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RESUMEN

En este estudio se analiz6 la interaccion planta — herbivoro entre Parastrephia
lepidophylla y las llamas, bajo la hipétesis que el pastoreo induce respuestas defensivas
a nivel de compuestos quimicos secundarios (CQS) en los arbustos y que estos
afectarian la digestion del follaje al ser consumido por los herbivoros. La investigacion
se realiz en la Estacion Quimsachata del INIA Puno y se dividié en 3 ensayos. El
primero consistio en un perfil fitoquimico de P. lepidophylla. En el segundo se sometid
a los arbustos a intensidades de pastoreo simuladas, combinando frecuencias de corte
(30 y 60 dias) por niveles de uso (25 y 50 % del follaje), ademéas de un control sin
cortar. El tercero consistio en evaluar la degradabilidad ruminal in sacco y la
digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) de P. lepidophylla en llamas. El
ensayo 1 mostré que P. lepidophylla contiene flavonoides, triterpenos, fenoles, taninos,
quinonas, azucares reductores y aminoacidos. El ensayo 2 reveld que la frecuencia de
corte disminuye la concentracion de taninos (4.37 vs 4.77 g taninos totales/ Kg MS, 30
y 60 dias respectivamente), mientras que en el ensayo 3 se encontro que es el nivel de
uso el que afecta degradabilidad ruminal a las 48 horas o la DIVMS, siendo las
degradabilidades de 65.49% y 63.25% VY las digestibilidades de 46.27% y 41.41%, para
niveles de 50 y 25% de uso respectivamente. Los resultados revelaron que hubo una
interaccion entre la frecuencia de corte y el nivel de uso sobre la degradabilidad. Se
concluy6 que los taninos no serian el mecanismo defensivo de P. lepidophylla, que los
altos niveles de uso favorecen su degradacion y digestibilidad en las llamas y que P.
lepidophylla responde de manera especifica en funcion a la intensidad de dafio que

recibe.

Palabras Clave: interaccion planta-herbivoro, arbustivas, compuestos secundarios,

taninos, llamas, intensidad de pastoreo



ABSTRACT

This study focus on plant — herbivore interaction between Parastrephia lepidophylla
and Illamas under the hypothesis that grazing induces defensive responses in shrubs at
plant secondary metabolites (PSM) level, and these PSM would affect foliage digestion
when consumed by herbivores. The research was performed in Quimsachata Station at
INIA Puno and was divided into 3 essays. The first one consisted in a phytochemical
screening of P. lepidophylla. In the second one, the shrubs where applied simulated
grazing intensities, which combined grazing frequencies (30 and 60 days) and
utilization levels (25 and 50% of foliage), also a control without grazing. The third one
evaluated in sacco rumen degradability and in vitro dry matter digestibility (IVDMD) of
P. lepidophylla in llamas. Essay 1 showed that P. lepidophylla constains flavonoids,
triterpenes, phenols, tannins, quinones, redactor sugars and amino acids. Essay 2 probed
that grazing frequency diminish tannin concentration (4.37 vs4.77 g Total Tannins/ Kg
DM for every 30 and 60 days grazing respectively), while in essay 3 it is the utilization
level which affects rumen degradability at 48 hours and IVDMD. Degradability results
were 65.49% y 63.25% and digestibility results were 46.27% y 41.41%, both cases
corresponding to 50 and 25% utilization levels. There is also an interaction between
grazing frequency and utilization found among degradability means. In conclusion,
tannins would not be the defensive mechanism of P. lepidophylla, the higher utilization
levels would favor its degradation and digestibility in llamas and P. lepidophylla

responds independently according to the damage intensity received.

