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Evaluacion del contenido de nitrégeno en la pared celular en 2019
distintos cultivares de Medicago sativa L.

Resumen:

El objetivo de este trabajo fue evaluar el contenido de nitrégeno insoluble de la
fibora y NIDA (Nitrogeno insoluble en detergente &cido) en tres cultivares de alfalfa
(Medicago sativa L.), en un aflo de produccién. Las muestras fueron obtenidas de
ensayos realizados en la Estacion Experimental Agropecuaria INTA de Presidencia Roque
Sé&enz Pefia, Provincia del Chaco. La pastura (alfalfa) fue implantada el dia 28/04/16, en
parcelas rectangulares de 2 x 3 m. Los cultivares evaluados fueron: Gapp (G969),
Patriarca (Pro INTA) y Saladina (CUF 101). Se realizaron cortes al inicio de floracion en
cada parcela, utilizando un marco de 1 m2 cortando a 5 cm de altura. Se llevé a estufa
(65°C) hasta peso constante. Se utilizd6 un disefio experimental en bloques
completamente al azar con parcela dividida. La determinacion del contenido de los
componentes nutricionales se realiz6 en el Laboratorio de Quimica Analitica y Agricola de
la Facultad de Ciencias Agrarias — UNNE. Se determiné Fibra Detergente Acido (FDA) y
NIDA (nitr6geno insoluble de la Fibra detergente &cido) de los distintos cultivares. Los
valores obtenidos se analizaron con el Test de Duncan. Con dichos valores se concluyé
gue la FDA en el cultivar Saladina (CUF 101) arrojé valores superiores (18,77%) para
todas las fechas de corte, seguido por Gapp (G969) con 15,60%, y por ultimo, Patriarca
(Pro INTA) con porcentaje inferior de 14,26%, de estos valores no se encontraron
diferencias significativas. Lo mismo para NIDA que arrojo valores de 0,68% en Saladina
(CUF 101), (0,59 %) Gapp (G969) y (0,64 %) Patriarca.
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ANTECEDENTES

El origen de esta forrajera (Medicago sativa L) se centra en la zona del Golfo
Pérsico, mas especificamente en el actual Iran (Rodriguez et al., 1986), desde donde
comenzo su dispersion hasta convertirse en una especie cosmopolita. Su domesticacion
ocurrié probablemente en multiples lugares y las fechas no estan claras (Small, 2011). Sin
embargo, la alfalfa se menciona en textos babilénicos del 700 a. de C. (Hendry, 1923) lo
que sugiere que se cultivaba en ese momento. Desde el centro de origen, la alfalfa se
propagd en gran parte de Europa, norte de Africa, Oriente Medio y Asia Central y del
Norte. El germoplasma de alfalfa se introdujo en Norte y Sur América, a partir del siglo
XVI y en Australia en la década de 1800 (Barnes et al., 1977). Por la ruta del Pacifico
ingreso a Peru, Chile y posteriormente a Argentina por via terrestre.

La alfalfa es la planta forrajera tal vez mas antigua y esta hoy practicamente
extendida por todo el mundo (Pozo Ibafez, 1977). Es una de las plantas mas utilizadas
como forraje, con aproximadamente 32 millones de hectéareas cultivadas; Estados Unidos
y Argentina, con 16 millones tienen la mayor superficie sembrada (Bouton, 2001).
Actualmente Argentina es uno de los productores mas importantes de esta especie en el
mundo y posee aproximadamente 3,7 millones de hectareas sembradas, 60% como
cultivos puros y 40% como pastura con mayor proporcion de alfalfa en mezcla con
gramineas templadas anuales y/o perennes y en menor medida con gramineas
megatérmicas (Basigalup, com. pers., 2014).

