido hexahidroxidifenico (5) con laD-
glucosa, |los cuales constituyen |os taninos
hidrolizables (TH), los cuales en su mayoria
son derivados del intermediario (3-1,2,3,4,6-
pentagal oil-D-glucosa (6). Los derivados del
acido hexahidroxi-difénico se consideran



formados por acoplamiento oxidativo de
ésteres galicos vecinos sobre una unidad de
gaoil D-glucosa. Estas reacciones permiten
laformacién de galotaninos (7), elagitaninos
(8), dimeros trimerosy oligdmeros de éstos
(9), de gran complejidad debido a su variedad
estructural. Los taninos condensados (TC) o
proantocianidinas poseen como unidad
fundamental |a catequina (3) con diversos
patrones de sustitucion y oxidacién (Porter,
1994), los cual es generan las denominadas
unidades diméricas T, M, Jy B con un solo
enlaceinterflavonoidey las unidadestipo A
con doble union interflavonoide (10).

ANALISISQUIMICOS

Lacantidad y tipo de taninos producida por
las plantas varia considerablemente
dependiendo de la especie, accesion, tejido,
estado de desarrollo y factores ambientales
por tanto para el estudio de sus efectos sobre
otros organismos se requiere de su
cuantificacion.

Preparacion de muestras

Las muestras frescas deben ser liofilizadas,
procedimiento mejor que congelar o secar en
estufay se sugiere extraer sin descongelar la
muestra. Para €l secado en estufa se aconsgja
usar temperaturas > a 40° C parainactivar
enzimas oxidantesy < a 60° C para evitar
polimerizacion y dafios por calentamiento.

L as muestras deben almacenarse en frio en
lugar oscuro, deben cortarse en partes
peguerias y congelarse con nitrdgeno liquido.
L uego deben extraerse con solventefrioy
almacenar a—4° C.

Extraccién

L os taninos se extraen con soluciones

acuosas de solventes organicos: acetona- agua
(70:30) se considera mas efectivo que las
mezclas alcohdlicas. En muchas plantas hay
fracciones de taninos que no son extraibles

(insolubles hasta 50%). Para antocianidinas
|&biles aciladas se han reportado métodos de
extraccién con etanol o metanol acidulados
con &cidos débiles como acético, tartarico o
citrico, en lugar de HCl, de uso amplio en
trabgjos previos. (Strack y Wray, 1996).
Durante la extraccion las antocianidinas se
pueden ver afectadas por factores como pH,
temperatura, oxigeno, luz, enzimas, azlicares
y copigmentos.

Purificacion — Métodos cromatogr aficos.
Laseparaciony purificacion delas
proantocianidinas es esencial parala
preparacion de esténdares adecuados. En
general se aplican métodos cromatograficos
clasicos como la cromatografia en capa
delgada CCD, y cromatografiaen columna. A
nivel analitico y preparativo la cromatografia
liguida de ataeficiencia(CLAE/HPLC) en
fases normal y reversa es unatécnica estandar
paraandlisis cuantitativo y semipreparativo.
Para estudios sisteméticos, |a elaboracién de
los perfiles cromatogréficos de las muestras
ahorratiempo y costos en un rango amplio de
aplicaciones. Sin embargo la CLAE no
resuelve todos los problemas y se requiere de
la optimizacién de |os parametros que af ectan
los tiempos de retencion de las
proantocianidinas (PA) en especial cuando se
utilizalafasereversa (RP-C-18 y RP-C-8)
paraevitar lasuperposicion de las sefides. La
polaridad y la estereoquimicade los
antocianidinas son factores claves parala
separacion en los materiales de fase reversa
mas comunes, como lagel desilice
modificada. Los factores de separacion
incluyen: patron de sustitucion de los niicleos
basicos (grupos OH y OCH,); naturaleza,
nimero y posicion de los residuos de
azlcares presentesy el grado de acilacion con
&cidos hidroxicinamicosy similares. Entre
otras técnicas la cromatografia en columna
por permeacion en gel (CPG) sobresale como
lamés eficiente, lacual utilizafases como el
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Sephadex LH-20, TSK-HW40, Diaion HP-20
y otras; estatécnica permite la separacion por
exclusion por tamafio molecular. Ademas se
aplica cromatografia centrifuga (locular), de
particién y de goteo en contracorriente. La
CLAE acoplada a detectores con arreglo de
diodos (DAD) es uno de los avances mas
importantes de la década de los 90. En este
método, la muestra se escanea cada cierto
nimero de milisegundos generando datos
espectrales en el rango UV-VIS, calculando la
absorcién maximay realizando un andlisis
comparativo de la pureza de la sefid. Asi
mismo recientemente la CLAE permitela
separacion de oligbmeros de flavan-3-oles
hasta decameros, especial mente cuando se
acopla en forma directa a espectrémetros de
masas (EM) con técnicas de ionizacion suave
como se indica mas adelante (Glassgen et al.,
1992; Lazaruset al., 1999)

L os ensayos quimicos de los taninos se
dividen en colorimétricos, gravimétricos, de
precipitacion de proteinasy mixtosy en
general todosy cada uno tienen ventgjasy
desventgjas.

Analisis colorimétricos

Estos ensayosincluyen:

a) Método de Folin-Dennisy sus
modificaciones, con écido fosfomolibdico
en medio basico para determinacion de
fenoles solubles totales (TH, PA).

b) Método de vainillinaHCI: es especifico
para taninos condensados; lavainillina
reacciona con |os sustituyentes en
posicion metadel anillo A delos nlcleos
flavanos formando un croméforo cuya
intensidad de absorcion es proporcional a
nimero de estas unidades monoméricas,
con catequina como patrén de referencia.

c) Ensayo con butanol -HCI: Especifico para
TC; este método involucrala
depolimerizacién &cido catalizada de los
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TC en acohoal butilico paraformar
antocinidinas de color rojo las cuales se
pueden detectar

espectrof otométricamente. Laformacion
de dimerosy trimeros causa desviacion
por menor valor. La combinacion de los
ensayos b) y c) permite medir el grado de
polimerizacién delas PA; el ensayo b)
mide el nimero de moléculasy €l ensayo
¢) mide el nimero total de residuos de
flavan3-oles.

d) Ensayo de Rodanina: Es especifico para
galotaninos, se basaen lahidrélisis para
liberar &cido gdlico; lareaccion del &cido
gdlico y larodanina produce un color
intenso el cual se puede medir por
espectrofotometria.

€) Ensayo del Wilson and Hagerman es
especifico para elagitaninos. la muestra se
somete a hidrélisis paraliberar acido
elagico € cual con € nitrito de sodio
produce una solucién coloreada
(Watermany Mole, 1994).

Ensayos gravimétricos

Los més utilizados incluyen:

a) El método gravimétrico con Yterbio, €
cual determinalos taninos solubles
presentes en extractos de plantas; el
yterbio trivalente precipitalos polifenoles
selectivamente. Como ventgja no requiere
de estandares, y €l precipitado se disuelve
facilmente en acido oxalico paraformar
una solucién de polifenolesy un
precipitado de oxalato de yterbio. no es
muy reproducible en plantas con bajos
contenidos de taninos.

b) Método gravimétrico con
polivinilpirrolidona (PVP) €l cud
también determina solo taninos solubles.

c) Método gravimétrico con el sistema
detergente €l cual usa el residuo del &cido
detergentey € residuo neutro cuya
diferencia mide | os taninos.



d) Ensayo de precipitacion de proteinas €l
cual se relaciona con las propiedades
bioldgicas de los taninos y se denomina
ensayo de difusion radial €l cual se basa
en aformacidn de complejos entre
taninos y seroalbuminade bovino en agar.
Se miden circul os de difusién opacos por
precipitacion de los taninosy requiere de
estandares parala cuantificacion; € acido
tanico es él mas utilizado y los resultados
Se expresan en equivalentes de &cido
tanico. Los métodos mixtos combinan las
ventagjas de cadauno y utiliza estandar
interno disminuyendo las diferencias
observadas en |os coeficientes de
extincion.

ELUCIDACION ESTRUCTURAL

Métodos quimicos

La secuenciacion de las proantocianidinas se
continta realizando con base en las rupturas
total y parcial, por lasreacciones detidlisis
(con fenilmetanotiol) en etanol como solvente
y atemperaturas moderadas (50° C) (Porter,
1996)

Métodos espectroscopicos

El répido desarrollo en instrumentacion tanto
en resonancia magnética nuclear (RMN)
como en espectrometria de masas (EM) ha
permitido laidentificacion de moléculas
complejas como lade laternatina 1-A de
Clitoria ternatea. Los avancesen RMN de 'H
y BCtantoen 1y 2 dimensiones (2D) en
solucién, es uno de los métodos mas Utiles en
elucidacion estructural asi como la
espectroscopia de correlacion homonuclear,
heteronuclear y total (COSY, NOESY,
TOCSY, HMBQy HMBC etc.) proporcionan
estructuras no ambiguasy permite la
identificacion f&cil de patrones de sustitucion,
configuracion y conformacion, nimeroy
natural eza de residuos de carbohidratos,
sistemaaromético y agliconas.(Agrawal,

1989; Strack y Wray,1996). L a espectroscopia
Ultravioleta con reactivos de desplazamiento
ofrece informacién valiosa desde €l punto de
vista estructural. En espectrometria de Masas
(EM) las técnicas de ionizacion suave como
FAB-MS, APl -MS, ESI-MSy MALDI-TOF
son los métodos mas apropiados parala
determinacién de los pesos moleculares de
las PA; laintroduccion del ion-spray (ISMS)
también produce iones moleculares de
notable intensidad y rango hasta 2200
daltons. La combinacion con tandem MS
(MS-MS) permite la determinacion de las
agliconasy combinadacon CLAE
proporciona un método sensible para andlisis
de mezclas complejas. Las aternativas de
electroespray y termosprays también son de
amplio uso e interés. Laaplicacion dela
difraccion por rayos X permite establecer la
estereoquimica de las anticianidinasy sus
conformeros mas establ es.

RESULTADOS

Se incluiran algunos resultados obtenidos en
el estudio de los polifenoles de algunas
plantas nativas tales como |os biflavonoides
de Salpichroa diffusay Clusia guaviarensis,
glicosiIflavonolesy glucosilflavanoles de
Salpichroa tristis,(Moreno-Murillo et al.,
2001), &cido gdlico, galicinay otros
derivadostipo 3-O-L-a-rhamnosilflavonoles
obtenidos del extracto de hojas de Alchornea
glandulosa asi como del estudio del extracto
soluble en acetato de etilo del quebracho del
cual seaislo el compuesto mayoritario
identificado como fisetinidol-(4—>8)-
catequina-(6—>4) fisetinidolinol (9)
(Velasguez et al., 1998).
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RESUMEN

En numerosos estudios se ha demostrado el
efecto que los factores del medio ambiente
tienen sobre la calidad de las gramineas y
leguminosas forrgjeras tanto de clima
templado como tropical. Entre estos factores
se encuentran laluz, latemperatura, la
distribucion delaslluviasy las condiciones
fisicoquimicas del suelo, que influyen en la
composicion y ladigestibilidad de losforrajes
que crecen en areas contrastantes.

|gualmente se ha demostrado €l efecto dela
épocadel afio en el crecimiento del forrgje, el
comportamiento de |as especies en pastoreo y
el desempefio de losanimales. Sin embargo,
no existen estudios recientes sobre la
influencia de los cambios en los factores
edafocliméticos en lacalidad del forrgje de
leguminosas con niveles variables de taninos
condensados (TC). Lostaninos son
compuestos secundarios importantes en
algunas especies de leguminosas forrgjeras de
zonas templadas y tropicales, adaptadas a
suelos acidos de baja fertilidad natural. En
este documento se resumen las principales
propiedades de los TC y sus efectos en la
calidad del forragje de algunas leguminosasy
se hace unarevision de los trabajos
publicados sobre €l efecto de los factores
edafocliméticos en laacumulacion de TC en
leguminosas de zonas templadas y tropicales.
L os resultados experimentales bajo
condiciones controladas indican que solo la
temperatura alta puede aumentar
significativamente laacumulacion de TC en
algunas leguminosas de zonas templadas, por

g ., en Lotus pedunculatus; pero no en otras
como L. corniculatus. No obstante, el efecto
de latemperaturabgjao altaenla
acumulacion de TC en laplantaes
considerablemente mayor cuando es
acompanada de factores adversos del medio
ambiente como sequia, concentracion de CO,
y deficienciade nutrientesen el suelo. Las
deficiencias de minerales en el suelo pueden
elevar laconcentracion de TC y afectar €l
valor nutritivo total de lasleguminosas sélo
cuando son de tal magnitud que afectan €l
crecimiento de laplanta. Lafertilidad del
suelo y las condiciones de climano sblo
afectan la concentracion de TC sino también
Su composicion de monémero y su peso
molecular, tal como se pudo observar en
especies de leguminosas tropicales bien
adaptadas a suelos acidos infértiles. La
importancia de estos resultados desde €l
punto de vista de la nutricion animal no es del
todo bien entendida, aunque aparentemente
los TC en leguminosas forrgjeras no son una
entidad quimica uniforme, ya que pueden
cambiar por efecto de factores edéficosy
climéticos. Finamente, se demuestra que es
necesario investigar alternativas para mejorar
el valor nutritivo de las leguminosas con
taninos adaptadas a suel 0s &cidos, mediante
la seleccion de genotipos con menos TC y/o a
través de la manipulacion bajo condiciones
controladas de factores de medio ambiente
tales como lafertilidad del suelo. Paralograr
este objetivo es necesario entender bien como
dichos factores afectan la acumulacion de
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TC, su estructura quimicay actividad
biol6gica, y cdmo se relacionan estos
cambios con el consumo deforrgje, la
digestibilidad, la utilizaciéon de N y,
finalmente, al desempefio animal.

INTRODUCCION

L as plantas forrgjeras estan sometidas alos
cambios del medio ambiente, |os cuales
conjuntamente con lamadurez fisiol égica,
pueden causar efectos significativos en su
calidad. Estas plantas crecen normalmente en
ambientes con diferentes grados de estrés
gue, asu vez, pueden conducir agrandes
variaciones en €l rendimiento y en lacalidad
del forrge através del tiempo. Los estados
de estrés ocurren cuando los factores del
medio ambiente no son ideales para el
crecimiento y desarrollo de la planta, por .,
temperaturas bajas o atas, deficiencias o
exceso de agua, exceso de sombray
deficiencia de nutrientes en el suelo.

