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ABSTRACT

The decrease in the digestibility of forage is linked
with an increase in cell walls and lignification of
tissues as they mature. All forages are composed of a
heterogeneous group of cell types with particular
characteristics that determine the availability of
polysaccharides to the rumen’s microorganisms. In the
present paper the degradation of Bromus auleticus
Trin. ex Nees leaf tissues was studied at different
incubation times in the rumen. Samples were taken in
two phenological phases: vegetative and pre-flowering,
which were submitted to different digestion times in
situ on two dry Holando Argentine cows.
Simultaneously, leaf blade sections were stained with
phloroglucinol acid stain to detect the presence of
lignin. Leaf anatomy influenced the degree of tissue
digestion, whether due to lignified cell walls or
accessibility. After 24 h incubation in the rumen, only
the xylem, sclerenchyma and mestome sheath were
undigested. The phloem and clorenchyma were digested
after 18 h in the pre-flowering phase and 24 h in the
vegetative phase. The epidermis was partially digested,
and the abaxial epidermis was better digested. The
accessibility of carbohydrates in cell walls to the
microflora of the rumen is limited by the chemistry of
cell walls, and thus, highly organized tissues with
secondary lignified walls, such as sclerenchyma and
xylem, have a double barrier (physical and chemical)
which prevent their digestion.

Key words: leafanatomy, lignin, xylem, sclerenchyma,
digestibility.

RESUMEN

La disminucién de la digestibilidad en los forrajes esta
asociada al incremento de la pared celular y
lignificacion de los tejidos a medida que maduran.
Todos los forrajes estan compuestos de un conjunto
heterogéneo de tipos celulares con caracteristicas unicas
que determinan la disponibilidad de los polisacaridos
a los microorganismos del rumen. Este trabajo estudio
la degradacion de los tejidos foliares de cebadilla
chaqueia (Bromus auleticus Trin. ex Nees) a diferentes
tiempos de incubacién ruminal. Se tomaron muestras
de laminas foliares en dos estados fenologicos:
vegetativo y prefloracion, las cuales fueron sometidas
a diferentes tiempos de digestion in situ en dos vacas
Holando Argentino secas. Paralelamente secciones de
laminas foliares fueron tefiidas con fluoroglucinol para
detectar la presencia de lignina. La anatomia foliar
influyo en el grado de digestion de los tejidos, ya sea
por la lignificacion en las paredes celulares como por
suaccesibilidad. Luego de 24 h de incubacion ruminal,
solamente permanecieron indigeridos el xilema, el
esclerénquima y la vaina mestomatica. El floema y el
clorénquima fueron digeridos luego de 18 h en
prefloraciony 24 h en estado vegetativo. La degradacion
de la epidermis fue parcial y la abaxial fue digerida en
mayor grado. La accesibilidad a los carbohidratos de
las paredes celulares por la microflora del rumen esta
limitada por el arreglo estructural de cada tipo de
tejido, y por la quimica de las paredes celulares, asi,
tejidos altamente ordenados y de paredes secundarias
lignificadas como el esclerénquima y el xilema tienen
una doble barrera (fisica y quimica) que impide su
digestion.

Palabras clave: anatomia foliar, lignina, xilema,
esclerénquima, digestibilidad.
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INTRODUCCION

Los rumiantes obtienen de los forrajes la energia
necesaria para su metabolismo por fermentacion
microbiana de los tejidos vegetales (Akin, 1982).
Altas producciones de leche o elevadas ganan-
cias diarias de peso vivo requieren de un gran
consumo de forrajes y alta digestibilidad de las
paredes celulares. La organizacion estructural de
los tejidos que integran los 6rganos de las plan-
tas influyen sobre el consumo a través de su efec-
to sobre la tasa de pasaje por el rumen, del tama-
flo y naturaleza de la particula producida, y ade-
mas afecta la digestibilidad de la materia seca
(MS) por medio de las caracteristicas de la pared
celular, las que determinan la disponibilidad de
sus polisacaridos para los microorganismos del
rumen (Wilson, 1993; Jung et al., 1996).