Key words: plant-herbivore interaction, shrubs, secondary metabolites, tannins, llamas,

grazing intensity



l. INTRODUCCION

En el Perd, tenemos alrededor de 22 millones de hectéreas de pastizales (Flores, 1992),
donde 15 millones pertenecen a la regién Puna. El 41.5% de los pastizales de Puna son
de condicion pobre y un 39.3% de condicion regular (Flores, 2013), lo que sugiere que
existen problemas de manejo y que la carga estaria por debajo de su potencial. Es bajo
estas condiciones donde se realiza la crianza de camélidos y los pastizales son su fuente
de alimento (Catorci et al., 2014), siendo en la mayoria de casos son su Unico sustento
(Flores, 1992).

En nuestro pais existen pastizales dominados por especies arbustivas, conocidos como
tolares (Flores, 1992), que se distribuyen principalmente en la Sierra Sur, ocupando
cerca de 2 millones de hectareas de la region Puna (Flores, 2013). Los tolares son
importantes por sus funciones ecosistémicas, fuente de principios medicinales,
combustible y alimento para el ganado, en especial de los camélidos sudamericanos
(Alzérreca et al., 2002). Estas especies han demostrado consumir tolas entre el 9 y 28%
de su dieta en época lluviosa (Genin et al., 1994) y en el caso de llamas hasta un 71.5%
durante la época seca, marcadamente superior al consumo de alpacas u ovejas (Flores,
1993). Estos niveles de consumo son sorprendentes considerando que las arbustivas
poseen gran variedad de compuestos quimicos secundarios, muchos de ellos con
actividad defensiva ante el ataque de enfermedades, plagas o herbivoros y que actdan
reduciendo el consumo Y la digestibilidad en los predadores (Estell, 2010).

Los arbustales estdn tomando mayor importancia en el contexto mundial por su
creciente expansion sobre otros ecosistemas de pastizal debido a mdltiples factores,
entre ellos el cambio climatico (Brandt et al., 2013). Los incrementos de temperatura y
radiacion asi como la disminucién de precipitaciones estarian potenciando el
crecimiento de estas plantas y estimulando sus mecanismos de adaptacion (Béez et al.,
2011).

Se calcula, en el marco del escenario A1B del IPCC para el cambio climético que la
superficie de arbustales de la Puna del Peru pasaria de un 8.7% en el 2010 a un 18.2%

(2040) y un 20.4% (2070), propiciado por los cambios en composicion floristica de los



ecosistemas a raiz de los incrementos de temperaturas y disminucién de humedad y
precipitacion originadas por el cambio climéatico (Flores, 2013). Las predicciones
apuntan al avance de los arbustales hacia altitudes mas bajas donde la pendiente es mas
plana y la superficie del suelo menos rugosa, ademas de reduccion de la fragmentacion
de la vegetacion (Arnillas et al., 2010).

Ante este probable escenario de expansion de arbustivas y su conocida actividad
defensiva resulta necesario saber cémo interactuaran las tolas y los herbivoros, pues no
se sabe hasta qué punto esta interaccién podria limitar el uso de las tolas como recurso
forrajero, ni en qué medida herbivoros como las llamas poseerian mecanismos
adaptativos para lidiar con estos quimicos.

Es por esta razdn que el presente estudio busca generar informacion del efecto que el
eventual pastoreo, simulado bajo diferentes intensidades, causaria sobre la interaccion
de una especies de tolar, Parastrephia lepidophylla, y un herbivoro doméstico, la llama
(Lama glama). Se esperaria que el pastoreo estimule la respuesta defensiva de la tola,
expresada en un incremento de concentracion de un compuesto quimico secundario, y
que este compuesto, como un mecanismo de defensa, interfiera sobre la degradacion y

digestibilidad de la llama.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1.Interacciones Planta Herbivoro

Las interacciones planta — herbivoro constituyen la influencia mutua de las plantas y
herbivoros sobre sus procesos bioldgicos. Dicha influencia puede ser de caracter
antagobnico como mutualista (Rhoades, 1979) y tiene un impacto tanto en la
sobrevivencia de las especies, bajo procesos como la coevolucion, como en la dinamica
de las comunidades y los atributos del ecosistema (Rhoades, 1985; Bryant et al., 1991).
El caracter antagonico de las intereacciones planta — herbivoro puede entenderse como
una “guerra de armas” entre ambos, donde cada cual busca desarrollar mecanismos para
sobrevivir o protegerse de los ataques del otro (Lambers et al., 2008), siendo un claro
ejemplo las defensas fisicas y quimicas de las plantas y los mecanismos de los
herbivoros para evadirlas.