Lamayoriade los estudios sobre las
relaciones medio ambiente-plantas forrgjeras
se ha concentrado en los efectos de la
temperatura, latension del agua, laluzy los
nutrientes sobre el crecimiento y la calidad de
las gramineas, y en menor grado, de las
leguminosas (Wilson, 1982; Buxton y Cadler,
1993; Buxtony Fales, 1994). Unaconclusion
importante de estos estudios sugiere que
normal mente la temperatura tiene un mayor
efecto en ladigestibilidad de las leguminosas
que otros factores del medio ambiente,
principalmente por su efecto en las hojas, la
proporcion detallos, e aumento en la
fraccion delapared celular no-digestibley en
lareduccién proporcional delos
carbohidratos no-estructurales. Lasombra,
en lamayoria de |os casos, perjudicala
produccion de forrgje de gramineasy
leguminosas, pero tiene escasos e
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inconsistentes efectos en lacalidad. El efecto
delasequiaen lacaidad del forrgje es
normalmente bajo e inclusive puede ser
positivo, si laseveridad del estrésen la
biomasa aéreano es alta. El efecto delos
nutrientes en el suelo en lacalidad del forragje,
principalmente de leguminosas, es
relativamente pequefio. Se ha encontrado que
la aplicacion de fertilizantes nitrogenados
favorece unamayor produccion de MSy de
proteinacruda. Laaplicacion de azufrey
calcio en suelos deficientes en estos
mineral es puede aumentar la digestibilidad
del forrgje através de diferentes mecanismos.
La correccion de ladeficiencia de azufre
mediante fertilizacidn o suplementacion
directo alos animales puede aumentar la
digestibilidad del forraje debido a unamejor
fermentacion en el rumen. Cuando e calcio
se aplica como fertilizante aparentemente
ocurre un mejoramiento en la digestibilidad
debido alos cambios en la composicion de la
pared celular de las plantas.

Se ha demostrado, también, que existen
varios factores del medio ambiente que
afectan los atributos de calidad de las
leguminosas forrajeras con niveles variables
de taninos condensados (TC), compuestos
secundarios importantes en algunas especies
de leguminosas forragjeras de zonas templadas
y tropicales. Algunos estudios publicados
recientemente muestran que existen factores
edaf ocliméticos especificos que tienen un
marcado efecto en la produccién de forrgjey
la calidad de las leguminosas con taninos.

En este documento se resumen los efectos
tanto positivos como negativos delos TC en
lanutricion de rumiantesy se analizan las
respuestas en produccién y calidad de varias
especies de leguminosas forrgeras de zonas
templadasy tropicales a estrés debido a
cambios en e medio ambiente. Se plantean,
igualmente, las necesidades de investigacion



futura, derivadas de la nuevainformacion
disponible sobrelas diferenciasen la
composicion de taninos en algunas
leguminosas forrgjeras tropicales.

LIMITACIONESDEALGUNAS
LEGUMINOSAS FORRAJERAS
TROPICALES

En las regiones tropical es algunas especies de
leguminosas |efiosas y herbaceas que han
mostrado buena adaptacion a suel os acidos de
baja fertilidad también han mostrado que
acumulan niveles variables de TC (Lascano et
al., 1995; Jackson et al., 1996). Esbien
conocido que leguminosas |efiosas como
Leucaena leucocephala, Gliricidia sepiumy
Erythryna spp. pueden mejorar
significativamente las ganancias de peso vivo
animal y la produccién de leche cuando se
usan como suplemento proteinico en sistemas
de corte y acarreo o0 en pastoreo (Izham et
al.,1982; Saucedo et al., 1980; Suarez et al.,
1987; Vargas et al., 1988). Sin embargo,
estas especies no se adaptan bien a suelos
&cidos con niveles atos de aluminio, que son
comunes en grandes areas de América
tropical (Argel y Maass, 1995).

EFECTO DE LOSTANINOS
CONDENSADOSEN LEGUMINOSAS
FORRAJERAS

L os metabolitos secundarios conocidos como
taninos condensados (TC) se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza.
Muller-Harvey y McAllan (1992) en una
revision encontraron que aproximadamente el
80% de las dicotileddneas perennes |efiosas y
el 15% de las dicotileddneas herbéceas

anual es contienen taninos. Estos compuestos
secundarios son polifenoles producidos por
las plantas como parte de la cadena del &cido
shikimico y tienen la habilidad de mezclarse
con las proteinas, polisacéridos, acidos
nucleicos, esteroides, alcaloidesy saponinas

(Muller-Harvey y McAllan, 1992). Los
taninos se han dividido en dos grupos con
base en su origen quimico: hidrolizablesy
condensados. L os primeros son polimeros de
acidos fendlicos (galico, hexahidroxidifénico
y/o sus derivados) y |os condensados son
polimeros de falvan-3-ol que producen
antocianidinas bgjo condiciones de
degradacién &cida (Fahey y Jung, 1989).

Se supone que los compl g os formados entre
los TC y otras moléculas, como las proteinas,
son reversibles (hidréfobos y/o enlaces de
hidrogeno) o irreversibles por la oxidacion de
los compuestos fendlicos que reactivan las
guinonas (Fahey y Jung, 1989). Los
complejos reversibles son estables e
insolublesaun pH entre 3y 7, pero son
liberados a un pH mas bajo que 3 6 mayor
gue 8 (Jonesy Mangan, 1977). Esta
propiedad de los TC paraligar las proteinas a
un pH neutro y liberarlas a valores de pH bajo
hallevado a muchos investigadores a pensar
que podria ser una herramienta Util para
reducir ladegradacion de la proteinaen €
rumen siendo posible incrementar, de esta
manera, €l flujo y laabsorcion de N no-
amoniacal en € intestino delgado. Esto ha
sido demostrado experimental mente por
Waghorn et al. (1987) con L. corniculatus
suministrado arumiantes. Ademas, algunas
de las propiedades de los TC presentes en
leguminosas han sido asociadas con la
prevencion de procesos inflamatorios en
rumiantes (Gutek et al., 1974; Rossy Jones,
1974; Chiquette et al., 1989). Existe, por
otro lado, evidencia experimental que indica
gue las atas concentraciones de TC presentes
en algunas leguminosas de zonas templadas y
tropicales pueden tener efectos negativos en
ladigestibilidad y €l consumo déel forrgje
aprovechable (Donnelly y Anthony 1983;
Barry y Duncan, 1984; Barry y Manley, 1984;
Terrill et al., 1989; Barahona et al., 1997).
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L os efectos positivos y negativosdelos TC
presentes en leguminosas forrgjeras han sido
rel acionados con su concentracion en las
hojasy tallos aprovechables de laplantay
pueden, asu vez, variar con las especies
(Jackson et al., 1996; Lowther et al., 1987),
partes de la planta (Foo et al., 1982;
Barahonaet al., 1997), genotipos dentro de
especies (John y Lancashire, 1981; Schultze-
Kraft y Benavides, 1988), madurez dela
planta (Leeset al., 1995) y factores del medio
ambiente (Barry y Forss, 1983; Fales 1984;
Anuragaet al., 1993). Lavariacion en €l
nivel de TC asociada con genotiposy
condiciones del medio ambiente sugiere que
existen posibilidades pararegular la

acumul acién de estos compuestos mediante la
seleccion o mejoramiento, o através de
leguminosas identificadas en nichos
especificos que favorecen labaja
concentracion de taninos en el forrgje
aprovechable por los animales.

A continuacion se presentan brevemente los
resultados experimentales del efecto de los
factores del medio ambienteen la
acumulacion de TCy en los cambios en otros
indicadores de calidad en leguminosas
forrgeras de zonas templadas y tropicales.

EFECTO DEL MEDIOAMBIENTEEN LA
CALIDAD DE LEGUMINOSAS CON
TANINOS

L as investigaciones publicadas sobre el
efecto del medio ambiente en la calidad del
forrgje de leguminosas con taninos, se
caracterizan porque: (1) el trabajo se ha
limitado a pocos génerosy especies
cultivadas en zonas templadas y aun
reducido nimero de leguminosas tropicales, y
(2) las variables de respuesta se han limitado
principamente alas mediciones de la
concentracion de TC, N, nivelesdefibray
digestibilidad y, en algunos casos, ala
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medicién del consumo de forrgjey/o
produccion animal.

En las zonas templadas la investigacion para
medir los efectos del medio ambientey del
suelo en lacalidad del forragje de leguminosas
con TC se ha hecho principal mente con
especies de Lotus (L. corniculatusy L.
penduculatus), Onobrychisviciifoliay
Lespedeza cuneata. En el caso delas
leguminosas tropicales, el trabajo se ha
limitado al estudio de los efectos del medio
ambiente sobre la calidad de las leguminosas
con taninos Desmodium heterocar pon subsp.
ovalifolium (herbécea), bien conocida bajo su
nombre anterior de Desmodium ovalifolium, y
en un menor grado con Calliandra calothyrus
(arbustiva).

Leguminosas de zonas templadas

Efecto de la temperatura. Los resultados de
estudios previos mostraron que la
concentracion de TC en las leguminosas de
zonas templadas aumenta a medida que
avanzala época de crecimiento, 1o que estuvo
asociado con € incremento de latemperatura
promedio del diay lareduccion dela
precipitacion (Donnelly, 1959). Sin embargo,
en estudios de campo fue imposible aislar los
efectos confundidos de latemperatura del dia
y la precipitacion durante la época de
crecimiento y la senescencia simultanea de
las plantas. En otros estudios, en los que la
temperatura se asoci6 con los cambios en la
concentracion de TC en las leguminosas, las
respuestas observadas se confundieron con la
intensidad de laluz. Paraevitar los efectos
confundidos de |os factores del medio
ambiente en la calidad del forrgje de
leguminosas con TC se realizaron algunos
estudios bajo condiciones controladas en
invernadero.

Fales (1984) estudio €l efecto de temperaturas
bgjasy dtas controladas en |os atributos de



calidad de genotipos de L. cuneata con
contenidosbagjoy normal de TC, y Leeset al.
(1994) realizaron estudios similares en clones
de L. pedunculatus con bgjo, medio y alto
contenido de TC. Losresultadosen €
Cuadro 1 muestran que la concentracién de
TC en €l tgjido foliar de ambas especies de
leguminosa aument6 con latemperatura. En
las hojas de genotipos de L. cuneata con
contenidos de tanino normal y bajo, la
concentracién de TC fue, respectivamente, 10
y 2 unidades porcentuales mayor a
temperatura alta que atemperaturabga. El
aumento en laconcentracion de TC en L.
Pedunculatus debido a latemperaturavario
desde 3 hasta 5 unidades porcentual es.

En los experimentos de Lees et al. (1994) con
L. Pedunculatus la concentracién de TC
aumento con el tiempo en las plantas
sometidas a dos regimenes de temperatura,
pero el incremento fue considerablemente
mas rapido y permanecio més alto en las
plantas cultivadasa 30 °C quea 20 °C. Se
observé que el rebrote de las plantas
cultivadas con temperaturas méas bajas era
vigoroso, mientras que el de las plantas
cultivadas a temperaturas mayores presentaba
sintomas de estrés por calor (senescencia de
hojas inferiores, areafoliar reducida, tallos
alargados y abundancia de inflorescencia) y
por deficiencia de nutrientes en el suelo. El
lento crecimiento después del corte de las
plantas expuestas a temperatura altano
estuvo acompafiado por un aumento en la
concentracion de TC que, de hecho, eramas
bajo que en € rebrote de las plantas
expuestas a temperaturas mas bgjas, 1o que
sugiere niveles bajos de almacenamiento de
carbohidratos en las raices antes del corte.

Temperatura y humedad en €l suelo. En
muchas regiones del mundo la baja humedad
en el suelo constituye un factor importante de
estrés que limita la produccion de biomasa de

las plantas forrgjeras. En lasregiones
tropicales las condiciones de estrés por sequia
estan normal mente asociadas con
temperaturas ambiental es rel ativamente altas.
EnAustralia, Anaruga et al. (1993) en
estudios en camara de crecimiento
encontraron que las temperaturas altas, en
oposicién alas bajas, aumentaron la
concentracion de TC en L. pedunculatus,
mientras que tuvieron un efecto pequefio en
los niveles de estos compuestos en L.
corniculatus (ver Cuadro 1). Asi mismo,
observaron que €l estrés por humedad en €
suelo indujo unamayor acumulacion de TC
en las hojas de L. pedunculatus a medida que
latemperatura aumentaba, o que iba
acompafiado de unareduccién en la
produccion deforrgje.

Temperatura, CO, y humedad en el suelo.
Carter et al. (1999) estudiaron € efecto de
temperaturas contrastantes en combinacion
con diferentes concentraciones de CO, y
regimenes de riego en laacumulacion de TC
y otros parametros de calidad de tres
genotipos de L. corniculatus. Los resultados
de estos experimentos (Cuadrol) mostraron
gue € nivel de TC aument6 en todos los
genotipos que tenian €l doble de
concentracion de CO,, no obstante, al
aumentar latemperatura de crecimiento se
redujeron los nivelesde TC. El estrés por
sequia tuvo un efecto menor que la
temperatura en laacumulacion de TC, aunque
causo unareduccion en el nivel de TC enlas
hojas. Lacombinacion de los efectos de
temperaturaata, CO, bajo y sequia produjo
unaacumulacion més bgjade TC en L.
corniculatus.

Como se discutio previamente, L.
pedunculatus produjo una acumulacién mas
altade TC cuando se sometio atemperaturas
altas, que cuando se sometio a temperaturas
bajas (Anaruga, 1993; Leeet al., 1994).
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Estos resultados no concuerdan con los de
Carter et al. (1999) quienesen L.
corniculatus encontraron gque la acumul acion
de TC aumentaba como respuesta alos
efectos combinados de bajatemperaturay
alta concentracion de CO,,
independientemente de la humedad en el
suelo. En otros estudios se habia encontrado
que: latemperaturabajay €l estrés por
humedad tenian un efecto limitado en la
acumulacion de TC en L. corniculatus
(Anarugaet al., 1993), losnivelesde TC eran
inherentemente mas altos en L. pedunculatus
que en L. corniculatus (Lowther et al.,1997)
y, laestructuraquimicadelos TC era
diferente entre ambas especies de Lotus
(McNabb et al.,1997).

En consecuencia, aparentemente la
acumulacion de TC en las leguminosas de
zonas templadas como respuestaala
temperaturaes variable y posiblemente
dependiente de laespecie y genotipo, por o
menos en el caso de Lotus. Las especies con
bajos nivelesinherentesde TC (por g ., L.
corniculatus) parece que no responden o sélo
acumulan ligeramente més TC cuando se
cultivan en condiciones de bajas
temperaturas, mientras que las especies con
altos nivelesinherentes de TC (por g ., L.
pedunculatus; L. cuneata) parece que
invariablemente acumulan més taninos
cuando crecen en temperaturas altas.
También es evidente que el efecto combinado
de factores del medio ambiente como
temperatura, CO,, y humedad y deficiencias
de nutrientes en el suelo tienen un efecto
mayor en laacumulacion de TC de
leguminosas de zonas templadas, méas que
cualquier factor en formaaislada. La
severidad del estrés debido a condiciones del
medio ambiente también podria tener un
efecto significante en la produccion de
biomasay en laacumulacion de TC en el
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tejido aprovechable de las leguminosas de
zonas templadas.