La alfalfa ha sido tradicionalmente la forrajera mas importante de Argentina,
llegando en la década del 20 a cubrir una superficie de 8,5 millones de hectareas. Sin
embargo, los cultivos fueron declinando en su productividad y persistencia debido a
multiples factores, la mayoria provocados por inadecuadas practicas de manejo y por la
proliferacion de insectos, enfermedades y malezas (Rossanigo, 1997). A partir de fines de
la década del 70 comienzan a conocerse las primeras variedades de alfalfa sin reposo
invernal (SRI) con buenas posibilidades de produccién y, fundamentalmente, mayor
persistencia. Con una de ellas, el cultivar CUF 101 (SRI), proveniente de la zona de
California (EE. UU.), trascendiendo al gran cultivo y difundiéndose rapidamente, lo que
lleva a ubicar dentro de la historia del panorama varietal un momento puntual que
diferencia claramente dos etapas: hasta y a partir de CUF 101. Este hecho coincide con el
comienzo de un periodo de recuperacion del cultivo en el pais (Rodriguez et al., 1986). La
mayor superficie sembrada con alfalfa en la Argentina esta delimitada por los paralelos
30° y 40° S y los meridianos 58° y 65° W, existiendo otras &reas de menor importancia,
como las regiones de riego del Noroeste, Cuyo y Patagonia y la region Chaquefia (entre
los 22° y 55° S y los 58° y 68° W). Esta extensa distribucion norte - sur implica un amplio
rango de adaptacion a diversas condiciones ambientales. En aquellos lugares donde las
temperaturas son favorables para el crecimiento de la alfalfa, los limites en la produccion
de forraje estan establecidos por la disponibilidad de agua (Rodriguez et al., 1986). En
Chaco hay implantadas, segun el ultimo censo, algo més de 11 mil hectareas, las cuales
son utilizadas principalmente bajo corte mecéanico, para henificacion o en algunos casos
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para suministro en fresco (Chiossone, 2016). El Registro Nacional de Cultivares del
INASE tiene més de 500 cultivares o variedades comerciales de alfalfa inscriptos, de los
cuales cerca de 150 se pueden hoy encontrar en el mercado argentino. Esta oferta
generosa, muchas veces hace dificil la eleccion de los cultivares mas adecuados para las
realidades del productor o del asesor profesional (Basigalup et al., 2015). Es la principal
especie forrajera del pais y la base de la produccion de carne y leche en la Region
Pampeana. La difusion del cultivo se apoya en sus altos rendimientos de materia seca por
hectarea (MS/ha-1), su excelente calidad forrajera y su gran adaptabilidad a diversas
condiciones ambientales (suelo, clima y manejo). Por otro lado, su capacidad para la
fijacion del nitrogeno atmosférico a través de la simbiosis con Sinorhizobium meliloti la
convierten también en un importante componente de la sustentabilidad (Basigalup et al.,
2007).

La alfalfa es un cultivo que por sus caracteristicas seria deseable que esté
presente en todas las cadenas forrajeras de los sistemas dedicados a la produccion de
carne y leche. Sin embargo, no todas las regiones son aptas para su establecimiento,
dado que existen limitantes de tipo agroclimaticas (Bragachini et al., 1996). Esta
morfolégica y fisiolégicamente adaptada para tolerar periodos de deficiencia hidrica de
cierta duracion y en menor medida al anegamiento, de ahi la importancia de brindar las
mejores condiciones para un buen desarrollo del cultivo.

En los suelos del domo central agricola del Chaco se registra un régimen
pluviométrico hacia el oeste con 800 mm y hacia el este 1100 mm, evidenciandose
variaciones de series y aptitudes de uso, pudiendo presentarse suelos pesados con
presencia de sales en determinados sectores (Chiossone, 2015). Para una alta
produccion de forraje, la alfalfa requiere suelos agricolas profundos (mayor a 1,2 m de
profundidad efectiva), bien aireados, de reaccién mas bien neutra (pH 6,5 a 7,5) y buena
fertilidad especialmente fosforo (P) y en menor proporcion azufre (S) (Basigalup et al.,
2007). Por la longitud y profundidad de sus raices, es resistente a la sequia, ya que
obtiene agua de las capas profundas del suelo (Hughes et al., 1980).

La temperatura es una variable ambiental importante, pues influye en su
crecimiento y en la morfologia de la planta. Es considerada una especie de dia largo
siendo la floracion mayor en regiones con fotoperiodo superior a 12 horas (Horrocks y
Vallentine, 1999).

Las reservas nitrogenadas tienen importancia en algunos procesos relacionados
con el rebrote y la tolerancia a las bajas temperaturas. La alfalfa depende en gran parte
del nitrégeno proveniente de la fijacion simbiética para satisfacer sus requerimientos
totales (Cangiano, 2007). Las variaciones estacionales de los niveles de reserva de estos
compuestos en la raiz, tanto del nitrégeno total como de las proteinas solubles, sigue una
tendencia similar a la de los carbohidratos (Li et al., 1996). La disminucion en los niveles
de reservas nitrogenadas se produce como consecuencia de la alta tasa de crecimiento
que muestran las alfalfas durante la primavera y el verano (Cangiano, 2007).
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El grado de reposo de los cultivares se define en funcion de su respuesta al
fotoperiodo. Asi, los cultivares con reposo se caracterizan por detener su crecimiento a
medida que se acorta el dia y disminuye la temperatura. Los cultivares sin reposo estan
menos subordinados a la duracién del fotoperiodo y continGlan su crecimiento mientras las
temperaturas superen los 5°C (Poole et al., 2003). Dependiendo de la sensibilidad que
muestren ante las temperaturas y la longitud del dia, los cultivares se clasifican en grados
de reposo invernal (GRI), que van desde 1 (extremadamente con reposo) hasta 11
(extremadamente sin reposo). En la actualidad, en Argentina se usan GRI de 5 a 10, con
una marcada tendencia hacia los grados de menor reposo (7 a 10). A efectos de
simplificar, se agrupan en tres grandes Grupos de Reposo Invernal: a- con reposo
invernal (CRI), que incluye los GRI < 5; b- de reposo invernal intermedio (RI), que incluye
a los GRI 6-7; y c¢- sin reposo invernal (SRI), que incluye a los GRI 8-10 (Basigalup et al.,
2015).