Todos los forrajes estan compuestos de un conjun-
to heterogéneo de tipos celulares, cada uno de los
cuales tiene una pared celular con caracteristicas
unicas. En las hojas, las células estan organizadas
en tejidos especializados que definen tres sistemas:
el dérmico, que comprende a la epidermis, una en-
voltura protectora externa que recubre el cuerpo de
la planta; el vascular, compuesto por el xilema como
conductor de agua y el floema como conductor de
savia; y el fundamental, que incluye los tejidos ba-
sicos de la planta con distintos grados de especiali-
zacion como es el caso del clorénquima y el
esclerénquima. Este Giltimo, junto al xilema son los
principales tejidos de sostén, con paredes gruesas
y lignificadas (Esau, 1982). La disminucion de la
digestibilidad en los forrajes esta asociada al incre-
mento de pared celular y a la lignificacion de los
tejidos a medida que maduran (Chesson, 1993; Jung
et al., 1996; Wilson y Hatfield, 1997). Las paredes
celulares muy delgadas (0,1 a 0,2 um), primarias y
no lignificadas del clorénquima y el floema, no
constituyen un problema para su digestion (Wilson,
1993). El xilema y el esclerénquima, tienen pare-
des celulares secundarias (de 1 a 3 wm de espesor),
lignificadas, y representan un obstaculo para su
degradacion en el rumen (Wilson, 1997).

La proporcidén de los tejidos foliares, el espesor
de las paredes celulares y el grado de lignificacion
pueden ser modificados por factores ambienta-
les y el manejo agrondémico. Se ha observado que

el adelanto de las fechas de siembras
(Masciangelo et al., 2002), la fertilizaciones
nitrogenadas (Van Arendonk et al., 1997; Garnier
et al., 1999), y el adecuado suministro de agua
(Buxton, 1996), tienen una relacion positiva con
la cantidad de tejidos no lignificados y la
digestibilidad de los forrajes.

La cebadilla chaqueia (Bromus auleticus Trin. ex
Nees) es una especie C,, perenne, nativa del centro
de Argentina con potencial de ser utilizada como
forrajera invernal (Zuloaga et al., 1994) por la cali-
dad y cantidad de forraje producido (Olmos, 1993).

El objetivo de este trabajo fue estudiar la degrada-
cion de los tejidos foliares de cebadilla chaquefia
en diferentes tiempos de incubacion ruminal en dos
estados fenoldgicos: vegetativo y prefloracion.

MATERIALES Y METODOS

Se cultivaron plantas de una poblacién de B.
auleticus de Lehmann (Departamento Castella-
nos, Provincia de Santa Fe, Argentina, 31°32’lat.
Sur; 61°32’long. Oeste); el ensayo se realizé en
1994, en el Jardin Botanico de la Facultad de
Ciencias Agrarias de Esperanza, Universidad
Nacional del Litoral (UNL), Departamento Las
Colonias, Santa Fe, Argentina.

Se tomaron muestras de laminas foliares de B.
auleticus en dos momentos: uno en el mes de mayo,
cuando la planta se encontraba en estado vegetativo
(vegetativo), y el segundo en octubre sobre un re-
brote de 20 dias de crecimiento, estando las plantas
inducidas para florecer (prefloracion).

Pruebas de digestion in situ

El forraje cosechado fresco se cortd con tijeras
en fracciones de 1,5 a 2,5 cm (Frecentese y
Stritzler, 1985). Posteriormente 5 g de las mues-
tras se colocaron en cada bolsa de poliester de
10 x 20 cm, con poros de 50 = 15 um para ser
incubadas dentro del rumen de dos vacas Holando
Argentino secas provistas de cdnulas.

Las vacas se alimentaron con heno de alfalfa
(Medicago sativa L.) con 17% de proteina bruta
(PB) y 60% de digestibilidad de MS in vitro
(DIVMS). Se realizaron dos incubaciones por
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animal durante 4, 8, 16 y 24 h al estado vegetativo,
y 6, 12, 18 y 24 h al estado de prefloracion.

Observacién con microscopio electrénico
Luego del tiempo de incubacion, de cada muestra
se tomaron secciones de aproximadamente 2 mm
cortadas a mano, se montaron sobre platinas y se
colocaron en estufa a 65°C, durante 12 h. Poste-
riormente, las muestras se recubrieron con una pe-
licula de oro utilizando un evaporador de laborato-
rio (Veeco Instruments Inc., modelo VE-300,
Plainview, Long Island, NY, USA), en atmoésfera
de argdn para su observacidon y obtencion de
microfotografias con microscopio electronico de
barrido (Jeol JSM-35C, Tokio, Japon) a 25 kV. So-
bre éstas se determind el grado de degradacion de
los tejidos segtin el estado de las paredes celulares.
Se establecieron cuatro categorias: D: altamente
digerido, el tejido esta ausente; AD: digestion avan-
zada, se observan restos de paredes sin digerir; P:
parcialmente digerido, las paredes muestran esca-
sa digestion; I: indigerido, las paredes no presen-
tan signos de digestion y estan intactas.