Existen pocos estudios del impacto que
tienen los cambios en los factores del medio
ambiente sobre |os parametros de calidad del
forrgje diferentes de laacumulacién de TC.
Carter et al. (1999) en L. corniculatus
observaron unarelacion negativaentre la
concentracién de TC mayor que 2.5% a 3%
de MSy latasainicia de produccion de gas
durante lafermentacion in vitro con
microorganismos del rumen. También
encontraron que la digestibilidad de esta
leguminosa aumentaba con la sequiay la
temperatura alta, pero disminuia cuando
aumentaba la concentracion de CO,. Se
espera, también, que los cambios en los
nivelesde TC en las leguminosas forrgjeras,
inducidos por la combinacion de temperatura
y estrés de humedad, afecten el consumo de
forrge (Barry y Duncan, 1984, Terrill et al.,
1989). Labagjaconcentracion de TC en L.
corniculatus se ha asociado con lareduccion
en ladigestibilidad de N, pero no con el
aumento aparente de la absorcion de
aminoé&cidos esenciales en ovejas (Waghorn
et al., 1987). En contraste, los mayores
niveles de TC en L. pedunculatus también
han resultado en unareduccion en la
digestibilidad del N, aunque sin afectar la
absorcién de aminoéacidos en €l intestino bajo
de ovgas (Waghorn et al., 1994).

Fertilidad del Suelo. Labajafertilidad del
suelo es, sin duda, la principal limitante para
el crecimiento adecuado de cultivares
mejorados de leguminosas forrgjeras
comerciales, particularmente en regiones
tropicales donde existen extensas areas con
suelos acidos. Por estarazon, se ha dado
gran énfasisalaevaluacion y seleccion de
leguminosas con adaptacion a estas
condiciones (Argel y Maass, 1995). Los
suel os acidos son también comunes en ciertas



regiones templadas de E.U., Nueva Zelanday
Australia donde se le ha dado importanciaa
la seleccion de leguminosas adaptadas a estos
suelos (Donnelly y Anthony, 1970; Scott y
Charlton, 1983).

Con frecuencia algunos agricultores
mencionan que &l ganado consume primero
las leguminosas con TC bien fertilizadas o
cuando se cultivan en suelos de alta
fertilidad. Estaevidencia empiricamotivo la
investigacion tendiente aevaluar el efecto de
los fertilizantes en laconcentracion de TC y
en la aceptabilidad del ganado por forrajes
provenientes de leguminosas de zonas
templadas y tropicales con niveles variables
de taninos. Como se menciond anteriormente
estos estudios se han desarrollado solo en
algunas especies como L. cuneata, Lotus
spp., D. ovalifoliumy C. calothyrsus.

En un trabajo previo, realizado en el sur de
Estados Unidos, se encontré que la
concentraciéon de TC en L. cuneata disminuy6
cuando las plantas se cultivaron en macetas
en invernadero en un suelo arcilloso
fertilizado con K. Sin embargo, esta
reduccion de TC debida alafertilizacion con
K sblo se observo después de 3 afos, cuando
las plantas control mostraban sintomas
extremos de deficiencia de este nutrimento y
la produccién era significativamente menor
(Wilson, 1951).

En Nueva Zelanda también se han realizado
estudios para determinar como las
aplicaciones de fertilizantes influyen en los
nivelesde TC en L. pedunculatusy L.
corniculatus cultivados en suelos &cidos
(Barry y Forss, 1983; Lowther et al., 1987).
En estudios de campo se encontré que €l
nivel de TC en L. pedunculatus cv. Prados
Maku disminuy0 significativamente de 8-
11% para 2-3% de M S cuando laleguminosa
se cultivo en un suelo de altafertilidad, en

contraste con |os resultados obtenidos en un
suelo &cido sin la aplicacion de fertilizante
(Barry y Forss, 1983). Sin embargo, también
se observo gue la aplicacion combinada de
fosforoy azufre como fertilizantea L.
pedunculatus cultivado en suelos acido
redujo la concentracion de TC auna
concentracion entre 4%y 5% delaMSy
aumento la produccion de biomasa. La
relacion negativaentre el nivel deTCy la
produccion de la planta solo fue evidente
durante los 15 meses siguientes ala
aplicacion del fertilizante, como lo indicaron
|as mediciones posteriores que mostraron
aumentos en la produccién de la planta
debido al efecto del fertilizante residual,
aungue por razones aln no entendidas no se
observaron efectosen el nivel de TC.

Lowther et al. (1987) en Nueva Zelanda al
estudiar en condiciones de campo € efecto de
lafertilizacion con azufre en la concentracion
de TC en diferentes genotipos de L.
corniculatusy en L. pedunculatus cv. Prado
Maku encontraron, como era de esperar,
mayor concentracion de TC en L.
pedunculatus (6%-10% delaMS) queen L.
corniculatus (0.1%-4% delaMS),
independiente de la fertilizacion con azufre.
Al aumentar laaplicacion de 20 a50 kg/ha
de azufre setriplicé laproduccion de L..
pedunculatus, pero no hubo un efecto
consistente en la acumulacion de TC como
erade esperar de acuerdo con las
observaciones anteriores (Barry y Forss,
1983). Estos resultados probablemente
estuvieron asociados con la aplicacion
subdGptima de azufre, ya que se encontré que
la concentracion de este nutriente en las
plantas fertilizadas se encontraba en €l limite
(0.12%) de una deficiencia, inclusive con la
dosisdta. En el mismo estudio, lavariacion
enlosnivelesde TC en L. corniculatus
estuvo més asociada con €l tipo de planta que
con €l nivel defertilizaciéon de azufre. El
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nivel méas alto de TC (4%) se encontro en el
genotipo erecto y estaba por debgjo del rango
(8%-11%) en €l cua los TC afectan €
consumo voluntario, ladigestibilidad y la
utilizacion de N por los rumiantes (Barry y
Duncan, 1984).

Las evidencias en estarevision indican que el
aumento de la concentracion de TC en las
leguminosas de zonas templadas solo ocurre
cuando las deficiencias de nutrientes en e
suelo son de tal magnitud que afectan el
crecimiento de laplanta. Parece, ademas, que
lafertilidad del suelo tiene un efecto minimo
en el cambio de laconcentracion delos TC
de leguminosas con niveles bajos de taninos,
como se demostré con los genotipos de L.
cor niculatus evaluados en Nueva Zelanda.

Leguminosas tropicales

Hasta ahora solo se han hecho esfuerzos
limitados en investigacién para conocer €l
efecto de los factores del medio ambiente en
la concentracién de TC y otros parametros de
calidad de lasleguminosas tropicales. Esto
se debe, probablemente, alabaja utilizacion
de las leguminosas por los productores en las
regiones tropicales.

A continuacion se presenta un resumen de los
resultados obtenidos por investigadores en €l
Centro Internacional de AgriculturaTropical
(CIAT), Colombia, en estudios sobre los
efectos de lafertilidad del sueloy la
aplicacion defertilizantesen el nivel de TCy
otros parametros de calidad de D. ovalifolium
y més recientemente de C. calothyrsus, dos
especies de leguminosas con niveles altos de
TC bien adaptadas a suel os &cidos (Jackson et
al., 1996).

Efecto de la fertilizacion. A comienzo dela
década de 1980, |as observaciones con
ganado en pasturas de solo D. ovalifoliumen
los Llanos Orientales de Colombiaindicaron
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una marcada preferencia de los animales por
el forrgje donde antes habian caido
accidental mente cantidades rel ativamente
grandes de fertilizante. Esta observacion
motivo el establecimiento de un ensayo de
campo con €l objeto de comparar los
pardmetros de calidad y aceptabilidad de
forrgje por los animales, en funcién de la
aplicacion defertilizante (P + Ca; P+ Ca+
K; P+ Ca+ K + S; masun control sin
fertilizante). Los resultados mostraron una
escasa diferenciaen la produccién de forrgje
con lacombinacién de P, Cay K en €
fertilizante, pero cuando se aplicé Sala
mezclala produccion casi se duplicéd
(Lascanoy Salinas, 1982). El aumento en la
produccion de biomasa con € fertilizante
combinado se asocid con unareduccién de 9
unidades porcentual es en catequinas
equivalentes, unamedidaindirectade TC, y
un aumento en 0.5 unidades porcentuales de
N en el tejido foliar. Se encontrd, también,
un aumento significativo de S (de 0.09% a
0.15%), K (0.62%-0.75%) y en menor grado
de P(0.12%-0.15%) en €l tgjido foliar. Un
hallazgo sorprendente fue que los animales
pastaban preferentemente las areas donde se
habia aplicado Sy sélo cuando €l forrgje en
ofertaen las parcelas fertilizadas con S era
limitado |os animal es pastaban en &reas
fertilizadacon P+ Ca+ K. También se
observo que en las parcelastestigo y en
aguellas que solo recibieron Cay Pel
pastoreo era sumamente limitado.

Para probar ain méas la hipotesisde qued S
estabainvolucrado en lacalidad nutritivay en
la aceptabilidad de D. ovalifolium se realizd
un segundo experimento en los Llanos
Orientales de Colombia (Salinas y Lascano,
1983). En este caso se aplicaron
combinaciones defertilizantecony sin Sy se
[levaron a cabo mediciones durante 8 meses
—incluyendo una épocade lluvias de 6
meses y una época seca de 2 meses— dela



producciony calidad del forrajey dela
preferenciade losanimales. Losresultados
confirmaron |as observaciones anteriores que
mostraban que la produccion de forrgje era
superior cuando se aplicaba S en
combinacién con otros nutrientes (P + Ca+ K
+ Mg), lo que estaba asociado con menos TC
ymésNy Sené tgidofoliar. Las
observaciones en ambas épocas indicaron que
los animal es pasaban mas tiempo pastando en
las parcelas donde se habia agregado S (86%
del tiempo activo) que donde no se habia
aplicado (14% del tiempo activo). Se
demostrd, en consecuencia, que la
fertilizacion con S mejorala ganancia de peso
Vivo de animales que pastan una mezcla de
Brachiaria decumbens-Desmodium
ovalifolium en los Llanos Orientales de
Colombia, posiblemente debido a un mayor
consumo y alacalidad de laleguminosa
(Pérez, 1997).

El efecto positivo de lafertilizacion con Sen
combinacion con otros nutrientes en la
reduccion delosnivelesde TCy en €l
mejoramiento del valor forrgero total delas
leguminosas tropicales con taninos estd muy
relacionado con los hallazgos de Barry y
Forss (1983) en Nueva Zelanda con L.
peduncul atus cultivado en un suelo &cido.
Tanto D. ovalifolium como L. pedunculatus
tienen niveles propios atosde TCy la
reduccion de taninos en las leguminosas en
ambos trabaj os estuvo asociada con €l
incremento en laproduccion deforrajey el
contenido de N en €l tejido foliar. En
consecuencia, parece que el valor nutritivo de
las leguminosas con taninos cultivadas en
suelos acidos es, en gran parte, una funcion
de las deficiencias de minerales importantes
(por g., Sy P) en el suelo.

Fertilidad del sueloy época del afio. Para
entender mejor el efecto de lafertilidad del
suelo en laconcentracion de TC y otros

pardmetros de calidad de D. ovalifolium se
[lev6 a cabo un proyecto colaborativo
financiado por BMZ queinvolucré la
Universidad de Hohenheim (Alemania),
IGER (Reino Unido) y &l CIAT (Colombia)
en sitios contrastantes de Colombia (Schmidt
et al., 1997). Paraedl efecto, se establecié una
coleccion central de 18 accesiones de D.
ovalifolium con dos niveles de fertilizante, en
seis sitios representativos de |os ecosistemas
de sabanas, margenes del bosque hiimedo,
laderas himedas 'y subhiimedas. El hallazgo
mas importante en este estudio fue que los
efectos combinados de lafertilidad del suelo
y €l climatenian un impacto mayor en la
calidad del forrgje que el genotipo dela
planta. En estaocasion, solo se presenta un
resumen de |os resultados obtenidos en dos
sitios de sabana, caracterizados por tener
suelos infértiles muy acidosy texturas
contrastantes (arenoso y franco).

Aunque laproduccion y lacalidad del forrgje
de D. ovalifolium sembrado en el ecosistema
de sabanas variaron por efecto dela
fertilizacion y laépoca del afio, esimportante
resaltar que el efecto del fertilizante fue
considerablemente mayor. En laépocade
[luvias, la produccién de biomasa aumento
entre 1y 7 veces con laaplicacion de
fertilizante, lo que estuvo asociado con la
reduccion en la concentracion de TC, el
aumento en losnivelesde N en las hojasy
unamejor digestibilidad. Igualmente,
durante la época seca la produccion de forraje
de laleguminosa fue superior en las parcelas
fertilizadas y, de nuevo, estuvo asociada con
menores niveles de TC, mayor contenido de
N en lahojay unadigestibilidad mas alta.

En otros ecosistemas las diferencias en la
produccion de forraje de laleguminosa
debidas alafertilizacion fueron menos
draméticas que en €l sitio de sabanay no
estuvieron asociadas con cambios notorios en
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losnivelesde TCy N enlahoja, ni enla
digestibilidad, posiblemente como resultado
delamejor fertilidad de los suelosy una
época seca menos pronunciada en los sitios
donde serealizaron los ensayos. Sin
embargo, los resultados en sitios méas
himedos (méargenes del bosque)
caracterizados por la alta precipitacion
durante el afio indicaron un marcado efecto
de las propiedades fisicas del suelo enla
acumulacion de TC (Salamancaet al., n.p.).
Es posible que la baja disponibilidad de
oxigeno en el suelo, como resultado del pobre
drengje interno, ocasiond un escaso
desarrollo radicular lo que, asu vez, afectd la
absorcién de nutrientesy el desarrollo de la
planta. Por tanto, unavez mas, parece que en
ambas tipos de leguminosas —templadas y
tropicales— los cambios en la acumulacion
de TC debidos afactores del medio ambiente
s6lo son evidentes cuando los factores de
estrés impuestos afectan considerablemente
el crecimiento de la planta.

Otro hallazgo importante en los estudios con
D. ovalifoliumfue que & nivel de
fertilizacion no sblo afect6 la concentracion
de TC sino también su composicién de
monomeros (Barahonaet al., n.p.). Por
gjemplo, los TC de plantas cultivadas en los
suel 0s arenosos de sabana bajo condiciones
de fertilizacion bajatenian unarelacion
cianidina pelargonidina més alta que aguellos
de plantas cultivadas en el mismo suelo pero
con un nivel mas alto de fertilizacion. Otra
observacion importante fue que los pesos
moleculares de los TC también variaron con
las condiciones del medio ambientey las
estimaciones de estos pesos estuvieron
positivamente correlacionadas con latasa de
digestion en las fases tempranas de
fermentacion (Barahonaet al., n.p.). La
importancia desde el punto de vistade la
nutricion de estos resultados no es bien
conocida, pero parecequelosTC en las
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leguminosas tropicales son una entidad
guimicauniforme, yaque pueden cambiar
con los factores edaficos y climaticos.

Fertilidad del suelo y genotipo

L os estudios previos habian mostrado
diferencias en la composicion quimica del
forrgje aprovechable de dos procedencias
(San Ramon-CIAT 22310y Patulul-CIAT
22316) de laleguminosa lefiosa Calliandra
calothyrsus (Calliandra) cosechadas en dos
sitios en Colombia con suelos de fertilidad
contrastante (Vertisol y Ultisol). Un hallazgo
importante, que concuerda con los resultados
obtenidos en el Reino Unido, fue que la
estructura quimica (proporcion de
procianidina:prodelfinidina) de lafraccion del
TC extractable eravariable entre las
procedencias de Calliandra,
independientemente del sitio de cultivo. Los
taninos extractables de la procedencia
Patulul-CIAT 22316 comprendian

principal mente subunidades de procianidina,
mientras que la fraccion detanino en la
procedencia San Ramon estaba compuesta en
su mayoria de subunidades de prodelfinidina.