Los cortes de primavera-verano son mas frecuentes que los de otofio-invierno. La
mayor frecuencia de cortes en primavera-verano es consecuencia principalmente de la
mayor temperatura, combinada con el fotoperiodo (Rossanigo et al., 1995).

La alfalfa es una especie cuantitativa de dia largo, que tiende a florecer mas
rapidamente con fotoperiodos largos; por lo tanto, durante los periodos del afio con dias
mAas cortos, requiere mayores sumas térmicas para llegar al momento de corte (Fick y
Mueller, 1989).

El mercado ofrece variedades de alfalfa con bajo reposo invernal, en Chaco la mas
utilizada por los productores es el cultivar Saladina. La misma, es ampliamente aceptada
por los ganaderos de la region ya que presenta como caracteristica sobresaliente su
resistencia a las condiciones climaticas del lugar, a pesar de que ofrece una relativamente
baja calidad. Mas alla de este conocimiento empirico de los productores, es escasa la
informacion sobre el desempefio de las distintas variedades en la region (Chiossone,
2015).

Para la evaluacion de la calidad se han desarrollado métodos de analisis basados
en las propiedades fisicas y quimicas de los forrajes. Un grupo importante de técnicas de
andlisis de calidad forrajera tienen como objetivo determinar la cantidad relativa de pared
y de contenidos celulares. La pared celular estd compuesta principalmente por celulosa,
hemicelulosa y lignina, que contribuyen al basamento estructural de la planta y que
constituyen la fibra del forraje. A medida que la planta avanza en su madurez, se
incrementa el contenido de lignina, confiriendo mayor resistencia a la estructura. Para los
rumiantes, la celulosa y la hemicelulosa son sélo parcialmente digestibles, en tanto que la
lignina es indigestible. Por eso, el contenido de fibra se asocia negativamente con la
calidad. Por otro lado, los contenidos celulares (citoplasma) son la parte de mayor valor
nutritivo y de mas alta digestibilidad, proveyendo la mayor parte de la PB, los
carbohidratos solubles y los lipidos (grasas) (Basigalup, 2007).
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OBJETIVOS GENERALES

e Evaluar la variacién del contenido de nitrégeno insoluble de la fibra en tres
cultivares de alfalfa durante el afio.

OBJETIVO ESPECIFICO

o Determinar la cantidad de fibra detergente acido (FDA) en distintos cultivares
alfalfa y en diferentes cortes durante el afo.

¢ Determinar el contenido de nitrdgeno insoluble de la Fibra detergente acido (NIDA)
en distintos cultivares alfalfa y en diferentes cortes durante el afio.

e Interpretar los resultados del contenido de nitrégeno insoluble de la fibra en
distintos cultivares de alfalfa.

HIPOTESIS DEL TRABAJO

e Existe variacion de la fibra detergente acido (FDA) entre los diferentes cultivares
de alfalfa durante las estaciones del afio

o Existe diferencias del contenido de nitrégeno en la fibra detergente acido (NIDA)
entre los diferentes cultivares de alfalfa durante las estaciones del afio.

