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Se describen los porcentajes de tejidos foliares de Bromus auleticus Trin. ex Ness (Cebadilla
Chaquefia) y Setaria lachnea (Ness) Kunth (Moha Perenne) y el patrén de ataque que estos sufrie-
ron durante la digestion ruminal. Muestras de lamina foliar se sometieron a digestion ruminal durante
24y 48 horas en una vaca en produccion provista de canula. El material digerido se lav6 con agua
fria hasta que el liquido efluente fue incoloro y se colocé en solucion de formol aceto alcohdlica
(FAA). Del residuo, se prepararon muestras para su observaciéon en microscopio electrénico de ba-
rrido (MEB). Las muestras de I[amina foliar de 5 mm de longitud fueron fijadas en FAA, cortadas con
micrétomo rotatorio y coloreadas con safranina-fast green. Con un planimetro digital electrénico
(PLANIX 7) se midi6 la superficie ocupada por cada tejido. Se determiné el total de tejidos lentamen-
te digestibles e indigestibles (TLDI), determinados para inferir su calidad forrajera: xilema + epider-
mis + vaina Kranz + esclerénquima. B. auleticus presenté altos porcentajes de esclerénquimay de
clorénquima. S. lachnea mostr6 altos porcentajes de vaina del haz y epidermis.

En B. auleticus a las 24 horas se encontraron digeridos el floema y el clorénquima, y parcialmente
digeridas las dos epidermis. Alas 48 horas se habia logrado la digestién del protoxilema y de las dos
epidermis. En S. lachnea a las 24 horas se encontraban digeridos el floema, el clorénquima vy la
epidermis abaxial. A las 48 horas se habia logrado la digestion total de la epidermis adaxial.
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Gasser, M. M., J. C. Rawmos, J. C. Tivano & A. C. VeceTT. 2002. Leaf anatomy of in situ digested
Bromus auleticus and Setaria lachnea. Rev. Fac. Agron. 105(1): 68-76.

Percentages of foliar tissues and attack pattern undergone under ruminal digestion of Bromus auleticus
Trin. ex Ness (Cebadilla Chaquefia) and Setaria lachnea (Nees) Kunth) (Moha Perenne) are descripted
in the present study. Leaf samples were kept in 10 x 20 cm nylon bags with 50 + 15 p pores, and were
stored to ruminal digestion for 24 and 48 hours in a cannulated cow. Samples of the digested material
were taken and prepared for their observation under a scanning electron microscope (SEM).

Five millimeter long leaf blade samples were fixed in formol aceto alcoholic solution (FAA), sectioned
with a rotating microtome and stained with safranine-fast green, in order to perform the quantitative
anatomic studies. A PLANIX 7 electronic digital planimeter was utilized to determine the area
corresponding to each tissue. Total slow and non digestible tissues (TLDI), i.e. xylem + epidermis +
bundle sheath + schlerenchyma, were determined. B. auleticus showed a higher proportion of
schlerenchyma and chlorenchyma, while percentages of vascular tissues, bundle sheath and epider-
mis were higher for Setaria lachnea, which presents, therefore, higher TLDI tissues.

In B. auleticus phloem and clorenchyma were completely digested at 24 hours. However, in the same
period of time the both epidermis were incompletely degraded. Finally, the protoxylem and both epi-
dermis were completely digested at 48 hours. In S. lachnea the phloem, chlorenchyma and abaxial
epidermis were completely degraded at 24 hours. The abaxial epidermis was completely digested at
48 hours.
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INTRODUCCION

Moha perenne (Setaria lachnea (Nees)
Kunth) es una graminea nativa, con via foto-
sintetica C, subgrupo NADP-ME (Ellis, 1977;
Carraro et al., 1991), abundante en el Parque
Chaquefio, con excelente productividad y ca-
lidad, y con aptitud para ser utilizada durante
el invierno como pastura diferida (Covas &
Frecentese, 1983).

La Cebadilla Chaquefa (Bromus auleticus
Trin. ex Ness) es una graminea C, nativa, pe-
renne del centro-este de Argentina que pre-
senta gran potencial como forrajera invernal
por la distribucion uniforme de produccion
desde febrero a agosto, asi como por la cali-
dad y palatabilidad del forraje producido (Be-
rreta et al., 1990; Olmos, 1993; Pinto Oliveira
& Costa Moraes, 1993).