Para definir alin més laimportancia biol 6gica
deladiferenciaen laestructura quimica de
los taninos en las procedencias de Calliandra,
se llev6 acabo un ensayo con ovejas
provistas de canulas ruminal y duodenal, que
fueron alojadas en jaulas metabdlicas y
alimentadas con forrgje de estaleguminosa
secado al sol y cosechado en sitios con
fertilidad de suelo contrastante. Se asignaron
seis ovelas de pelo tipo africano a cada uno
delos cuatro tratamientos: T1: procedencia
San Ramoén cultivada en Quilichao con suelos
infértiles, T2: procedencia Patulul cultivada
en Quilichao, T3: procedencia San Ramoén
cultivado en Palmira con suelos fértiles, y T4:
procedencia Patulul cultivada en Palmira,
dispuestos en un disefio reversible smple no-
bal anceado.



L os resultados mostraron que el consumo'y la
digestibilidad de laMS de Calliandra fueron
mas altos (P < 0.05) con la procedencia San
Ramon que con la procedencia Patulul. El
consumo también fue mas alto (P < 0.05) con
las procedencias cosechadas en €l sitio con
suelo fértil que en € sitio con suelos &cidos.
Losvalores absolutosy relativos del N
ruminal sobrepasante en ovejas fueron
mayores (P < 0.05) con la procedencia San
Ramon que con la procedencia Patulul, o que
es consistente con |os resultados de
laboratorio sobre |a astringencia de taninos.
Asi, por primeravez setiene evidenciaque la
estructura quimicade los TC en leguminosas
tropicales puede tener un efecto en la
utilizacion de N por los rumiantes.

Estos resultados concuerdan con los
observadas en trabajos con leguminosas de
zonas templadas. En un trabgjo previo con
Lotus spp. se habia encontrado que la
reactividad de los TC aumentaba con el
aumento en larelacion delfinidinacianidina
(Jones et al., 1976). Los resultados
posteriores mostraron quelosTC en L.
peduncul atus fueron més eficientes para
reducir ladegradacion in vitro del Rubisco
por los microbios del rumen quelos TC de L.
Corniculatus, lo cual fue relacionado con las
diferencias en la composicion del monémero
delos TC en las dos especies de leguminosas
(McNabb et al., 1997). De estamanera, la
importancia biol6gicade las diferenciasen la
composicion del mondmeroy el peso
molecular delos TC en leguminosas
forrgeras que son afectadas por la especiey
los factores del medio ambiente, puede estar
relacionada con laforma como |os taninos
interactan con las proteinas, y si este fuera el
caso, existiria un impacto significativo en la
utilizacion de N por los rumiantes.

DESAFIOSFUTUROSPARA LA
INVESTIGACION

El valor de las especies forrgeras para el
productor ganadero depende, en gran parte,
de su capacidad para elaborar productos
animales|o que, asu vez, estarelacionado
con lacantidad y calidad del forraje en oferta.
En las regiones tropicales la ganancia de peso
vivo animal y la produccién de leche pueden
disminuir significativamente por el uso de
pasturas basadas solamente en gramineas
(Toledo, 1985). Las pasturas de solo
gramineas establecidas en &reas con suelos
acidos de bajafertilidad natural se degradan
con el tiempo, s no se aplican fertilizantes o
S se usan especies susceptibles a limitaciones
bidticas. Este proceso de degradacion se
reflgja parcialmente en lapérdida de la
productividad de lagramineay en lainvasion
de malezas, |o que afectala capacidad de
cargay €l desempefio de los animales.

El uso de leguminosas es una alternativa
posible paraminimizar en €l corto y largo
plazo la degradacion delacalidad y la
cantidad de biomasa en la pasturay, asi,
aumentar la produccion del ganado (Lascano
y Estrada, 1989; Lascanoy Avila, 1991). Lo
anterior es debido aque lamayoriadelas
leguminosas tropicales tiene un valor
nutritivo superior a delasgramineasy a
través de lafijacidn simbidtica de nitrogeno
gue realizan pueden mejorar la produccion y
la calidad de la graminea acompafante, ala
vez que megjoran lafertilidad del suelo. Sin
embargo, laincorporacién de leguminosas en
los sistemas ganaderos en las éreas
marginales es un proceso lento debido, en
parte, a hecho de que algunas especies
disponibles bien adaptadas a suel os &cidos de
baafertilidad (por g., D. ovalifolium; C.
calothyrsus; Flemingia macrophylla)
aparentemente tienen baja utilidad debido a
las atas concentracionesde TC. Por esta
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razon, es necesario investigar en aternativas
paramejorar e valor forrgero delas
leguminosas adaptadas a los suel os &cidos,
mediante la seleccidn de genotipos con
menos TC y/o através de la manipulacion de
los factores del medio ambiente como la
fertilidad del suelo.
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INTRODUCCION

La proteinano degradable en rumen (PNDR)
es aquella que escapa a la degradacion por la
microbiota ruminal, siendo considerada una
parte de la proteina de mucho peso paralas
vacas, cuando se trata de producir leche en
altas cantidades y de buena calidad, puesto
gue su digestibilidad puede estar entre 55y
75% dependiendo del tipo deforraje,
aportando aminoécidos que llegan al intestino
delgado y pueden ser absorbidos como tales
(Carro, 2001).

LaPNDR puede ser incrementada mediante
la suplementacion con forrajes de
leguminosas arboreas (Leng, 1997). Por otro
lado, |la PNDR depende del tipo de forrgje, de
latasa de degradacion rumina (K ) y dela
tasa de pasgje de | as particul as solidas por el
rumen (K ), siendo considerados dos aspectos
criticos (Volden 1999).

En las zonas lecheras de climafrio de
Antioquia se ha evidenciado que la
suplementacion con € follgje dela
leguminosa Acacia decurrens, tiene potencial
parala suplementacion proteicaen la
produccion de leche reemplazando parte del
suplemento basado en concentrados, sin
afectar lacantidad y lacalidad de laleche
(Fernandez y Zapata, 1999; Agudeloy
Restrepo 2001).

Se ha evidenciado en investigaciones
anteriores ef ectuadas en nuestros sistemas de

produccion de climafrio con vacas de alta
produccion, que el forrgie delaA. decurrens
posee taninos, 2% de polifenoles totales
(Fernéndez y Zapata, 1999). L os taninos son
polifenoles que interactlian con |as proteinas
del rumeny laprotegen de ladegradacion
microbiana (Tanner et al., 1994; McNabb et
al., 1996; Aertset al., 1999; Salawu et al.,
1999).

Sobre estas bases, se planted como objetivo
estimar laPNDR del follgje de varias
arboreas como fuentes de suplementacion
proteica orientadas a suplementar vacas
Holstein en pastoreo de forraje de kikuyo
(Pennisetum clandestinum).

METODOLOGIA

Lasalidadel rumen delas fracciones
indigeribles de los forrajes depende de dos
procesos relacionados entre si: lareduccion
de tamafio de las particulas y latasa de pasaje
de las particul as pequefias a través del orificio
reticulo-omasal. La porcion digerible dela
pared celular puede desaparecer del rumen
por digestion (K ) y pasgje (Kp) (Ellisetal.,
1982).

Para estimar latasa de pasgje (Kp) deun
forrgje por € tracto digestivo del rumiante, se
utilizan los marcadores de particulas, uno de
los mas utilizados es el cromo, el cual forma
enlaces coordinados muy estables con aguay
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material es organicos, |0 que es venta0so en
la preparacion de la fibramordantada (Udén
et al., 1980), la cual es utilizada como
vehiculo parael cromo. Con este
procedimiento de laboratorio se mordanto
fibra de pasto kikuyo, lo cual representd 1.5
mg de Cr/kg de peso vivo (PV),
suministrando una dosis de 30 g de fibra
mordantada/animal/dia para animales de 250
kg de PV. Lacuantificacion posterior de la
concentracion de Cr en las heces se efectud
con espectrofotédmetro en heces recol ectadas
en el siguiente horario: 4, 8, 16, 24, 40, 48,
64, 88, 96, 120 y 136 horas, datos que fueron
gjustados a un modelo bi-exponencial
propuesto por Matisy Ellis (1972). Esta
técnica se ha empleado para estimar la K,en
distintas razas de ganado bovino y con
diferentes calidades deforragje.

Para estimar latasade digestion (K ) se
utiliza latécnica de la bolsa de nylon descrita
por Orskov y McDonald (1979), utilizando
procedimientos estandarizados y probados
por el laboratorio BIORUM, dela
Universidad Naciona Sede Medellin
(BIORUM, 2003).

RESULTADOS

No hubo diferencias entre lasrazas BON y
Holstein en lavelocidad de paso del pasto
kikuyo, estas velocidades son bastante
rapidas, en parte debido a bajo contenido de
pared celular [51.5% fibra en detergente
neutro (FDN)] y ato contenido de humedad.

Cuadro 1. Promedio de la velocidad de paso
(% /hora) para el pasto kikuyo en dos razas
bovinas.

Raza de bovino Velocidad de paso n
BON 6.925a 6
Holstein 6.525 a 4

Promedio con igual letra no difieren (P<0.05)
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Latasa de degradacion de los alimentos en el
rumen esta influenciada por diversos factores
gue involucran relacion forrgje:concentrado,
consumo de materia secay € contenido de
FDN entre otros. En el Cuadro 2 se muestran
los parametros de lacinéticade la
degradacion ruminal del pasto kikuyo y del
follgje de acacia, mostrando variaciones
importantes entre |os parametros, debido
posiblemente a caracteristicas fisico quimicas
intrinsecas de cadaforraje.

Laproteina soluble y la potencialmente
degradable es mayor en el pasto kikuyo que
en laacacia. Lavelocidad de degradacion de
la proteina en rumen es mayor en € kikuyo
gue en laacacia, lo cual le permite aesta
ultima hacer aportes mas prolongados. Por
otro lado, los aportes de PNDR son mayores
en la acacia debido posiblemente a que los
taninos pueden proteger alas proteinas
vegetal es de su degradacion en rumen (Aerts
et al., 1999; Salawu et al., 1999).

Cuadro 2. Estadisticas descriptivas de parametros de
lacinética de la degradacion ruminal delaMS del
pasto kikuyo en dos razas bovinas.

Parametro Kikuyo Acacia
Al Prom. 23.70+0.85 8.52+1.14
C.V. 3.59 13.45
B2 Prom. 54.69+4.07 30.73+2.40
C.V. 7.45 7.80
o3 Prom.  0.036+0.0042  0.022+0.0066
C.V. 11.40 29.39
™* Prom. 19.01+2.12 32.66+9.39
C.V. 11.19 28.74
DE® Prom. 53.75+1.80 21.42+0.61"
C.V. 3.35 2.87
s Prom. 28.15+1.80 40.57+0.61
PNDR C.V. 3.89 0.78

1. A = Solubilidad inicial (%). 2. B = Porcentaje
maximo de degradacion (%). 3. C = Tasade
degradacion (%/h). 4. TM = Tiempo medio de
degradacion (h). 5. DE = Degradabilidad efectiva (%).
6. PNDR = Proteina no degradable en rumen (%). 7.
Fenoles totales 0.43; Fenoles libres 0.18; Taninos 0.21
como % delaMS; n=3;

Adaptado de Agudelo y Restrepo (2001).



Cuadro 3. Parametros de lacinéticaruminal de la proteina cruda. Fraccion soluble (a), fraccion potencia mente
degradable (b), tasa de degradacion (Kg), tiempo de retraso -lag time- (1), degradacion potencial (DP),
degradacién efectiva (DE) y tiempo medio de degradacion (TM)

Forraje a b Kqg | DP DE PND DE PND DE PND TM

) (%) h) () (%) (4% (%) (%) (%) (6% (%) (h)
Arboloco 276 613 0052 7.2 889 514 486 491° 509 472° 528 133
Botén de oro 278 69.8 0072 47 975 598 402 57.2° 428 549° 451 97
Chachafruto 425 352 0047 - 777 615" 385 595 405 57.9' 421 148
Confrey 384 493 0029 196 877 501° 499 487" 513 475 525 239
Morera 301 693 0056 - 994 705" 295 66.6" 334 635 365 124
San Joaquin 19 940 0061 - 958 585" 415 534" 466 492' 508 114

! @rskov y McDonald (1979), DE = a+ [(b* Kg)/(Kq + Kol.
% Spanguero et al. (2003), DE = a+ [(b* Kg)/(Kq + K)] * €™,

Adaptado de Cuartas y Naranjo (2004).

Al evaluar otros recursos forrajeros
arbustivos como fuentes de proteina no
degradable en rumen y que podrian ser
utilizados en sistemas de produccion de leche
de altura, se encuentran grandes variaciones
entre especies (Cuadro 3).

En general ladegradacion ruminal dela
proteina de estos follajes resulta en una
liberacion lenta de nitrogeno amoniacal,
favoreciendo lafermentacion de las
fracciones fibrosas de laracion y ademéas
estimulan €l crecimiento de la poblacién
microbiana (Leng, 1997). Seevidenciael
potencial que tienen varios recursos

forrg eros de hoja ancha para aportar PNDR,
lo cual abre nuevos espacios paraindagar y
obtener explicaciones acercade los
componentes de dichas plantas que estan
afectando la degradacion de la PC en rumen
como podrian ser |os taninos u otros
metabolitos secundarios.

Por ultimo, el uso de animales canulados al
rumen para estudiar la extension de la
degradacién es un procedimiento |aborioso,
COostoso Y riesgosos paralos operarios e
invasivo paralos animales. En laUniversidad

Nacional Sede Medellin, se havenido
trabajando con latécnicain situ,
obteniéndose valores confiables, pero es una
técnicalentay con baja capacidad de
procesamiento de muestras; por ello se
justificala utilizacion de procedimientosin
vitro. Uno de ellos esla Técnicade
Produccién de Gas (Theodorou et al., 1994)
en proceso de desarrollo, estandarizacion e
implementacion en nuestro laboratorio.
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INTRODUCCION

Parte del esfuerzo paramejorar la calidad
nutricional del frijol comin (Phaseolus
vulgarisL.) se haconcentrado en el
incremento de la biodisponibilidad de hierro.
La biodisponibilidad de micronutrientes se
puede ver afectada tanto por promotores,
como por factores antinutricionales. Entre los
antinutrientes se encuentran |os taninos,
compuestos fendlicos conocidos por su
capacidad de formar complegos con hierro en
el lumen gastrointestinal, haciendo € hierro
menos biodisponible para su absorcién
(Brune, 1989) por lo cua una posible
alternativa para el mejoramiento en la
biodisponibilidad de hierro, eslareduccion
en el contenido de taninos o su actividad.