Analisis histoquimico

Las laminas muestreadas que no se incubaron en
el rumen, se conservaron refrigeradas a 4°C, lue-
g0 se prepararon secciones transversales corta-
das con micrétomo de congelacion (Leitz 1310,
Wetzlar, Germany), las que se sometieron al test
de fluoroglucina y 4cido clorhidrico para detec-
tar lignina (Jensen, 1962). La reaccion positiva
al test se manifesta por una coloracién roja o ro-
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sada segun sea el proceso de lignificacion mas o
menos intenso, respectivamente. Una reaccion
negativa con fluoroglucinol, permanecen incolo-
ras, generalmente marca aquellas partes del
parénquima que muestran una amplia
degradabilidad (Ohlde ef al., 1992).

RESULTADOS

La intensidad de la degradacion microbiana sobre
cadatejido foliar a diferentes tiempos de incubacion
en el rumen se observa en el Cuadro 1.

Estado vegetativo

En laminas foliares con 4 y 8 h de incubacion
ruminal no se observo digestion apreciable de los
tejidos vegetales, tanto de los facilmente
digestibles (clorénquima y floema), como de los
pobre o lentamente digestibles (xilema,
esclerénquima, vaina mestomatica, vaina
parenquimatica y epidermis).

Luego de 16 h de incubacion ruminal de las mues-
tras al estado vegetativo, la desaparicion del
mesoéfilo fue avanzada pero no se completo, y el
floema comenz6 a ser digerido en algunos ha-
ces. La vaina parenquimatica de los haces
vasculares permanecio intacta o apenas digerida
en los haces mayores, mientras que en los haces
menores su desaparicion fue mas importante. La
epidermis adaxial aparecié intacta y en las zonas
en que estaba ausente se debio a su desprendi-
miento, mientras que la abaxial presentd algin

Cuadro 1. Grado de digestion in vivo de tejido foliar en estados vegetativo y prefloracion de Bromus auleticus

con distintos periodos de digestion ruminal.

Table 1: Degree of digestion in vivo of the Bromus auleticus leaf tissues in vegetative and pre-flowering states

with different ruminal digestion times.

Tiempo de digestion ruminal

Estado vegetativo

Estado prefloracion

4h 8h 16 h 24 h 6h 12h 18 h 24 h
Xilema I I I I I I I I
Floema I P AD D P AD D D
Vaina mestomatica I I I I I I I I
Vaina parenquimatica S.i. S.1. P AD S.i. P AD S.1.
Esclerénquima I 1 1 1 I 1 1 1
Clorénquima P P AD D P AD D D
Epidermis I P P P I P P AD

AD: digestion avanzada, D: digerido, I: indigerido, P: parcialmente digerido, s.i.: sin informacion.
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grado de digestion quedando en algunas células s6lo
sus paredes tangenciales externas y otras sin de-
gradar. En el extremo marginal de la lamina se pudo
observar parte del mesofilo (Figura 1 Ay B).

Al cabo de 24 h de incubacion ruminal, los uni-
cos tejidos que permanecieron indigeridos fue-
ron el xilema, esclerénquima y vaina
mestomatica.

Estado prefloracion

Después de 6 h de incubacioén ruminal de las 1a-
minas (Cuadro 1), las paredes celulares del
mesofilo estaban colapsadas. Los haces
vasculares, la vaina mestomatica, y los casque-
tes de esclerénquima permanecieron intactos de-
bido a sus paredes lignificadas, mientras que la
vaina parenquimadtica se encontrd colapsada.
Ademas, en ciertas regiones desaparecio el
mesofilo, especialmente en zonas cercanas a la
epidermis abaxial y a la de los haces mayores. El
floema fue digerido en algunos haces vasculares.

Luego de 12 h de digestion, el mesoédfilo y el
floema de las muestras al estado de prefloracion
desaparecieron completamente. En la epidermis
abaxial, las paredes tangenciales internas de las
células mas grandes habian desaparecido. La
vaina parenquimatica de los haces fue parcial-
mente digerida, quedando como remanentes las
paredes tangenciales internas, posiblemente de-
bido al alto grado de lignificacion de la laminilla
media que une dichas células con las de la vaina
mestomatica que permanecio intacta (Figura 1 C).
Los estomas no sufrieron degradacion.