MATERIALES Y METODOS
A campo:

Las muestras donde se llevaron a cabo las diferentes determinaciones fueron
obtenidas de ensayos realizados en la Estacion Experimental Agropecuaria INTA de
Presidencia Roque Sé&enz Pefia. Esta experimental se ubica en el departamento
Comandante Fernandez, Provincia del Chaco, sobre Ruta Nacional N° 95, a una altitud de
99 msnm. Cartograficamente se localiza a los 26° 50 de latitud Sur y 60° 25" de longitud
Oeste. El clima de la Regién es Subtropical, intermedio entre maritimo subhimedo y
continental seco con un promedio anual para la serie 1924/2011 de 990,3 milimetros
(mm), concentradas en los meses de octubre a abril. La temperatura media anual es de
22,5°C, la maxima media anual de 28,2°C y la minima media anual de 14,8°C, con
temperaturas extremas de -8,7°C en agosto y 44,2°C en diciembre. Los cortes se
realizaron al inicio de floraciéon en cada parcela, utilizando un marco de 1m? cortando a 5
cm de altura. Se utilizé un disefio experimental en bloques completos al azar con parcelas
divididas de modo que cada variedad form6 parte de los tratamientos. Los bloques
estuvieron representados por cada uno de los cortes realizados “Dic-16, Ene-17, Feb-17,
Mar-17, May-17 y Jul-17” de manera aleatoria.

En laboratorio:
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Una vez obtenidas las muestras de planta entera con sus identificaciones, fueron
recibidas en el Laboratorio de Quimica Analitica y Agricola de la Facultad de Ciencias
Agrarias de la UNNE, se pesaron en fresco y luego se llevaron a estufa a 65°C hasta peso
constante, para determinar el porcentaje de materia seca (%MS). Posteriormente se
molieron en un molino tipo Willey con tamiz de 1,5 mm, paséandolas dos veces para una
mejor homogenizacion. Se almacenaron en bolsas de papel hasta la realizacion de los
correspondientes andlisis:

Fibra Detergente Acido (FDA): por la metodologia de Goering y Van Soest 1970.
Para dicho procedimiento se prepararon sobres indegradables, los cuales fueron
enumerados y pesados previamente. Luego se pesé 1g de muestra, se introdujo en el
sobre y se los sell6 con cinta térmica selladora. Se colocd en un vaso de precipitado se
agregd 100 mL de la soluciéon de FDA vy llevaron a plancha caliente durante una hora de
hervor controlado. Luego se lavaron varias veces los con agua caliente y se colocaron en
estufa durante 24 hs. El material seco se colocé el residuo en cépsulas de porcelana
(previamente taradas) y se llevd a mufla para obtener el contenido de cenizas y realizar
los célculos correspondientes.

Nitrgeno Insoluble de la Fibra Detergente Acido (NIDA): Del residuo de la FDA se
determind el contenido de nitrégeno por el método Micro Kjeldhal (Bateman, 1970), lo cual
se deduce a partir del contenido de nitrégeno total de la muestra. Para esto se pes6 0,3 g
de muestra del residuo que quedo en el sobre de FDA en un tubo de ensayo, se agregé 5
mL de &cido sulfdrico y mezcla catalitica. Se realizé la digestion en plancha caliente hasta
que la solucién quedo sin residuos en suspension. Se dejoé enfriar y se llevo a un volumen
de 25 mL. Para la destilacion se tomé 3 mL de la solucién y se alcalinizé el medio con
hidroxido de sodio al 30%. De esta manera se liber6 el amoniaco arrastrado por una
corriente de vapor y se lo recogié en un matraz que contiene acido bérico 4%. Luego se
titulé con &cido sulftrico 0,01 N valorado. Con el valor obtenido de la titulacién se calculd
el contenido de nitrégeno total de la muestra y multiplicado por el factor 6,25 se lo
convirtié en proteina bruta insoluble en FDA.

RESULTADO Y DISCUSION
Caracterizacion AMBIENTAL

El crecimiento y el desarrollo la alfalfa (Medicago sativa L.), varia segun la
variedad, el medio ambiente donde se encuentre y las temperaturas. En la (figura 1) se
presentan las variables ambientales que influyen en el crecimiento y desarrollo.
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Figura 1: Datos de precipitacion mensual (PP histérico y PP real) y temperatura media (T
°C M maximay T °C M mensual) durante el ensayo.

Horrocks y Vallentine (1999) expresan que la temperatura es una variable
ambiental importante, varia su crecimiento e influye en la morfologia de la alfalfa.
Cornacchione (2003) menciona que la temperatura del aire influye sobre la actividad
metabdlica de la planta; las altas temperaturas aumentan la actividad metabdlica
aumentando asi la tasa de crecimiento. Complementando con Gémez (1971) que atribuye
a las variaciones de temperatura los rendimientos del forraje, registrandose mayor
produccién en los cortes efectuados en épocas de elevada temperatura ambiental y alta
precipitacion pluvial.