Miray Fernéndez (2002) realizaron un
estudio de larelacion estructura-actividad de
diferentes tipos de flavonoides para quel acion
de hierro, encontrando interaccién positiva
paraflavonesy el flavanol catechin, siendo el
sitio mas importante de quelacion el grupo
catechol. Lainteraccion con iones metélicos
ha sido también de interés en el estudio dela
actividad antioxidante de los flavonoides. Se
encontrd gque los taninos condensados tienen
actividad antioxidante significativa (Beninger
y Hosfield, 2003). Los resultados de este y
otros estudios, sugieren que, conociendo los
genes que controlan laformacion de
flavonoides y taninos como también el tipo
de estructuras y su actividad, es posible a
través de mejoramiento seleccionar
variedades con un balance positivo entre

actividad antioxidantey efectosantinutricionaes.
(Beninger y Hosfield, 2003).

Laadquisiciony acumulacion de
micronutrientes son rasgos heredables, y dado
el efecto de los factores antinutricionales
sobre los nutricionales, se hace necesario el
estudio de la herencia del contenido de los
mismos. En €l caso de la acumulacion de
minerales, € tipo de herencia esta
influenciado por un conjunto de genes méas
gue estar dominados por un solo gen. Estos
rasgos son llamados cuantitativos (0 QTLsS
del ingles* Quantitative Trait Loci”), 0 sea,
loci controladores de caracteristicas
cuantitativas. Los mapas genéticos de
marcadores moleculares ofrecen la
posibilidad de estudiar este tipo de herencia,
es decir, identificar, mapear y medir la
magnitud del efecto de los principales
factores genéticos involucrados en el control
de estas caracteristicas y, potencialmente,
manipular estos factores individualmente
durante los procedimientos de seleccion y
recombinacion genética (Ferreira, 1998).

OBJETIVO

En este estudio, nuestro objetivo es
cuantificar taninos condensados en cinco
poblaciones de lineas recombinantes
endocriadas (RILs) defrijol, pararealizar
andlisis de QTLs que permitan determinar los
genes envueltos en el contenido de taninosy
usar estainformacion paradisefiar una
estrategia de reduccién de taninos, con €l fin
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deincrementar labiodisponibilidad dehierroen
frijol.

RESULTADOS

El andlisis se basb en cinco poblaciones
compuestas de lineas recombinantes
endocriadas (RILSs) derivadas de cruzas
simples entre acervos Mesoamericano y
Andino y dentro de cada uno de estos acervos
(ver Cuadro 1). Estas poblaciones también
fueron utilizadas para determinar la herencia
de contenido de los minerales hierro y zinc.

En este estudio la testa de cada cultivar fue
separada manual mente y posteriormente
molida. Esto dado que en frijol comin, como
en lamayoria de las leguminosas, |os taninos
Se encuentran principa mente en latesta
(Jasman, 1993).

El contenido de taninos condensados solubles
einsolubles en testa de frijol fue estimado
usando una modificacién del método
propuesto por Terrill (1992) y reportado por
Barahona (1999), donde muestras por
triplicado de 10 mg de testa de cada accesion
son extraidas con una mezcla de acetona/
agua/dietileter. La absorbanciadebido ala
formacion de antocianidinas fue estimada
mediante modificacionesdd méodo Butanol-

HCI de Porter (1986), también reportado por
Barahona(1999). Laconcentracion detaninos
condensadosenlosRILsfuedeterminadaa
partir de curvasdecdibracion realizadas con
taninos purificadosdelatestadelospadrespara
cadaunadelas poblaciones. Losdatos
obtenidos para porcentgje detaninos solubles,
insolublesy totalesen cadaunadelas
poblaciones se muestran en el Cuadro 2.

En el Cuadro 3 se pueden observar las
diferencias en la distribucién de taninos
condensados totales en las cinco poblaciones
estudiadas. Parala poblacion de lacruza
DOR364 X G19833 el promedio fue de
29.2%, para G21242 X G21078 21.5%,
G14519 X G4825 18.7%, G19839 X G2333
18.7%y BAT93 X JALO EEP558 11.1%. La
mayor amplitud en distribucién se puede
observar en lacruza G21242 X G21078 con
un rango de 5-40% y lamas bgjaparala
cruza G14519 X G4825 con un rango de 10-
25%. Lavariabilidad mas altafue parala
poblacion BAT93 X JALO EEPy lamenor
variabilidad la presento G14519 X G4825. El
contenido de taninos solubles no presentd
correlacion significativa con el contenido de
taninos insolubles en ninguna de las
poblaciones estudiadas.

Cuadro 1. Acervoy color de testa para parental es de cinco poblaciones de Frijol Comun (P. vulgaris)

evaluadas para contenido de taninos condensados.

Acervo
M esoamericano Andino
DOR364 Rojo (19833 Amaillo, rojo
G14519 Café G21242 Crema, morado
G4825 Crema G21078 Crema
G2333 Rojo (19839 Amarillo, negro
BAT93 Crema JALO EEP558 Crema




Cuadro 2. Frecuencias poblacional es para porcentaje de taninos en 10 mg de testa en cinco poblaciones
defrijol comdn (P. vulgaris).

Tanninos Frecuenciardativa
(%) DOR364 G21242 G14519 (519839 BAT93
X X X X X
totales (19833 G21078 (4825 G2333 JALO EEP558
0-5 0.0116 0.3014
5-10 0.0108 0.2055
10-15 0.0538 0.0708 0.0930 0.1233
15-20 0.0337 0.4086 0.6460 0.5581 0.2055
20-25 0.1798 0.2796 0.2832 0.3023 0.1507
25-30 0.3483 0.1720 0.0116 0.0137
30-35 0.2472 0.0645 0.0233
35-40 0.1573 0.0108
40-45 0.0337
solubles
0-5 0.0116 0.3973
5-10 0.0215 0.0088 0.0465 0.2192
10-15 0.0112 0.2796 0.3540 0.3140 0.1507
15-20 0.1124 0.4301 0.5841 0.5349 0.1370
20-25 0.3258 0.1505 0.0531 0.0698 0.0822
25-30 0.2921 0.1075 0.0233 0.0137
30-35 0.2247 0.0000
35-40 0.0225 0.0108
40-45 0.0112
insolubles
0-1 0.0116 0.1918
1-2 0.2472 0.0215 0.0088 0.0465 0.3014
2-3 0.3933 0.2366 0.4602 0.4535 0.2055
34 0.2135 0.4624 0.4956 0.3837 0.2055
4-5 0.0899 0.2473 0.0354 0.1047 0.0548
5-6 0.0337 0.0323 0.0137
6-7 0.0112 0.0137
7-8 0.0112 0.0137
Individuos 89 93 113 86 74

Cuadro 3. Promedio, desviacion estéandar, varianzay coeficientes de variacion para €l contenido de taninos
condensados tota es en poblaciones de frijol comdn (P. vulgaris).

DOR364 G21242 G14519 (19839 BAT93
X X X X X
(19833 G21078 (4825 G2333 JALO EEP558
N 89 93 113 86 74
Promedio 29.16 21.53 20.23 18.73 11.13
SD 5.78 544 2.46 4.35 7.7

Varianza 33.36 29.57 6.05 18.89 59.34




CONCLUSIONESY PLANESFUTUROS

Selogréidentificar variabilidad genéticapara
contenido detaninos en pobl aciones segregantes
defrijol comuny determinar €l porcentgede
taninos condensados solubleseinsolubles.

L os siguientes pasos serén: (i) reaizar los
analisis estadisti cos adecuados para encontrar
lavariabilidad entre accesiones y diferencias
entre poblaciones, (ii) determinar €l tipo de
herenciade los caracteresy (iii) realizar

andlisis de QTLs buscando asociaciones entre

marcadores y acumulacién de taninos
condensados, por medio del programa Q-
Gene (Nelson, 1997), y con el programa QTL
Cartographer (Basten, 2001). Los resultados
serédn comparados con los de Guzman-
Maldonado (2003) quienes identificaron
cuatro QTLs asociados con contenido de
taninos en frijol comun en una poblacion
derivada de un cruce entre frijol silvestrey
frijol cultivado, encontrando una correlacién

negativa entre masa de semillay contenido de

taninos, sugiriendo entonces el andisisen
testade frijol y no en grano entero.
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INTRODUCCION

En e proceso de busquedadefuentesforrajeras
parasuplementar alosanimalesen pastoreo, en
el piedemonte amazonico se han evaluado
algunas especiesdeleguminosasarboreasy
arbustivas. Algunas de estas especies como
Gliricidia sepium (matarraton), Erythrina
fusca (cachimbo), Codariocalyx gyroides
(cora-cora), Cratylia argentea, Clitoria
fairchildiana (Bohio), Gmelinaarborea
(gemdina) y Flemingiamacrophylla
(Flemingia), se han adaptado alas condiciones
climéticasy ed&ficasdelaregion. Existen otras
especiesarboreasnativasentrelascualesse
tiene Trichantera gigantea (nacedero) y
Bauhiniatarapotensis (patevacao casco de
vaca), que presentan un potencial como
forrgeras.

El objetivo del presente documento, es
presentar |os resultados de investigacion
sobre el potencial de uso de especies,
herebaceas, arboreasy arbustivas, nativas e
introducidas, con potencial forrgjero para uso
en sistemas de produccion bovinaen e
piedemonte amazonico colombiano. Los
resultados incluyen aspectos de la calidad
nutritiva, factores considerados como
antinutricionales con énfasis en taninos,
produccion y productividad animal delas
especies evaluadas.

RESULTADOS

Calidad y produccion de especies nativas

En un estudio realizado en siete fincas del
Caguetd, con laayuda de productores, se
indago sobre observaciones de especies
consumidas por el ganado bovino en areas de
rastrojosy bosgues, con €l objetivo de
determinar su potencial forrgjero. Se tomaron
muestras de partes de | as especies para su
clasificacion taxonémicaen el Herbario
Nacional Colombiano o mediante
informacion secundaria, y paraanalisis de
calidad en €l laboratorio. Igualmente, se
realizaron evaluacionesin situ para
determinar €l potencial de produccién de
materia seca, mediante cortes cada 60 dias
durante un afio.

Delas40 especiesrecol ectadas, en el Cuadro 1
sepresentan losresultadosde calidad de 35 de
ellas. En generd, entreespecieslaproteina
cruda (PC) vario entre 8.8 y 35.7%; la
digestibilidad in vitro de la materia seca
(DIVMS) entre 16.9y 83.1% y los taninos
condensadosentre 1.2y 29.3 %. El coeficiente
de correlacion entrelos contenidos de taninos
condensadosy laDIVMSfuede0.06y conla
PC de0.60. EntrelaDIVMSy laPC, €l
coeficiente de correlacion fuede-0.15.
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Cuadro 1. Caidad nutritiva de especies herbaceas, arbustivas y arbéreas nativas con potencial
forragjero en @ Piedemonte Amazdnico Colombiano.

Nombre Tipo PC DIVMS TC P Ca
comun Nombre cientifico (%) (%) (%) (%) (%)
Bambu Bambusa sp. herbéaceo 12.09 68.22 35 0.09 0.43
Clavellina Brownea ariza Benth herbéaceo 9.66 66.21 10.69 0.11 0.549
Vijao Calathea lutea (Aubl.) Meyer herbéaceo 24.2 64.62 12.26 0.16 0.284
Platanillo Heliconia rostrata Ruiz & herbéaceo 21.54 60.75 17.8 0.14 0.571
Pavén
Carrasposo Clibadium surinamense arbusto 22.77 63.56 1.77 0.158 0.66
Cordoncillo Piper sp. arbusto 12.76 56.39 8.7 0.007 0.88
Golgota Hibiscus rosasinensis arbusto 11.95 53.57 7.01 0.084 0.69
Venturosa Lantana trifolisL. s.l. arbusto 16.57 52.01 1.37 0.14 0.997
Lulo Solanum rugosum Dunal arbusto 22.03 42.05 14.62 0.18 0.608
Hymenea Senna sp. arbusto 23.06 29.03 20.67 0.15 0.952
Orgjademico  Enterolobium cyclocarpum arbol 13.21 83.1 13.57 0.586 0.25
Cuchiyuyo Trichanthera gigantea arbol 16.03 80.77 1.96 0.143 3.09
Totumo Crecentia cujete arbol 10.65 80.46 7.02 0.004 0.43
Bilibil Guarea trichinoides arbol 12.41 71.78 4.62 0.275 0.74
Yarumo Cecropia membranacea Tr. arbol 30.63 53.86 29.39 0.24 1.517
Anon Rollinia cf. Mucosa Baill. arbol 35.74 49.99 14.19 0.31 0.617
Ficus Micropholis venulosa (Mart.& arbol 21.93 48.36 12 0.11 3.129
Eichl) Pierre
Patevaca Bahuinia tarapotensis Benth. arbol 21.68 47.9 7.06 0.125 1.222
Nacedero 2 Cornutia microcalycina arbol 15.49 46.02 1.06 0.229 0.86
Chirimoya Widelia trilibata (L.) Hitch arbol 12.75 33.2 10.69 0.17 0.853
Balso Heliocarpus popayanensis arbol 20.43 29.89 9.89 0.619 0.59
Carbon Zygia longifolia (Phitecellobium  é&rbol 14.12 17.38 211 0.138 0.68
longifolium)
Bejuco Sinid. * herbaceo 12.58 22.36 1.59 0.139 0.64
Maleza#1 Sinld. herbéaceo 18.69 16.98 3.83 0.105 0.33
Moracea Sinlid. herbéaceo 14.56 - 3.81 0.27 1.36
Cafiaguata Sinld. arbusto 11.86 80.5 1.09 0.139 0.65
Zurumbo Sinlid. arbusto 18.31 71.98 4.68 0.164 114
Urticaceal Sinlid. arbusto 15.97 69.44 181 0.311 3.59
Celastracea Sinld. arbusto 12.89 62.68 14 0.16 13
Aristolochia Sinlid. arbusto 17.19 55.89 1.86 0.294 0.67
Verbenacea Sinld. arbusto 11.42 42.79 121 0.145 134
Cesdpinaceze  Sinld. arbol 20.44 59.94 2.62 0.19 0.82
Carrecillo Sinld. arbol 8.85 57.53 1.22 0.131 0.14
Mimosacea Sinld. arbol 10.32 46.72 3.22 0.087 0.65
Maleza #2 Sinlid. arbol 13.75 45.28 245 0.38 0.66

* Sin ld. = Sin identificar taxonémicamente.

El promedio de produccion de materiasecade crecimiento, edady especiedel as plantas
seiscortes present6 unavariacion entre 2y 120 evaluadas. Ademas, lafrecuencia de cortes
o/planta, dependiendo delaespecie. Eteamplio pudo haber limitado la produccién de forragje,
rango se debe afactores como tipo de particularmente de &rbolesy arbustos, que
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podrian requerir un periodo de recuperacion
mayor a60 dias.

L as observaciones de consumo de algunas de
las especies como lulo y guamos, indicadas
por los productores, entre otras, pudo deberse
alacasualidad y no necesariamente a que
tengan un potencial como forrgjeras. En un
estudio tipo cafeteria, sin publicar, realizado
en e Centro de Investigaciones Macagual en
dos parcelas con muchas de |las especies
mencionadas, varias de estas no fueron
consumidas por el ganado.