La epidermis adaxial del tejido prefloracion se des-
prendi6o completamente después de 18 h de
incubacion, conjuntamente con los casquetes de
esclerénquima asociados a la misma. Esto se de-
bi6 a que algunas células de tipo parenquimatico,
interpuestas entre el casquete adaxial y la vaina
mestomatica, al ser digeridas permitieron la sepa-
racion de los casquetes de esclerénquima adaxiales
y su correspondiente epidermis. Algunas células de
la vaina parenquimatica permanecieron unidas a la
mestomatica, en la zona adyacente a los casquetes
de esclerénquima que se desprendieron. En algu-
nas regiones estaban ausentes las paredes
tangenciales internas de la epidermis abaxial.

Solamente permanecieron los tejidos xilematicos
rodeados por su vaina mestomadtica y casquete
de esclerénquima abaxial al cabo de 24 h de di-
gestion in situ. Dichas unidades de tejido se man-
tuvieron unidas por las paredes tangenciales ex-
ternas de la epidermis abaxial (Figura 1 D). Se
observaron aguijones epidérmicos intactos.

Respecto al test con fluoroglucinol (Cuadro 2),
el xilema mostré una reaccion positiva fuerte en
ambas ocasiones, la vaina mestomatica did reac-
cion fuertemente positiva en prefloracion y me-
nor en el estado vegetativo, con lo que se dedujo
una progresiva lignificacién de la misma. El
esclerénquima en ambas muestras presentd reac-
cién intermedia entre el xilema y el resto de los
tejidos. Ademas, se observé un grupo de células
parenquimaticas incoloras, correspondientes a la
vaina de parénquima que no se tifieron con
fluoroglucinol, que se encuentran entre la vaina
mestomatica del haz vascular y el casquete de
esclerénquima de la cara adaxial.

DISCUSION

La composicion y organizaciéon molecular de las
paredes celulares es el determinante mayor en la
tasa y extension de la degradacion de las pare-
des celulares de células aisladas; sin embargo,
ese comportamiento no se observa in vivo
(Chesson, 1993), debido a que las células inte-
gran tejidos y la estructura de éstos pueden tener
mas influencia en su degradacion en el rumen que
la propia composicion quimica de sus paredes
(Chesson, 1993; Wilson y Hatfield, 1997).

Sleper y Roughan (1984), luego de 3 h de
incubacion de lamina foliar de Phleum pratense
L., encontraron que el mesofilo, la epidermis y
el floema estaban altamente degradados, y solo
quedaban la cuticula, el esclerénquima y el
xilema; mientras que chépica (Agrostis capillaris
L.) casino evidenciaba digestion luego de 6 h de
incubacion, a pesar de ser ambas C,. La mayor
velocidad de desaparicion de P. platense se rela-
ciondé a la mayor proporcidén de espacios
intercelulares.

Con respecto a la degradacion ruminal de los te-
jidos foliares en estado vegetativo y prefloracion,



52

AGRICULTURA TECNICA - VOL. 65 - N | - 2005

Figura 1. Microfotografias de barrido de laminas de Bromus auleticus: Ay B: en estado vegetativo sometidas
a 16 h de digestion ruminal; C: en estado de prefloracion sometidas a 12 h de digestion ruminal; D: en
estado de prefloracion sometidas a 24 h de digestion ruminal.

Figure 1. Scanning microphotographs of Bromus auleticus blades: A and B: vegetative stage submitted to 16
h of ruminal digestion; C: pre-flowering stage submitted to 12 h of ruminal digestion; D: pre-flowering
phase submitted to 24 h of ruminal digestion.

AB: epidermis abaxial; AD: epidermis adaxial; E: esclerénquima; F: floema; M: mesofilo; VM: vaina mestomatica; VP: vaina
parenquimatica y X: xilema. La escala mide 100 wm.

Cuadro 2. Reaccién al test de fluoroglucinol para deteccion de lignina en distintos tejidos foliares: vegetativo
y prefloracion al estado fresco.

Table 2: Reaction to the fluoroglucinol test to detect lignin in different leaf tissues at the vegetative and pre-
flowering stages.