Las Gramineas C, y C, presentan diferen-
cias anatémicas importantes (Hattersley,
1987). Es un hecho reconocido por varios au-
tores que las especies con via fotosintética C,
tienen menor proporcion de tejidos lignifica-
dos (Akin & Burdick, 1975; Hemandez & Ven-
tura, 1981; Ferres Terra, 1982; Akin, 1984; Akin
et al., 1984; Wilson & Hattersley, 1989). Estas
diferencias han sido sefialadas como uno de
los factores que afectan la digestibilidad de los
pastos (Akin et al., 1984; Wilson & Hacker,
1987; Wilson 1990), dado que la degradabili-
dad de los tejidos vegetales es variable segun
su composicién quimica y arreglo estructural
de las células (Wilson & Hatfield, 1997). Por
ello es importante conocer la proporcién de
los diferentes tejidos foliares, ya que las in-
vestigaciones de las caracteristicas morfol6-
gicas de las especies de interés forrajero y la
respuesta a la degradacion ruminal permiten
ampliar el conocimiento del valor nutritivo de
estos recursos a partir de caracteristicas his-
tofoliares (Tivano & Heinzen, 1996). En el pre-
sente trabajo se estudian el porcentaje de te-
jidos y el patron de ataque que sufrieron los
mismos durante la digestién ruminal en lami-
nas foliares de S. lachnea y B. auleticus.

Anatomia foliar de Bromus auleticus y Setaria lachnea

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se trabaj6 con una poblacion de S. lach-
nea de la localidad de Lozano (Departamento
Capital, Provincia de Jujuy, 24°25°’S y
65°36°W) y una poblacion de B. auleticus de
Lehmann (Departamento Castellanos, Provin-
cia de Santa Fe, 31°32'S y 61°32"W) implan-
tadas, desde semilla en el primer caso y por
clonacion de matas en el segundo, en el Jar-
din Botanico de la Facultad de Ciencias Agra-
rias de Esperanza (UNL) (Departamento Las
Colonias, Provincia de Santa Fe). Se recogie-
ron muestras de hojas de tres plantas repre-
sentativas de la poblacion, al estado vegetati-
vo, para realizar estudios de digestion in situ
y anatomicos. Por el diferente ciclo de cada
una de las especies las muestras de hojas de
B. auleticus se tomaron en mayo y las de S.
lachnea en noviembre. Las muestras se inte-
graron con las hojas més distales que presen-
taban lamina expandida y clara diferenciacion
de la ligula.

Analisis de digestion in situ

Se tomaron dos muestras de hoja de cada
especie de 5 g de materia seca y se cortaron
en fracciones de 1,5 - 2,5 cm de longitud para
simular la masticacion animal (Frecentese &
Stritzler, 1985). Las muestras se colocaron en
bolsas de 10 x 20 cm de nylon con poros de
50 + 15 p. Luego se sometieron durante 24 y
48 horas a digestion ruminal en una vaca Ho-
lando Argentino (Bos taurus) en produccion,
provista de canula, alimentada con heno de
alfalfa (Medicago sativa L.) con 17% de pro-
teina bruta y 60% de digestibilidad.

El material digerido se lavo con agua fria
(5 °C) hasta que el liquido efluente fue incoloro
y se coloco en solucion de formol aceto alcoho-
lica (FAA) para inhibir totalmente la actividad mi-
crobiana sobre el material y conservar intacta
su estructura. De este residuo, se tomaron y
prepararon muestras para su observacion en
microscopio electrénico de barrido (MEB).
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Técnicas anatomicas

Para estudiar la anatomia cuantitativa, las
muestras de lAmina de 5 mm de largo fueron
fijadas en FAA, cortadas con un micrétomo
rotativo a 6-11 m y coloreadas con safranina-
fast green (Johansen, 1940). Los transcortes,
observados con un microscopio optico, se di-
bujaron utilizando una camara clara. Se de-
termind el porcentaje de area ocupada por clo-
rénquima, esclerénquima, xilema, floema, vai-
na del haz, epidermis adaxial y abaxial (Fe-
rrés Terra, 1982) con un planimetro digital elec-
tronico PLANIX 7. Se determing el total de te-
jidos lentamente digestibles e indigestibles
(TLDI) como la suma de xilema, epidermis,
vaina del haz y esclerénquima para inferir la
calidad forrajera (Ehlke & Casler, 1985). Para
la descripcion de la anatomia foliar se siguie-
ron los criterios de Ellis (1976).