Evaluaciones de degradabilidad

En el C.I. Macagual, se evalud € potencia de
degradacién in saco de siete especies
forrgeras. Por triplicado y dentro del rumen
de cada uno de cuatro novillos fistulados, se
incubaron 5 g de hojastiernas y maduras,
secadas en estufa a 50° C por 48 h, de bohio
(Clitoria fairchildiana), cachimbo
(Erytrhrina fusca), cratilia (Cratylia
argentea), flemingia (Flemingia
macrophylla), melina (Gmelina arborea),
nacedero (Trichanthera gigantea) y patevaca

(Bahuiniatarapotensis), durante0, 6, 12, 24,
48y 72h.

Hubo unainteraccion altamente significativa
(P<0.01) entre especies, edad delas hojasy
tiempo de incubacién. Los resultados de el
Cuadro 2 indican que los mayores porcentajes
de degradabilidad se obtuvieron con nacedero
y meling, en tanto que los menores fueron
paraflemingia, patevacay bohio. En general,
la degradabilidad in saco aument6 con el
tiempo de incubacion tanto para hojas tiernas
como maduras. Para el bohio, flemingia,
nacedero y patevaca, la degradabilidad delas
hojas tiernas y maduras fue similar, dentro de
especie, y aumentaron en todos los tiempos
de incubacion, mientras que en cachimbo y
cratiliala degradabilidad de las hojas tiernas
aumento entre 0 y 10 unidades porcentuales
con relacion alas hojas maduras, a medida
gue aumentaba el tiempo de incubacion, hasta
las 72 h. En lamelina, este mismo
incremento en la diferencia se presentd pero
paralas hojas maduras con relacion alas
tiernas, hasta las 48 h de incubacion.

Cuadro 2. Porcentgje de degradabilidad in saco de siete especies forrgjeras arboreas incubadas a diferentes

tiempos en novillos bajo pastoreo de Brachiaria decumbens.

Tiempo deincubacion (h)

0 6 12 24 48 72

Especie Hojas
Bohio (Clitoria fairchildiana) Tiernas
Maduras
Cachimbo (Erythrina fusca) Tiernas
Maduras
Cratilia (Cratylia argentea) Tiernas
Maduras
Flemingia (Flemingia macrophila) Tiernas
Maduras
Gemelina (Gmelina arborea) Tiernas
Maduras
Nacedero (Trichanthera gigantea) Tiernas
Maduras
Patevaca (Bauhinia tarapotensis) Tiernas
Maduras

17.9 194 207 219 23.7 26.8
19.6 197 206 211 225 25.6
171 268 2904 371 425 46.3
17.6 212 238 271 311 36.1
24.1 286 303 323 37.9 43.4
21.0 243 252 255 28.6 33.6
174 210 228 239 26.5 30.4
17.6 218 234 251 26.8 30.9
37.8 406 429 451 57.7 734
37.9 428 450 512 66.5 74.0
294 346 379 464 693 88.9
335 36.7 391 457 70.3 85.9
18.6 201 219 240 24.7 26.9
174 178 203 212 23.6 26.3

Adaptada de Puentes y Sanchez (2002).
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Ene Cuadro 3 sepresentan algunosandlisis
paraestimar la calidad de las especies, tanto
en hojas tiernas como maduras. Los
contenidos de proteinavariaron entre 6.6 y
21.6%; laDIVMSentre 36.1y 86.4% Yy los
taninos condensados entre 1.7 y 26.8%. Hubo

unacorrelacion de 0.40 entre taninos
condensadosy laDIVMSYy de 0.36 con la
degradabilidad in saco alas 48 h. Entre
taninosy PC, lacorrelacion fue 0.01, y para
laDIVMSYy laPC de 0.60.

Evaluaciones de productividad animal

En un experimento bajo pastoreo alterno de
Brachiaria humidicola solo o asociada con
Desmodium heterocarpon (D. ovalifolium),
las novillas que rotaron en la asociacion
ganaron 21% maés que aquellas en pastoreo de
B humidicola solo (Galindo y Rivera, 2000).
Igualmente, Sanabriay Pabon, (1999)
reportaron un aumento del 8% en la
produccion de leche en vacas pastoreando
unaasociacion de B. decumbensy D.
ovalifolium comparadas con las que solo
pastorearon B. decumbens, en dos fincas del
Cagueta. Los promedios de produccion se
presentan en el Cuadro 4.
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En dos trabajos con vacas doble proposito,
sin embargo, cuando se suplementaron con
cafla mas Codariocalix gyroides (Collazos y
Duque, 1998) o con pasto imperial mas C.
gyroides (Camacho y Roncancio, 1997), no
Se presentaron aumentos en la produccién de
leche (Cuadro 4) cuando laleguminosa
constituiaentreel 0y el 50 % del
suplemento.

En ambos trabgj os, las vacas consumieron
menos de 1 kg de C. gyroides |o cual pudo
haber influido en |afalta de efecto en la
produccion, contrario alo que pudo haber
sucedido en los dos trabaj os previamente
mencionados, donde |os animales pudieron
haber tenido la oportunidad de seleccionar
unadietamasricay posiblemente haber
tenido un mayor consumo de leguminosa.

L os bajos consumos de C. gyroides
posiblemente se debieron al poco
acostumbramiento de losanimalesala
leguminosay no a contenido de factores
antinutricionales. Como se observaen €
Cuadro 5, el contenido de taninos vario entre
3.1y 14.2, con valoresintermedios parael D.
ovalifolium.

Cuadro 3. Andlissbromatol dgico dela materia seca de s ete especies forrgjeras arbdreas con edades de corte de 90
dias, rel acionadas con la degradabilidad (48 h) in Stu delas mismas espedies, incubadas en novillos bajo pastoreo de

Brachiaria decumbens en Caqueta (Cipagautaet al. 2002).

Especie Hojas P.C. FC.(%) DIVMS Degradabilidad in TC (%)
(%) (%) situ 48h (%)

Bohio Tiernas 18.18 26.07 37.46 23.73+0.95 4.78
(Clitoriafairchildiana) Maduras 17.05 25.98 42.19 22.52 +0.66 2.56
Cachimbo Tiernas 2164 11.00 59.06 42,56 + 1.65 181
(Erythrina fusca) Maduras 18.05 12.99 48.90 31.14+2.00 2.0
Crétilia Tiernas 1811 2553 49.90 37.96 + 2.15 177
(Crayilia argentea) Maduras 1819 25.46 4472 28.63 + 1.42 1.75
Flemingia Tiernas 1550 2455 38.04 26.59+19 26.83
(Flemingia macrophilla) Maduras 1492 2521 41.69 26.84+1.72 21.35
Gemelina Tiernas 9.92 19.59 85.35 57.72 + 6.57 2.45
(Gmelina arborea) Maduras 6.63 20.18 82.71 66.52 + 3.50 2.05
Nacedero Tiernas 13.79 19.46 86.45 69.30 + 6.44 2.32
(Trichanthera gigantea) Maduras 13.10 19.62 83.80 70.73 + 4.62 242
Patevaca Tiernas 1550 2491 39.01 24.72+0.85 7.03
(Bauhinia tarapotensis) Maduras 1419 2497 36.18 23.67+1.03 4.42




Cuadro 4. Promedio de ganancia de peso diaria o produccion de leche de vacas doble propdsito en pastoreo de
asociaciones con Desmodium heterocar pum o con suplementaci én de Codariocal yx gyroides con dos sistemas de

pastoreo y dos tratamientos en el piedemonte amazdnico

Manejo Produccion L eguminosa Fuente

+ p—
Pastoreo* Ganancia de peso (g/animal/dia) 5252 411° Galindo y Rivera, 2000
Pastoreo* Leche (I/vaca/dia) 5.4% 5.0° Sanabriay Pabon, 1999
Suplemento**  Leche (I/vacaldia) 3.8 3.8 Collazos y Duque, 1998
Suplemento**  Leche (I/vacaldia) 5.5% 5.3% Camacho y Roncancio 1997

L eguminosa acompafiante: *D. ovalifolium, **C. gyroides

2P | etras diferentes supraescritas para promedios entre columnas indican diferencia estadistica (P<0.05).

Cuadro 5. Promedio de digestibilidad in vitro (DIVMS), Proteina Cruda (PC) y porcentaje de taninos solubles e
insolubles de D. heterocarpum (D. ovalifolium) y Codariocalyx gyroides.

Especie PC (%) DIVMS (%) TC (%) Fuente
solubles insolubles

D. ovalifolium 12.8 35.7 4.2 7.2 Sanabriay Pabo6n, 1999

D. ovalifolium 125 34.9 6.3 6.8 Sanabriay Pabo6n, 1999

D. ovalifolium 11.3 37.3 9.52 6.3 Galindo y Rivera, 2000

C. gyroides 13.9+0.8  28.6+2.6 3.19+1.44 7.06+1.38  Collazosy Duque, 1998

C. gyroides 205:0.2  354+30  14.19+2.44

9.93+0.87 Camacho y Roncancio, 1997
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Evaluacién de la descomposicion del follaje de especies arbustivas
promisorias forrajeras para zonas de ladera de Cauca y Valle del Cauca

Freddy AntonioParraP.

Corpoica, Popayan, fparra@telesat.com.co

INTRODUCCION

L as zonas agroecol ogicas de Colombia Cx
(con una cobertura nacional de 1.407.547 ha),
Mc (385.506 ha) y Mg (3.882.330 ha) se
caracterizan por compartir laprobleméticade
desertizacion debido a deforestacion, donde
la ganaderia, con bajos rendimientos debidos
aladeficiente calidad de laofertaforrgeray
una agricultura de pancoger aparecen como
sus principal es componentes. Encontrar
materia esvegeta esque garanticen coberturas,
gue mgorenlaofertaforrgera, especialmenteen
contenido de nitrégeno, pero bajo condiciones
deramoneo, pueslarestriccion por capital y
bajadisponibilidad demano deobralimitanla
adopcién detecnol ogiasde dimentacidn con
patrones de altos costos, asi como la
determinacion deladinamicadela
descomposicion delahojarascay laliberacion
del nitrégeno se consideracomo unaimportante
informaci én de orden préactico paravaidar la
introduccion de éstas especiesenlossistemas
productivosdeladeras.

Ladisponibilidad de material vegetal
originario del cinturdn tropical del mundoy
recogido por lared de investigacion de
forrgestropicales lideradapor CIAT,
permiti6 seleccionar algunas especies que por
Su origen 0 su comportamiento en zonas
agroecol ogicas de ciertasimilitud en el pais
permitieran sospechar sobre las bondades
encaminadas a suplir laexigenciade bga
coberturay calidad forrgjera. Por lo
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anteriormente expuesto, seplanteanlos
sguientesobjetivos.

OBJETIVO

Suministrar tecnologia que contribuya al
incremento de la productividad al sistema
mixto bovinos-agricultura mediante la
introduccion y evaluacion de lacalidad de los
follgjes de arbustos con potencialidad en
zonas de laderas.

Obj etivos especificos:

» Determinar las especies arbustivas que
mejor se adapten alas zonas de ladera
para ser utilizadas en alimentacion animal
0 como abonos verdes.

» Evaluar latasade descomposicion del
follgje arbustivo de los materiales
sobresalientes.

MATERIALESY METODOS

Ubicacion

El trabajo paraevaluar laadaptacion
agronOmica de | as especies herbaceas y
arbustivas se desarroll6 en los departamentos
del Cauca: Finca Bellavista (Fondo Ganadero
del Cauca), municipio de Mercaderes
(1°48'N; 77°9 0); zona agroecol dgica Cx, en
un suelo con pH de 6.5; 1.4 de materia
organica; 4.3 ppm defosforo; 3.8deCay 1.7
Mg (meg/100 g de suelo). Granja San José
Secretariade Desarrollo Agropecuario del
Cauca, localidad denominadaCorpopal o,



Santander de Quilichao, (3°10'N; 76°29' O):
Mc; pH de 5.8; 3.1 de materia orgénica; 1.3
ppm de fésforo; 6 de Cay 5 Mg (meg/100 g
de suelo); y en e Valledel Cauca: Finca
Llanitos, Corregimiento Portugal de Piedras,
municipio de Rio-frio (4°02'N; 76°21 O):
Mc, en un suelo con pH de 5.8; 3.1 de
materia organica; 5.7 ppm de fésforo;6.0 de
Cay 5.5 Mg (meg/100 g de suelo) y finca El
Porvenir, Vereda Coloradas, Corregimiento
de San Antonio, municipio de Sevilla
(4°09'N; 76°18 O): Mg suelo con pH de 5.6;
5.7 de materia orgénica; 3.8 de Cay 1.7 Mg
(meg/100 g de suelo).

Estas fincas ubicadas entre 1000 y 1350
msnm con temperaturas promedio entre 20 a
24°C., relieves ondulados - escarpadosy
pendientes entre 10 y 25%. L as evaluaciones
se realizaron en especies de herbaceas:
Gramineas de |os géneros Brachiaria, (tres
ecotipos) Cynodon (1), Hypharrhenia (1),
Panicum (1); Leguminosas herbaceas delos
géneros Centrocema (6), Arachis (2),
Desmodium (2) y leguminosas arbustivas de
los géneros Leucaena (26), Cratylia (4),
Codariocalyx (3), Flemingia (2), Gliricidia
(1), Cajanus (2), Clitoria (1), Sesbania (2),
Tadehagi (2), Erythrina (2), Malvaviscus (1),
Dendrolobium (2).

Especies arbustivas

Establecimiento: Las plantas se sembraron en
bolsas de polietileno con 2 kilogramos de
suelo donde permanecieron en vivero durante
3 meses, luego se transplantaron alas

parcel as experimental es a una distancia entre
plantasde 1.5 my 2.0 m entre calles. Cada
parcela consta de 8 plantas. cuatro centrales
para medicion y dos a cada extremo para
descartar €l efecto de bordes.

Eva uaciones de produccién de materiaseca:

L uego del octavo mesposterior a trasplante, se
realiz6 un cortedenivelacién aunaaturade 120
cmdesded nivel dd sueloy nuevesemanas
despuésseiniciaronlasevduacionespara
determinar la produccion de biomasadel

material fino (hojasy tallosmenoresde 6
milimetrosde didmetro) expresadaen gramosde
materiasecapor planta

Disefio del experimento

L os tratami entos se asignaron mediante un
disefio estadistico de blogues completos al
azar, con tres repeticiones. Ri (i = 1, 2, 3);
mediante arreglo en parcelas divididas,
siendo las parcelas principales las accesiones:
Aj (] = cambiante dependiendo del sitio
experimental) y la subparcelala época: B, (k
=1, 2: Lluvias 0 sequia), S;: efecto dela
interaccién blogue por accesion; bajo el
modelo estadistico: Y , =U + R + A + S+
Bk + ABik + Eijk

L os datos se analizaron siguiendo el
procedimiento general de modelos lineales
del Programa (SAS, 1989).