Tejido foliar Coloracion
Rojo Rosado Incoloro

\% PF \% PF \4 PF
Xilema * *
Floema * %
Vaina mestomatica * *
Vaina parenquimatica * *
Esclerénquima * *
Clorénquima % %
Epidermis * *

sk : Indica color o lectura que corresponda.
V: vegetativo; PF: prefloracion.
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B. auleticus siguio el patron caracteristico de las
gramineas: mesoéfilo y floema (rapidamente de-
gradados) > epidermis y vaina parenquimatica del
haz (lentamente degradados) > esclerénquima
(lentamente a no degradado) > cuticula y tejidos
vasculares lignificados (no degradados) (Akin y
Burdick, 1975; Magai et al., 1994).

Determinadas caracteristicas de la anatomia foliar
influyeron en el grado de digestion de los teji-
dos, ya sea por su lignificacion o por su accesi-
bilidad. Como se vio anteriormente, las costillas
que permanecen entre los surcos de la hoja estan
en estrecha relacion con los haces vasculares, y
tienen tamafio similar independiente del orden de
haz vascular que contenga, mientras que no hay
desarrollo de costillas y surcos en la cara abaxial.
Esto provoc¢ la digestion diferencial de las epi-
dermis, siendo rapidamente digerida la abaxial,
probablemente debido a un menor grado de
cutinizacion y lignificacion.

Todos los haces vasculares de cebadilla criolla
poseen doble vaina, una mestomatica continua y
una parenquimatica, que se encuentra interrum-
pida en la zona abaxial en los haces vasculares
de primer y segundo orden, donde se presentan
extensiones de la vaina del haz que comunican
el esclerénquima abaxial con la vaina del haz.
Dichas células de caracteristicas parenqui-
maticas, y que segun el test con fluoroglucinol
no estaban lignificadas, al ser digeridas permi-
tieron la separacion de los casquetes de
esclerénquima adaxiales y su correspondiente
epidermis. Esto permitié el acceso a la vaina
parenquimatica del haz y al parénquima del
protoxilema, quedando indigerido el metaxilema.

El mesofilo, el floema, la vaina parenquimatica
y la epidermis se digirieron mas rapidamente en
las muestras en prefloracion que en estado
vegetativo. Probablemente este comportamiento
se deba a que la muestra de laminas en
prefloracion corresponde a un rebrote de 20 dias
de crecimiento. Se observo que el xilema, el
esclerénquima y la vaina mestomatica del haz
siempre permanecieron indigestibles, coincidien-
do con las determinaciones de lignina con
fluoroglucinol. Grenet y Jamot (1989) observaron

en raigras o ballica (Lolium multiflorum Lam.) que
el esclerénquima de las laminas, que habia dado
reaccion positiva con fluoroglucinol, permanecio
indigerido luego de 8 h de incubacidn, junto con el
xilema y la cuticula que permanecieron intactos.

La pared secundaria lignificada en gramineas no
es completamente indigestible, puede ser digeri-
da cuando se facilita el acceso de los
microorganismos del rumen a ellas. La pobre
digestibilidad observada se debe a los limites im-
puestos por la estructura. El conjunto formado
por la laminilla media (LM) y la pared primaria
(PP), es el sitio donde comienza la deposicion de
lignina, que es indigestible (Wilson, 1993), y
constituye una de las limitantes mayores a la
digestion de las gruesas paredes secundarias
lignificadas. A su vez, la LM cementa las células
adyacentes, consecuentemente las fibras forman
grandes particulas multicelulares, muchas de las
cuales no tienen extremos rotos, por lo que re-
sultan completamente indigestibles.

La accesibilidad a los carbohibratos de las pare-
des celulares por la microflora del rumen esta li-
mitada por el arreglo estructural de cada tejido y
por la quimica de las paredes celulares (Wilson,
1993); de esta manera, tejidos altamente ordena-
dos y de paredes secundarias lignificadas como
el esclerénquima y el xilema, tienen una doble
barrera fisica y quimica que impide su digestion
(Wilson y Hatfield, 1997). Esto parece ocurrir en
los tejidos lignificados de la cebadilla chaqueiia.
De acuerdo a las pruebas histoquimicas, el
esclerénquima en los estados vegetativos y
prefloracion esta menos lignificado que el xilema
y la vaina mestomatica, sin embargo, luego de
24 h de digestion in situ permaneci6 indigerido
al igual que éstos.

CONCLUSION

En B. auleticus, las paredes secundarias del
xylema y la vaina mestomatica se lignificaron
mas que las del esclerénquima, tanto en estado
vegetativo como en prefloracion. A pesar de esta
lignificacion diferencial, estos tejidos permane-
cieron intactos después de 24 h de digestion.
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