RESULTADOS

Anatomia foliar de Bromus auleticus (Figura 1 a)

Laldmina de B. auleticus en seccion trans-
versal presento las siguientes caracteristicas:
nervadura central sin desarrollo del parénqui-
ma asociado; haces vasculares con doble vai-
na (una mestomatica y una parenquimatica);
esclerénquima asociado con las dos epider-
mis en los haces de primero y segundo orden
y en los méargenes; mesofilo ordenado irregu-
larmente con poca diferenciacion entre los
haces y con un amplio sistema de espacios
intercelulares; epidermis adaxial con grupos
de tres células buliformes; paredes tangencia-
les externas de las células epidérmicas cutini-
zadas y engrosadas; presencia de aguijones
epidérmicos.

Anatomia foliar de Setaria lachnea (Figura 1 b)

La lamina de S. lachnea en seccidn trans-
versal presentd las siguientes caracteristicas:
parénguima asociado al haz vascular medio;
esclerénquima en los margenes y asociados
a los haces; epidermis abaxial muy cutinizada
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a nivel de la quilla; epidermis abaxial y adaxial
cutinizadas solamente en relaciéon a los cor-
dones de esclerénquima; no se observé una
clara diferenciacion entre células buliformes
y el resto de células epidérmicas en la cara
adaxial; parénquima incoloro sin contacto con
las células buliformes; células del clorénqui-
ma ordenadas radialmente en los haces de
primer orden, existiendo un clorénquima prac-
ticamente continuo entre el resto de los ha-
ces.

Porcentaje de tejidos al estado vegetativo

En B. auleticus sobresali6 el alto porcen-
taje de esclerénquimay especialmente de clo-
rénquima (Tabla 1); en tanto que en S. lach-
nea se observaron altos porcentajes de vaina
del haz y de epidermis, especialmente de la
epidermis adaxial, lo que, en conjunto, incidié
en la elevada proporcion de TLDI observado
en S. lachnea.

Digestién ruminal de los tejidos foliares de B.
auleticus

24 HORAS: s6lo permanecieron los teji-
dos xileméticos rodeados por su vaina mesto-
mética y casquete de esclerénquima abaxial.
Dichas unidades de tejidos se mantuvieron
unidas Unicamente por las paredes tangencia-
les externas de la epidermis abaxial. Se ob-
servaron aguijones epidérmicos intactos (Ta-
bla 2, Figural c).

48 HORAS: no se observaron grandes di-
ferencias respecto del estado de las ldminas
a las 24 horas, excepto que los haces apare-
cieron solitarios, con presencia de uno solo
de los casquetes esclerenquiméticos y las
paredes exteriores de unas pocas células epi-
dérmicas relacionadas a estos (Tabla 2, Figu-
ral e).

Digestién ruminal de los tejidos foliares de S.
lachnea

24 HORAS: las paredes tangenciales in-
ternas de las células buliformes, de la epider-
mis adaxial, han sido degradadas hasta dejar
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Figura 1. Cortes transversales de laminas foliares de B. auleticus (a,cye)y S. lachnea (b,d,yf):ay b:
no sometidas a digestion ruminal. C y d: sometidas a 24 horas de digestion ruminal. e y f, sometidas a 48
horas de digestion ruminal. c-f, fotomicrografias con m.e.b. Referencias: AB, epidermis abaxial; AG, agui-
jones; CB, células buliformes; E, esclerénquima; F, floema; HV, haz vascular; M, parénquima clorofiliano;
MA, macropelos; VK, vaina Kranz; VM, vaina mestomatica; VP, vaina parenquimatica; X, xilema; la flecha
indica el parénquima asociado al protoxilema. La escala mide 100 m