Determinacion de la degradacion del follaje
en el suelo

En el sitio Corpopalo, Santander de
Quilichao, Cauca, durante (2, 4, 8, 16, 24
semanas) se midio la descomposicién del
follaje a partir del registro de la pérdida de
peso de 15 gramos colocados en bolsa de
nylon y simultaneamente se determing la
liberacion de nitrogeno de cinco ecotipos de
leguminosas arbustivas sobresalientes:
Cratylia argentea, CIAT 18597 y CIAT
18668; Flemingia macrophylla CIAT 17403;
Codariocalyx gyroides CIAT 33131y CIAT
13547; se empled la metodol ogia de bolsas de
descomposicién, citada por PAmy Sanchez
(1990), Thomasy Asakawa (1993) y Cobo
(1998).
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Analisis quimico de las muestras de biomasa
Se determinaron concentracionesde: carbono
mediante digestion écida utilizando el método
de colorimetria propuesto por Anderson e
Ingram citado por Cobo (1998); nitrdgeno
total mediante digestion Kjeldahl de
destilacion y titulacién propueto por
Anderson e Ingram, citado por Cobo (1998);
lignina determinado por latécnicade
detergente &cido, Cobo (1998) y polifenoles
solubles mediante extraccion con etanol al
50% a 80° C (Walkey y Black, 1934, citado
por Thomasy Asakawa, 1993).

L os datos obtenidos se sometieron aanalisis
devarianzay los promedios se diferenciaron
mediante |a prueba de comparacion maltiple
de Tukey. Para cada una de las especies
evaluadas, se realizo un andlisis de regresion
entre las medias de las variables PSR, NL,
lignina, polifenoles, y el tiempo de
descomposicion. Como |os datos mostraron
un patrén exponencial, se determinaron las
constantes de descomposicién y liberacion de
N (K, y K, respectivamente) para cada
especie mediante el modelo Unico
exponencial Wt/Wo = Wo* e donde Wt es la
cantidad de masa o N inicial Wo remanente a
un tiempo “t” (Anderson e Ingram, 1993
citados por Cobo, 1998 ). También serealiz6
un andlisis de correlacion entre los
pardmetrosquimicosdd materid inicid y las

tasasde descomposiciony liberacion, conla
finalidad de explicar los efectos de estos
pardmetros en cada uno de |os procesos
evaluados. Los andlisis se realizaron
mediante |os procedimientos GLM, REG y
NLIN del sistema estadistico SAS (Stadistical
Analysis System) con un aphade 0.05.

RESULTADOS

Determinacion de la produccién de biomasa
En lainformacion obtenida en Santander de
Quilichao, Granja San José, Corpopalo
(Cuadro 1), se destacan: Cratylia argentea
(CIAT 18597 y 18668), con 191y 157 g de
materia secalplanta, respectivamente, valores
diferentes (P<0.05) de |os reportados por las
especies Codariocalyx giroydes (CIAT
33131), Flemingia macrophylla (CIAT
17403), Leucaena leucocephala (CIAT
17503), Codariocalyx giroydes (CIAT 13547)
y Leucaena leucocephala (CIAT 17502y
17498).

Determinacion de la degradacion dela
materia seca en €l suelo y liberacién de
nitrégeno

Enlalocalidad de Santander de Quilichao,
granja San José, en e sito denominado
Corpopal o, durante los meses de enero a
junio del afio 1999, se determind ladindmica
deladescomposicion dd follgjedecinco

Cuadro 1. Produccién de materia seca de leguminosas arbustivas
(gramos/planta) en lalocalidad de Corpopalo, Santander de Quilichao, Cauca.

Ecotipo Produccién de biomasa
(g MS/planta)

Cratylia argentea 18597 191.62
Cratylia argentea 18668 157.0°
Codariocalyx giroydes 33131 4.0
Flemingia macrophylla 17403 35.6°
Leucaena leucocephala 17503 28.8°
Codariocalyx giroydes 13547 26.6°
Leucaena leucocephala 17502 21.2
Leucaena leucocephala 17498 14.9

Valores con letras igual es no difieren estadi sticamente segiin Tukey, (P<0.05).



leguminosas arbustivas consideradas potenciaes
deacuerdo alo observado enlas pruebasde
produccién de biomasa.

Losregistros de peso seco residual
determinados mediante el uso de labolsade
nylon se presentan en el Cuadro 2. La
descomposicién del follgje de C. argentea
18597 y 18668 mostrd lamayor velocidad
entre la octavay la decimosexta semana. En
total el 70% y 64% del peso seco se
descompusieron respectivamente adiferencia
de Codariocalix gyroidesy Flemingia
macrophylla con menores tasas de
descomposicién af ectadas posiblemente por
niveles superiores de taninos condensados.
Esto indica que la potencialidad del uso del
follgje de C. argentea como forragje 0 como
aporte de nitrdgeno a suelo, puede

complementarsecon el uso dematerialesde
menor velocidad de degradacion anivel de
suelo permitiendo mejores niveles de
cobertura que en zonas de baja precipitacion
propiciarian el mantenimiento de la humedad
en el suelo durante mayor tiempo.

L os pardmetros estadisticos (Cuadro 3) para
el intercepto B,y paralatasade
descomposicién de la materia seca expresada
en gramos/semana B,, reporta valores
mayores de descomposicion para los ecotipos
de Cratylia argentea (18597 y 18668) y bajos
valores correspondientes alavelocidad de
descomposicién de € follaje de los ecotipos
de Codariocalyx giroydes (CIAT 13547y
33131) y Flemingia macrophylla (CIAT
17403).

Cuadro 2. Pesoresidual a partir de quince gramos de materia seca determinado en bolsa de nylon
del follgje de cinco arbugtivas en una ladera de Santander de Quilichao, Cauca.

Ecotipo Semanas

2 4 8 16 24
Cratylia argentea 18597 11.15 9.86 7.59 451 4.44
Cratylia argentea 18668 10.60 9.10 7.59 7.15 5.44
Codariocalyx gyroides 13547 12.80 12.00 11.69 11.18 10.60
Codariocalyx gyroides 33131 13.04 12.02 11.28 9.15 8.94
Flemingia macrophylla 17403 11.57 11.53 11.28 9.15 8.70

Cuadro 3. Indicadores estadisticos determinados en el proceso de degradacién de cinco
leguminaosas arbustivas en una ladera de Santander de Quilichao, Cauca (By: intercepto; Bi:

pérdida de peso, g/sem).

Cratylia argentea

Codariocalyx giroydes

F. macrophylla

18597 18668 13547 33131 17403
By 277 P<0001 254 P<0.001 259 P<0001 270 P<0.001 256 P<0.001
B; -041 P<0.01 -0.24 P<0.01 -0.07  P<0.01 -0.16 P<0.01 -0.10 P<0.1
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En e Cuadro 4, seobservael comportamiento
delaliberacién denitrégeno duranteveinticuatro
semanas, medi das en bol sas de descomposicion,
encontrandoselosmaximosva oresenlos
ecotiposde Cratylia argentea (CIAT 18597 y
18668) superioresa 60 % deliberaciénenla
decimasextasemana, aclarando quelosvaores
no son acumulativosy que notodo € nitrogeno
se puede considerar como disponibleparalas
plantas (Cobo, 1998), pues|as pérdidas debidas
alixiviacion, voldilizacion, y/o denitrificaciono
ser inmovilizado por labiotaedéficao
smplementeentrar enlafraccion organicade
suelo (Venlauweet al., 1997, citado por Cobo,
1998)

Al correlacionar laliberacion de nitrogeno se
encontrd, parala pérdidade peso dela
materia seca (r: -0.634, P<0.001), parael
contenido de carbono (r: -0.316, P<0.01) y
para contenido de lignina, parala proporcion
carbono/nitrégeno y parala proporcion
(lignina+ polifenoles)/ nitrégeno valores
bajos de correlacion.

CONCLUSIONES

L os materiales evaluados, tanto |as especies
herbaceas como las arbustivas en general
mostraron bajos rendimientos agronémicos,
de consumo y calidad comparados con los
reportes disponibles para otras zonas
agroecol O0gicasdel pais, pero sedebetener

presente que son especiesdeorigentropical
evaluadas en dltitudes hastalos 1000 metros
sobre el nivel del mar que ademas en las
pruebas agrondmicas de adaptacién donde
han sido probadas han recibido manejo
agrondmico intensivo en el sentido de haber
recibido fertilizacion inicial, al momento de
lasiembray fertilizaciones de
mantenimiento, aspecto que no fue practicado
en €l presente trabajo de evaluacion de la
adaptacion del que trata éste informe debido a
gue el sistema productivo denominado
“ganaderia de doble propdsito” GDP, no
asimilaria éste tipo de practicas por

involucrar costos adicionales que el sector
ganadero ni cultural ni econémicamente
maneja.

Al proponer mediante lavalidacion de éstos
materiales su introduccion a sistemas
productivos de laderas, especiamente de
especies que garanticen coberturas vegetales
y reciclaje de nutrientes limitantes como el
nitrégeno, para cubrir terrenos expuestos al
deterioro debido a aplicacion de cargas
animales manejadas con criterios de
sobrepastoreo, de monocultivo de gramineas
con bajos o nulos retornos de nutrientes,
puede considerarse un importante aporte ala
busgueda de soluciones parareordenar € uso
delossueloy en larealidad productiva
generar model osde pastoreo en mezclas

Cuadro 4. Porcentaje de nitrégeno libre determinado en bolsa de nylon en cinco leguminosas
arbustivas en Corpopalo, Santander de Quilichao, Cauca.

Ecotipo Semanas de degradacion de la materia seca del follaje

2 4 8 16 24
Cratylia argentea 18597 35.9 48.0 55.9 79.0 85.0
Cratylia argentea 18668 42.9 58.4 55.9 72.5 75.7
Codariocalyx giroydes 13547 11.2 27.6 3.0 14.8 29.9
Codariocalyx giroydes 33131 9.1 45.7 -9.8 0.8 215
Flemingia macrophylla 17403 41.7 45.0 59.7 46.4 61.2
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multiestrata, que parael caso delasladerasdel
trépico medio delascordillerascentra y
occidental puede considerarse un importante
avance.

L a adopcion de tecnologias relacionadas con
pasturas, como tal, estarelacionada con la
orientacion del modelo econdmico que define
alaganaderia como un mecanismo de
inversion; bajo éste contexto la expectativa
de adopcion no debe girar estrictamente con
base en |a of erta de tecnologia, aclarando que
especies como Brachiaria dictyoneura (CIAT
6133) , Centrocema macrocarpum (CIAT
5713) produjeron resultados sobresalientes en
laderas de Riofrio y Sevilla, zonas

agroecol 6gicas Cx y Mg extrapolables a
dominios de recomendacion semejantesy en
€l caso de las leguminosas arbustivas.
Leucaena leucocephala (CIAT 17466 y
17495), Cratylia argentea (CIAT 18676y
18516) en la zona agroecologica Cx con
reportes de nitrégeno de mediana vel ocidad
de degradacién en €l suelo, para el caso de C.
argentea y medianos valores de proteina
cruda que de no existir éstas dificilmente se
tendran disponibles en las fincas de
productores de laderas.

Materiales como Codariocalyx giroydesy
Flemingia macrophylla, de lenta degradacién
asociada a niveles de fenoles en sus hojas,
podrian también ser aportantes ala
sostenibilidad pues manegjan en forma

coevol utivamecanismos paraprotegersedel
ataque deplagas, cubrir durante mayor tiempo €l
suelo con hojarascaparael caso con reportede

lentadescomposiciény raciondizar € proceso
deramoneo mediante regulacién estaciona de
fenolesen su composicién quimica, podrian
mediante condicionesdetransferenciaapropiada
y en concurso con losgremios de productorese
ingtitucionesconvertirseend iniciodel cambio
deparadigmasreferentesalaganaderiaexistente
como monocultivo degraminess.
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INTRODUCCION

El desarrollo de praderas productivasy
persistentesen suelosacidosy con baja
fertilidad de la Altillanura colombiana ha
sido en muchos casos limitada por |a escasez
de alternativas forrgeras, en particular de
leguminosas adaptadas a estas condiciones.

Durante |os ultimos 20 afios, |a evaluacion
conjuntaentre el ICA, CIAT y Corpoica, en
diferentes ecosistemas de Colombia, ha
encontrado que Desmodium ovalifolium es
unaleguminosa con buena adaptacion alas
condiciones de climay suelo predominantes,
alta produccién de biomasa, buena capacidad
de asociacion con gramineas forrgjeras
mejoradas y rapida coberturadel suelo;
caracteristicas agronémicas indispensables en
los componentes de sistemas de produccion
agricolasy ganaderos, bien sea parala
proteccion del suelo y rehabilitacion de
praderas degradadas, o como fuente de
alimentacion para el ganado (Pérez et al .,
2002).

Tanto resultados deinvestigacion como e uso
actua por productores, indican que Desmodium
ovalifoliumesunaleguminosacon ungran
potencia paraser utilizadacomo fuentede
forraje o coberturapor su adaptacion asuelos
debajafertilidad, toleranciaapastoreo intensoy
sombra, crecimiento estoloniferoy
productividad. No obstante, las concentraciones
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detaninos pueden limitar é consumoy la
digestibilidad ddl forrgiey como consecuencia
afectar el comportamiento animal en praderas
con D. ovalifolium.

Schmidt (2001) observo que lainteraccion
genotipo por ambiente determinan el
comportamiento agronémico y la calidad
forrgerade laleguminosa. Ladistribucién de
la precipitacion fue uno de los factores
determinantes sobre €l desarrollo, produccion
y calidad deforraje. Larespuestade D.
ovalifolium ala aplicacion de nutrientes
como fésforo, zinc, boro y manganeso fue
notoria en términos de calidad del forrgje. De
otra parte, en condiciones de laboratorio, la
concentracion de taninos fue mas af ectada
por latextura del suelo que por la
fertilizacion, sin embargo, microel ementos
como boro y zinc posiblemente influyen en el
contenido de taninosy su reactividad
biol6gica.

Considerando los resultados preliminares,
sobre un suelo Oxisol franco, en e C.I.
Carimaguaseevaluo € efectode 18
tratamientosdefertilizacion queincluyeronla
aplicacion general de 165 - 25 - 50 - 27 kg/ha
deCa, P, Ky Mg, respectivamentey niveles
variablesdeB, Zny Sparadeterminar su efecto
sobrelaproducciony calidad del forrgedeD.
ovalifolium CIAT 13651.



OBJETIVO

Determinar € efecto delaaplicacion deazufrey
elementos menores (boro, zinc) sobrelos
parametrosde producciony calidad nutriciona
del forrge[proteinacruda(PC), fibraen
detergente neutro (FDN), digestibilidad in vitro
delamateriaseca(DIVMS), taninos
condensados (TC), taninos condensadoslibres
(TCL)] de Desmodiumovalifolium CIAT
13651.