Determinacién de los componentes nutricionales

Fibra Detergente Acido (FDA)

Las determinaciones mediante FDA, buscan conocer las fracciones de celulosa y
lignina de la pastura. Estos compuestos se incrementan con el avance de los estadios
fenologicos de las forrajeras. Ello implica una correlacién negativa con la Digestibilidad de
la Materia Seca y un menor contenido energético aprovechable. En forrajes conservados
(henos y silajes), se suele determinar la proteina ligada a FDA (Mc Donald et al., 2001). A
medida que avanzan los estados de madurez disminuyen los porcentajes de proteinas y
minerales, aumentando los componentes que reducen la calidad del forraje, como fibra
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(celulosa y hemicelulosa) y lignina, un forraje de alta calidad est4 directamente
relacionado con un alto contenido de hojas y bajo porcentaje de tallos. Con la madurez
también disminuyen la digestibilidad del forraje y el consumo animal (Romero et al., 1995).
Tomando los valores promedios para todas fechas de corte (figura 2) Saladina (CUF 101)
presentd un elevado porcentaje de FDA con 18,77%, en comparacion a Gapp (G969)
15,66% y Patriarca (Pro INTA) 14,26%. Estas variaciones segun bibliografia consultada
tienen una relacion directa con las condiciones ambientales de temperatura y humedad.
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Figura 2: Valores promedios de FDA en distintos cultivares de alfalfa.

Con lo observado en la figura 3 podemos concluir que FDA en la materia seca tuvo
variacibn numérica en los cultivares durante su periodo de produccion, en donde se
destaca Saladina para los meses de diciembre — febrero — marzo — mayo y julio con
valores superiores de 27,58%-19,09%-15,43%-15,80%-15,85%, y siendo inferiores los de
Gapp (G969) y Patriarca (Pro INTA). También se aprecia que en el mes de enero Gapp
present6 19,86 de MS, superando a Saladina y Patriarca con 18,92% y 18,97%
respectivamente. Camacho, Garcia y Garcia Mufiiz (2002) remarcan que el contenido de
FDA para cada variedad de alfalfa varia en las diferentes estaciones del afio. Para la
asociaciéon que contiene la variedad Saladina (Cuf 101) los mayores valores de FDA se
obtuvieron durante las estaciones de verano (40.2%), otofio (43%) e invierno (42.4%), y el
més bajo durante la primavera (33.1%).

Al analizar FDA y fechas de cortes las diferencias no fueron estadisticamente
representativa (p> 0,05) segun Test de Tuckey a=0,05.
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Figura 3: FDA en los cultivares por fechas de cortes.

Nitrdgeno Insoluble de la Fibra detergente acido (NIDA)

El nitrégeno insoluble en una solucion acido detergente (NIDA) es el nitrdgeno que
permanece en el residuo FDA, ya sea por causas naturales o como resultado de las
alteraciones producidas durante el almacenamiento o procesado de los forrajes (Goering
et al., 1972). Es considerada como indegradable ya que contiene proteinas asociadas con
lignina y taninos (Sniffen et al., 1992). El nitrdgeno asociado con la FDA es normalmente
proteina ligada a la pared celular que también incluye al nitrégeno indigestible encontrado
en el residuo &acido detergente. En la figura 4, no hay diferencias significativas entre los
cultivares, debido a la gran variabilidad que presenta este parametro en cada cultivar. Se
observa que Saladina para todas las fechas de corte presentd 0,68% de NIDA en la
materia seca, Patriarca 0,64% y Gapp con 0,59%.
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Figura 4: Porcentaje de NIDA total de cada cultivar, las lineas representan el desvio
estandar.

En la figura 5, se observa que los cultivares presentaron alto valor de NIDA en la
primera fecha de corte (16-dic) y ultima (17-jul), esto se deberia a las condiciones
ambientales favorables de temperatura y humedad para el crecimiento, favoreciendo el
aumento de la pared celular que se relaciona con el alto contenido en lignina y se tradujo
en este aumento. Para las siguientes fechas se observé que Saladina mantuvo a lo largo
de su periodo de produccion altos porcentaje de NIDA de MS, a diferencia de Gapp vy
Patriarca que mostraron menores contenidos de NIDA hasta la fecha de corte del 17 de
mayo.

Al comparar NIDA de cada variedad y diferentes fechas de cortes las diferencias
no fueron estadisticamente representativa (p> 0,05) segun Test de Tuckey a=0,05.
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CONCLUSIONES

o Existen diferencias de FDA y NIDA entre los distintos cultivares evaluados en esta
experiencia.

» Para todas las fechas de corte, Saladina presenté contenido més alto de FDA y
NIDA indicando menor valor nutritivo.

e Patriarca y Gapp, poseen menor contenido de FDA y NIDA, comparandolo con
Saladina, lo que indicaria mayor valor nutricional.
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