Transversal cuts of leaf blades of B. auleticus (a, ¢ and e) and S. lachnea (b, d and f) not subjected to
ruminal digestion (a and b), subjected to 24 hours (c and d) or to 48 hours (e and f) ruminal digestion. c-f:
m.b.e. microphotographs. References: AB, abaxial epidermis; AG, prickle; CB, bulliform cells; E,
schlerenchima; F, floem; HV, bundle vasular ; M, photosynthetic parenchyma; MA, macro-hairs; VK, Kranz
sheath; VM, mestomatic sheath ; VP, parenchymatic sheath ; X, xylem. The arrow indicates parenchyma
associated to protoxylem. Scale measures 100 m.
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Tabla 1. Porcentajes de tejidos en seccidn transversal de lamina foliar en B. auleticus y S. lachnea.

Leaf blade tissue proportions in cross section (%) in B. auleticus and S. lachnea.

Tejido Foliar Porcentaje de tejidos
Bromus auleticus (C,) Setaria lachnea (C))

Tejidos vasculares 4,2 6,3
Esclerénquima 9,8 7,8
Vaina del haz 3,2 11,2
Epidermis adaxial 10,2 22,4
Epidermis abaxial 7,4 13,2
Clorénquima 65 39,7
TLDI 33,3 58,0

so6lo un tercio de las mismas, permaneciendo
inalterable los macropelos. El parénquima clo-
rofiliano que rodea a la vaina Kranz desapa-
reci6 completamente, mientras que el parén-
quima de la nervadura central no se altero. El
floema y el parénquima asociado al protoxile-
ma fueron degradados completamente. El es-
clerénquima, la vaina Kranz y el xilema per-
manecieron indigeridos. En las adyacencias
de la nervadura central, la epidermis abaxial

se presentd intacta aunque en otras regiones
de la ldmina apareci6 degradada parcialmen-
te, quedando sus paredes tangenciales exter-
nas (Tabla 2y Figura 1 d).

48 HORAS: So6lo quedaron remanentes el
xilema rodeado por la vaina Kranz y fragmen-
tos de epidermis abaxial unidos a casquetes
de esclerénquima. Se observaron aguijones
unicelulares y macropelos fracturados (Tabla
2y Figura 1f).

Tabla 2. Grado de digestion de los tejidos foliares de B. auleticus y S. lachnea, segun el tiempo de
permanencia en el rumen. Referencias: I: indigerido, no hay pérdida de tejido con respecto a una hoja sin
digerir. P: parcialmente digerido, remocion parcial de ciertas regiones. AD: altamente digerido, remocion
significativa y general pero sin pérdida total. D: totalmente digerido, pérdida total en el campo del micros-

copio.

Degree of the digestion undergone by leaf tissues of B. auleticus and S. lachnea staying in rumen for
different periods. References: |, ingested, no tissue losses, as compared to undigested leaves. P, partially
digested, some areas have been partially removed; AD, highly digested, significantly and generally, though
not totally, removed; D, totally digested, total loss in the microscope field.

Horas de Incubacién ruminal

Tejido Foliar Bromus auleticus (C,) Setaria lachnea (C,)
24 48 24 48
Protoxilema I-P D [ [
Metaxilema | | | |
Floema D D D D
Vaina del haz | | | |
Esclerénquima | | | D
Epidermis adaxial P AD | —AD D
Epidermis abaxial P D D D
Clorénquima D D D D
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Tanto en B. auleticus como en S. lachnea
las paredes celulares del mesdfilo y del floe-
ma fueron las primeras en ser degradadas
(Tabla 2, Figura 1); en ambas gramineas esos
tejidos estaban totalmente digeridos a las 24
horas de incubacién ruminal.

En B. auleticus (Tabla 2) ocurrié una di-
gestion diferencial entre las epidermis, sien-
do rdpidamente digerida la abaxial, mientras
que a las 48 horas quedaban remanentes las
paredes externas de la adaxial, probablemen-
te debido a su mayor grado de cutinizacién y
lignificacién. Comparativamente, en la espe-
cie C, la epidermis abaxial se degradé mas
rdpidamente, no asi la epidermis adaxial que
lo hizo mas lentamente (Tabla 2). Respecto a
las dos epidermis su paredes tangenciales
externas fueron mas resistentes a la degrada-
cion.