MATERIALESY METODOS

El experimento seredizéenel C.I.
Carimagua, localizado a 320 km al noreste de
Villavicencio (meta), a4°30" latitud nortey
71°19" longitud oeste, sobre un terreno de
topografia plana a 150 msnm, con
temperatura promedio de 26° C, humedad
relativamediade 77% y precipitacion
promedia anual de 2083 mm. El suelo
clasificado como Oxisol se caracterizo por
presentar textura franca, con bajos contenidos
de fésforo, potasio, calcio, magnesio, azufrey
materia organica; altos contenidos de
auminioy bajaCIC.

El ensayo seinicié en mayo del 2001 con la
siembra de parcelas de 16 m? (4x4 m) con D.
ovalifolium ciat 13651y la aplicacién de 18
tratamientos de fertilizacion distribuidos en
un disefio de blogues completos al azar con
tres repeticiones. Antes de lasiembra se
aplicé e incorpord en forma general una
fertilizacion basica con cal dolomitica 300
kg/ha (Ca 90, Mg 27), roca fosférica 250 kg/
ha (P 25, Ca75) y cloruro de potasio 100 kg/
ha (K 50).

Paralasiembra se aplicd a voleo €
equivalente aun (1) kg/ha de semillaen
mezcla con las fuentes de azufre (flor de
azufre, 85% de S), zinc (oxido de zinc, 78%
de Zn) y boro (bérax, 15% de B). Los
tratamientos de fertilizacion fueron: T1 =
fertilizacion bésica(testigo); T2 =fertilizacion

basica+ B 0.5 kg/ha; T3 =fertilizaciénbasica+
B 1.0kg/ha; T4 =fertilizaciénbasica+ B 1.5
kg/ha; TS5 =fertilizacionbasica+ Zn 1.0 kg/ha;
T6=fertilizacionbasica+Zn 2.0kg/ha; T7 =
fertilizacionbésica+Zn3.0kg/ha; T8=
fertilizacion basica+ S 20 kg/ha; T9 =
fertilizacion basica+ S 40 kg/ha; T10 =
fertilizacion basica+ S 60 kg/ha; T11 =
fertilizacion basica+ B 0.5-Zn 1.0 - S20 kg/
ha; T12 = fertilizacion basica+ B 0.5- Zn 1.0
- S40 kg/ha; T13=fertilizacion basica+ B
0.5-2Zn 2.0- S20 kg/ha; T14 = fertilizacion
basica+ B 0.5- Zn 2.0 - S40 kg/ha; T15=
fertilizacion basica+ B 1.0 - Zn 1.0 - S20 kg/
ha; T16= fertilizacion basica+ B 1.0- Zn 1.0
- S40 kg/ha; T17=fertilizacion basica+ B
1.0-2Zn 2.0- S20 kg/hay T18=fertilizacion
basica+ B 1.0-2Zn 2.0 - S40 kg/ha.

Unavez establecido €l D. ovalifolium, se
estandarizaron las parcelas con guadaria
(septiembre/2001) y seinicié lafase de
evaluacién para produccién de materia secay
coberturaa4y 8 semanas de edad del rebrote
y toma de muestras para calidad del forrge a
las 8 semanas. Debido alos altos costos de
los andlisis de laboratorio solo fue posible
realizar un muestreo por época (secay
[luviosa) y por tratamiento (18 tratamientos).
El andlisis de los resultados se hizo mediante
estadistica descriptiva mediante el programa
SPSS 2.0.

RESULTADOSY DISCUSION
Produccion deforrajey cobertura

Durantelaépocadelluvias, laproduccion
promedio de forrge de D. ovalifolium fue de
1416 kg M S/ha, con valores que fluctuaron
entre 1070 y 1987 kg/ha sin presentar
diferencias significativas (P>0.05) entre los
diferentestratamientosdefertilizacion. Los
mayoresrendimientos se observaron conlos
tratamientos T18 (1987 kg/ha), T13 (1850 kg/
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ha) y T1 (testigo) con 1825 kg/ha; mientrasque
losvalores mas bg os seencontraron con T15
(1070kg/ha), T16 (1090 kg/ha) y T10 (1100

kg/ha).

En época secala produccién de forrgje fue
significativamente diferente (P<0.05) entre
los tratamientos de fertilizacién. Los
tratamientos T1, T2, T3, T4, T5, T6, T7, T9,
T12,T13, T17y T18 presentaron valores
(995 a 1873 kg/ha) estadisticamente similares
(P>0.05) para produccién deforraje,
destacandose T18 con 1873 kg/ha que superé
levemente al testigo T1 (1695 kg/ha). Los
tratamientos con rendimientos
significativamente inferiores fueron T14 (492
kg/ha), T16 (745 kg/ha) y T10 (795 kg/ha).

Laproduccion deforragje fuesimilar ala
reportada parala Orinoguia colombiana por
Diaz et al. (1992) donde los rendimientos de
MS de accesiones de D. ovalifolium fueron
variables entre sitios. En el Piedemonte
[lanero (2800 a 5000 mm de precipitacion
anual) fluctué entre 8.6 y 10.3 t/hapor afio y
en ladltillanura plana (1800 a 2600 mm)
entre 5.5y 8.3 t/ha por afio. En la Serrania,
con precipitacion similar alaAltillanura, la
produccion de MSvario entre 2.9y 3.1 t/ha
por afo.

Las aplicaciones de lafertilizacion basica con
165-25-50- 27 kg/hade Ca, P, K y Mg,
respectivamente, complementadacon b 1.0 -
Zn 2.0y S40 kg/ha permitieron incrementos
del 8% en la produccion de forraje en
relacion con € testigo querecibié la
fertilizacion basica. Igual comportamiento
observo Pérez (1988; 1999) en condiciones
de la Orinoguia colombiana, con suelos bajos
en contenido de nutrientes y una saturacion
de aluminio del 62% en Yopal hasta 94% en
Puerto Carrefio y conlaaplicacion de40, 40,
20y 15kg/hadeP, K, Mgy Sdondela
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produccién de M Sfue mayor en 35% que con
d tetigosinfertilizacion.

Trabajos realizados por Lascano y Salinas
(1982) en un Oxisol del C.1. Carimagua,
comprobaron el efecto positivo del azufre en
lafertilizacion, a duplicar la produccién de
forrge de estaleguminosa (entre2.0y 2.8 t/
hade MS), con respecto alos tratamientos de
fertilizacion que no incluyeron azufre (1.4 t/
hadeMYS).

Lacobertura del suelo ofrecida por la
leguminosa con |os tratamientos de
fertilizacion y dos frecuencias de corte, fue
significativamente diferente (P<0.05) durante
la época de lluvias con un promedio general
del 54.9%. Aunque, lostratamientos T1, T2,
T3, T4, T5,T6,T7, T8, T9, T11, T12, T13,
T15,T16, T17y T18 con valores que
fluctuaron entre 66.9% y 48.1% no
presentaron diferencias significativas
(P>0.05) entre si paralavariable cobertura;
T8 (66.9%) y T17 (65.6%) mostraron una
cobertura significativamente superior
(P<0.05) aT14 (41.9%).

En época seca, lafertilizacion con niveles
variablesde B, Zny S no afectd
significativamente (P>0.05) |a cobertura de
D. ovalifolium entre tratamientos con un
promedio general de 44.6%. Sin embargo, se
observ6 una cobertura superior paraT7, T18
y Tl con54.4,55.0y 53.1%,
respectivamente.

AunquelacoberturadeD. ovalifoliumse
puede considerar moderada con diferentes
tratamientos de fertilizacion durante la época
secay lluviosa, en trabajos preliminares se ha
observado la excelente coberturadel suelo en
plantaciones de caucho y palmaafricanay el
bajo costo de establecimiento de D.
ovalifolium CIAT 13651, en comparacion con
e tradiciona uso dekudzU, quelo conviertenen



unaopcion paralosproductoresde estaregion.
También soninteresanteslosresultados
obtenidos con laasociacion de este cultivar con
Arachispintoi CIAT 18744, yaquela
combinacién de estas dos especiesconduce a
unacoberturadel suelo masestableenlas
épocasde climavariable que sonnormaesenla
region (CIAT, 2001).

Contenido nutricional del forraje

El andlisis de calidad del forraje de D.
ovalifolium CIAT 13651, sometido a
diferentes niveles de fertilizacion con azufre,
boroy zinc; permite visualizar estrategias de
manejo agronémico de laleguminosa
tendientes a superar lalimitante de consumo
por bovinos, generada por los altos
contenidos de taninos condensados en el
forrge.

En genera, el Desmodium ovalifolium
presentd un valor nutritivo moderado en
comparacioén con otras leguminosas
forrgjeras, comportamiento similar reportd
Hess (1999) citado por Pérez et al. (2002) en
relacion con € contenido aceptable de PC
(>11%) delaleguminosay su baja
digestibilidad (45% a 50%) relacionado
principalmente con altos contenidos de
taninos, que afectan la degradabilidad de la
proteinaanivel ruminal, ladigestibilidad de
lamateriasecay lapaatabilidad y el
consumo.

Durante la época de lluvialos contenidos de
PC del forrgje fluctuaron entre 11.3y 15.7%
con un promedio general de 13.4% (+1.1).una
fertilizacion basicacon Ca, P, Ky Mgy la
adiciondeB 0.5-Zn 1.0 - S20 kg/ha (T11)
con 15.7%y B 0.5-Zn 2.0 - S20 kg/ha
(T23) con 15.1%, superaron en 20.8y 16.4%
respectivamente, la PC del control que fue
13.03%.

En épocaseca, laconcentracion promedio de
PCenéel forrgefue14.6% (+1.2),

destacandoselostratamientos T9y T17 con
16.7%, y T2y T8 con 15.8% por mayor
ofertade PC, superioresen 33.6 y 26.4% a
control (12.5%).

En épocalluviosa el promedio general de
FDN fue del 58.6%. Los tratamientos (T11y
T13) queincluyeron B 0.5- Zn 1.0 - S20 kg/
hay B 1.0 - Zn 1.0 - S40 kg/ha con 56.3%
presentaron menor porcentaje de FDN en
relacién con los demés tratamientos. Mientras
gue en época seca, laFDN promedio fue
46.2% (+2.3) y los tratamientos T15, T14 'y
T16 queincluyeronentreb 0.5a1.0,Zn1.0a
2.0y S 20 a40 kg/ha presentaron el menor
contenido con valoresentre 42.4y 44.1% de
FDN.

LaDIVMSvarié entre 28.2'y 44.3% con
promedio de 35.9% en invierno, destacandose
por mayor DIVMS T7 (Zn 3.0 kg/ha) con
44.3%; T16 (B 1.0- Zn 1.0 - S40 kg/ha) con
42.9%y T18 (B 1.0 - Zn 2.0 - S40 kg/ha)

con 42.3%; €l testigo (T1) mostré una
DIVMS de 33.3%. Durante latemporada
seca, laDIVMS mediadel forrge fue 46.9%
(+4.3) destacandose T11y T10 con més del
53.5% de DIVMS.

Lascano y Barahona (1996) reportaron que la
digestibilidad es baja en accesiones de D.
ovalifolium con valores que oscilan entre 28 y
50%. Trabajos de Lascano y Salinas (1982)
identificaron a azufre como el elemento
clave en calidad y consumo de D. ovalifolium
CIAT 350 en monocultivo.

Contenido de taninos en €l forraje

L os contenidos de taninos condensadosen D.
ovalifolium fueron afectados por la
distribucion de laslluvias, y en menor
proporcion por lafertilizacion, confirmando
lo encontrado por Schmidt (2001). En la
temporadadelluvias, losvaloresde TC
fluctuaron entre2.79y 10.05% con un
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promedio general de6.3% (+1.3), mientrasque
en épocasecalostaninosvariaronentre 15y
26% con un promedio de 19.8% (+2.6),
resultados muy inferiores alos encontrados
por Lascano y Salinas (1982) que reportan
contenidos de taninos en D. ovalifolium que
pueden variar entre 21.1y 43%.

L os contenidos de taninos fueron mayores
durante época seca en comparacion con la
época lluviosa, resultados similares observo
Toro (1990) en laAltillanura.

L os tratamientos que incluyeron Zn 0.5 kg/ha
(2.79% de TC), S20 kg/ha (4.69% de TC) y
S 40 kg/ha (4.89% de TC) presentaron
valoresinferiores de TC en épocade lluvias.
Durante el verano € testigo (T1) mostré la
menor concentracién de taninos con 15%,
seguido de los tratamientos T4 (16.1%), T5
(17.3%) y T6 (17.4%).

L os tratamientos que involucraron niveles
bajos y moderados de azufre (20 - 40 kg/ha)
solo 0 en mezcla con boro y zinc mostraron
una reduccion importante para el contenido
detaninosen € forrge. Igua
comportamiento encontraron Salinasy
Lascano (1983). Cuando se utiliza esta
leguminosa parala alimentacion animal se
recomienda la aplicacion de 44 kg/lhade S
con el objeto de megorar su calidad y

pal atabilidad, disminuir el contenido de
taninos e incrementar el contenido de N
soluble en las hojas.

CONCLUSIONESY RECOMENDACIONES

L os resultados no son concluyentes, pero
permiten realizar algunasinferenciasy
confirmar en forma preliminar resultados de
Investigaciones anteriores, relacionadas con
larespuesta en produccién y calidad del
forrgiedeD. ovalifoliumcon diferentes
tratamientosdefertilizacion.
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AunquelacoberturadeD. ovalifoliumfue
moderada con diferentes tratamientos de
fertilizacion, en trabgjos preliminares se ha
observado la excelente coberturadel suelo en
plantaciones de cultivos permanentesy el
bajo costo de establecimiento de D.
ovalifolium CIAT 13651, en comparacion con
el tradicional uso de kudzu, que lo convierten
en una opcion paralos productores de esta
region.

LaleguminosaD. ovalifolium representa una
alternativa para establecer o rehabilitar
pasturas en sabanas bien drenadas por su
adaptacion, comportamiento productivo y
calidad nutricional con el uso de niveles bgos
defertilizantes.

Las aplicaciones de lafertilizacion basica con
165-25-50- 27 kg/hade Ca, P, K y Mg,
respectivamente, complementada con B 1.0 -
Zn 2.0y S40 kg/ha permitieron incrementos
del 8% en la produccion de forraje en
relacion con € testigo querecibié la
fertilizacion bésica.

El andlisis de calidad del forraje de D.
ovalifolium CIAT 13651, sometido a
diferentes niveles de fertilizacion con azufre,
boroy zinc, permite visualizar estrategias de
manejo agrondmico de laleguminosa
tendientes a superar lalimitante de consumo
por bovinos, generada por los altos
contenidos de taninos condensados en el
forrge.

La aplicacion de nutrientes como azufre en
dosis moderadas (20 - 40 kg/ha) y zinc
mejoré lacalidad y produccion deforraje de
D. ovalifolium CIAT 13651y redujo los
contenidos de taninos en relacién con la
fertilizacion basica.

Desmodiumovalifoliumtieneun vaor nutritivo
moderado en comparacion conotrasleg



uminosasforrgeras. Loscontenidos detaninos
fueron mayores durante épocasecaen
comparacion conlaépocalluviosa

Esnecesarioredlizar investigaciénbasica
relacionada con fuentes, niveles e
interacciones de nutrientes sobre la
producciony calidad del forraje de D.
ovalifolium.
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