En S. lachnea se observé una vaina pa-
renquimatica Kranz formada por una sola capa
de células grandes. La proporcion de vaina del
haz en esta especie presenté un porcentaje
muy superior al ocupado por la vaina paren-
quimética del haz de B. auleticus (Tabla 1),
permaneciendo indigerida aun luego de 48
horas de incubacién ruminal.

Las dos especies mostraron un compor-
tamiento diferencial respecto al protoxilema.
En B. auleticus este tejido fue parcialmente
digerido a las 24 horas y completamente di-
gerido a las 48 horas. En tanto que en S. lach-
nea el protoxilema permanecié indigerido a las
48 horas. Una situacion similar mostré el me-
taxilema en ambas especies.

DISCUSION

La anatomia foliar de las especies de gra-
mineas C, conocida como anatomia Kranz, es
substancialmente diferente a la de las espe-
cies C, (Hattersley, 1987). En Gramineas se
atribuyen las variaciones en la digestibilidad a
las diferencias en las proporciones de tejidos
entre las especies con vias fotosintéticas C,y

Anatomia foliar de Bromus auleticus y Setaria lachnea

C,. Las especies C, generalmente tienen una
proporcién mayor de mesoéfilo, menor de vai-
na parenquimatica del haz (comparada con la
vaina Kranz), de esclerénquima, de tejidos
vasculares y de epidérmicos que las especies
C, (Hanna et al., 1973; Akin & Burdick, 1975;
Heméandez & Ventura, 1981; Ferres Terra,
1982; Akin, 1984; Akin et al., 1984; Wilson &
Hattersley, 1989), lo cual coincide con las di-
ferencias halladas en este trabajo, a excep-
cion del porcentaje de esclerénquima. Estas
diferencias conducen a valores mayores de
TNDI en las especies C, y a una mayor y mas
répida digestibilidad de las laminas de las es-
pecies C, (Wilson, 1990; Wilson & Hatfield,
1997).

En lo que respecta a la vaina parenqui-
mética del haz se observa una gran variacion
entre las especies, fundamentalmente en fun-
cion del tipo de via fotosintética (Wilson et al.,
1983). En las especies C, la vaina Kranz es
una estructura especializada muy importante
en la determinacioén de la calidad nutritiva de
los pastos porque llega a comprender 25%
de la superficie de un corte transversal de la-
mina en los subtipos PCK'y NAD-ME y un 15%
en las NADP-ME (Wilson, 1990), a este Ulti-
mo subtipo pertenece S. lachnea. La vaina
Kranz estd formada por células de paredes
muy gruesas, comparadas con la vaina paren-
quimatica de las C, y posee una laminilla su-
berizada en las paredes radiales y tangencia-
les (Wilson & Hattersley, 1989; Carraro et al.,
1991) que es muy resistente a la digestién
microbiana dado que restringe el acceso a las
paredes celulares de los microorganismos del
rumen (Wilson & Hattersley, 1983). En gene-
ral, la vaina parenquimatica del haz de las
especies C, es facilmente digestible, mientras
que la vaina Kranz lo es muy lentamente (Akin
et al., 1984); pero ésta es completamente de-
gradada variando los tiempos de digestién
(Wilson, 1990). Luego de 48 horas. de incu-
bacion en el rumen, la vaina del haz de B.
auleticus y de S. lachnea permanecieron en
la fraccién indigerida. Resulta muy importante
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destacar la elevada proporcion de vaina del
haz en S. lachnea que esta en relacién con el
mayor nimero de haces vasculares por lami-
na que presentan las especies C, (125 haces/
lamina para S. lachnea) respecto a las espe-
cies C, (B. auleticus solo un 10% del nimero
de haces por lamina observados en S. lachnea).

B. auleticus presenté una menor propor-
cion de TLDI que el promedio de otras espe-
cies invernales pese a los altos valores de
esclerénquima (Wilson & Minson, 1980; Fe-
rres Terra, 1982; Wilson & Hattersley, 1989).
Ello es debido a una menor proporcion de te-
jidos vasculares, epidermis y vaina parenqui-
matica Kranz. Los mas altos valores de escle-
rénquima en B. auleticus podrian relacionar-
se con las observaciones de los tejidos digeri-
dos en el rumen, donde el esclerénquima per-
mitiria que perdure cierta estructuracion de la
hoja. Esto indicaria, en general, una buena
situacién con respecto a muchas de las espe-
cies nativas perennes invernales. Cabe des-
tacar la mayor cantidad de meséfilo y de epi-
dermis (que luego de un mediano tiempo de
exposicion al liquido ruminal pueden ser dige-
ridos) y la menor cantidad comparativa de vai-
na del haz que presentd B. auleticus. Compa-
rada con otras especiesC, S. lachnea presen-
té una proporcién de TLDI intermedia a alta
(Wilson & Minson, 1980; Ferres Terra, 1982;
Wilson & Hattersley, 1989; Magai et al., 1994).

La digestién de los tejidos foliares para
las dos especies estudiadas concuerda con
el patrén de digestion caracteristico de las gra-
mineas reportado por Akin et al. (1984). Se-
gun Sleper & Roughan (1984), las principales
diferencias entre las especies C,y C,no se dan
en dicho patron de digestion sino en la veloci-
dad del proceso, hecho que se confirma en
este trabajo con los resultados obtenidos para
ambas especies a las 24 y 48 horas de incu-
bacion ruminal y estan de acuerdo con los
hallados por Akin et al. (1973) al estudiar las
diferencias de digestion entre especiesC,y C,.

Maggai et al. (1994) sometieron a incuba-
cion en solucion de celulosas a tres especies
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C,. Entodas las especies el mesofilo y el floe-
ma habian desaparecido en mas del 80% lue-
go de 24 horas de incubacién, el resto de los
tejidos solo se vieron afectados después de
este tiempo a excepcién del xilema y la vaina
interna del haz que no se degradaron. En las
dos especies estudiadas en nuestro trabajo, el
mesofilo y el floema fueron digeridos en un 100%
después de las 24 horas. Sin embargo el pro-
toxilema de B. auleticus fue degradado parcial-
mente en este tiempo a diferencia del protoxile-
ma de S. lachnea que permanecio indigerido.

Al parecer existe una relacién negativa
entre terneza del pasto y el contenido de teji-
do vascular. Rosengurtt (1979) citado por
Ferres Terra (1982) clasifica las especies se-
gun porcentaje de tejidos vasculares en: pas-
tos finos: 5%; pastos tiernos: 5,9%; pastos
duros: 8% y pastos ordinarios: 8,4 %. Asi con-
siderados, nuestros resultados indicarian que
B. auleticus seria un pasto fino y S. lachnea
un pasto duro.

La composicién quimica de las paredes
celulares no solo esta relacionada a una ma-
yor o menor facilidad de degradacion por los
microorganismos del rumen, sino en la accion
de limitar el acceso de los microorganismos
del rumen a esos tejidos. Al respecto Wilson
& Hattfield (1997) hacen hincapié en la impor-
tancia de los factores “extramuros” que esta-
rian restringiendo dicho acceso. Estos auto-
res citan como factores de este tipo a la cuti-
cula, a capas de ceray a la laminilla suberiza-
da de la vaina Kranz. Aspectos relacionados,
en el caso de los dos primeros, con las epi-
dermis adaxial y abaxial, y en el tercero con la
vaina Kranz. Tejidos que aparecen en mayor
proporcién en S. lachnea y que son los deter-
minantes del mayor TLDI que presenta esta
especie.

CONCLUSIONES

A través de la realizacion de este trabajo
se pudo determinar, para las condiciones de
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ensayo, que B. auleticus presenté menor TLDI
y sus tejidos foliares fueron degradados con
mayor intensidad que en S. lachnea. Por esto,
B. auleticus presenta caracteristicas histofo-
liares més favorables al proceso de digestiéon
ruminal.
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