El cardcter mutualista de las interacciones, en cambio, implica beneficios mutuos para
las plantas y los herbivoros, estos se ven reflejados en las interacciones que favorecen la
polinizacion y dispersion de semillas, donde las plantas usan compuestos quimicos que
producen colores y aromas que atraen a los polinizadores, estos aprovechan partes de la
planta mientras cumplen la funcion de esparcir semillas (Rhoades, 1979).

La presencia de estas interacciones a lo largo de la historia de vida de las plantas y
herbivoros influencia la evolucion de las mismas, siendo responsables de la aparicion y
diversificacion de especies bajo la forma de “coevolucion”, la cual se entiende como
una adaptacion reciproca entre plantas y herbivoros donde por ejemplo las plantas
desarrollan una defensa quimica para evitar ser consumidas, constiuyendo nuevas
especies, pero posteriormente ciertos herbivoros desarrollan los mecanismos para
inhibir estos compuestos y lograr consumir alimento en estos nichos que quedaron
“abiertos” por un tiempo, en esa secuencia sucesiva de adaptacion se van formando las
especies de plantas y herbivoros (Futuyma, 2000).

Mas alla de la visién de especies e individuos las interacciones logran configurar

comunidades vegetales y alterar el ciclaje de nutrientes, por ejemplo en algunos casos



las plantas mejor defendidas (como las especies lefiosas) logran dominar la comunidad
vegetal pues los herbivoros consumen las plantas con menor defensa. Esto hace que las
plantas bien defendidas compitan con ventaja por los nutrientes del suelo, limitando el
crecimiento de especies palatables y si los herbivoros no consumen la plantas
dominantes pueden migrar a otras areas reduciendo su aporte de nitrogeno al sistema
(Bryant et al., 1991).

2.2.Teoria de Defensa de las Plantas

La teoria de la defensa en plantas busca comprender los patrones de localizacion de las
defensas quimicas dentro de una misma especie vegetal y entre grupos poblacionales,
con el objetivo de utilizar este conocimiento para predecir las defensas que una planta
emplearia para evitar ser consumida por herbivoros (Kimball y Provenza, 2003).

Si bien existe un componente coevolutivo entre las defensas de las plantas y las
estrategias de los herbivoros para consumirlas, estos no han sido los Unicos agentes que
han motivado la defensa, otros enemigos y las diversas condiciones abioticas han
participado también en dicha evolucion y las teorias de defensa deben tomarlos en
cuenta (Stamp, 2003).

Existen numerosas hipotesis que intentan descifrar la dindmica de las defensas
quimicas, entre las mas citadas y utilizadas tenemos: Hipotesis de las Plantas
“Aparentes” (PAH), Hipotesis de la Defensa Optima (ODH), Hipotesis del Balance
Carbono — Nutriente (CNBH), Hipdtesis del Balance entre Tasa de Crecimiento y
Diferenciacion (GDBH) e Hipotesis de la Disponibilidad de Recursos (RAH) o
hipdtesis de Tasa de Crecimiento (Kimball y Provenza, 2003; Stamp, 2003; Massad
etal., 2011).

2.2.1. Hipotesis de las plantas “aparentes”

La PAH establece que las plantas pueden clasificarse en dos tipos: “aparentes” y “no
aparentes”, en funcion al grado de visibilidad, facilidad de ser encontradas 'y
abundancia tanto espacial como temporal, dentro de una comunidad vegetal (Fenny,
1976). Esta visibilidad de las especeies vegetal determinara el tipo de defensas que

puedan desarrollar.



La PAH predice que las plantas “aparentes” desarrollardn defensas cuantitativas o
dependientes de la dosis, es decir que requieren gran concentracion para tener efecto
anti-herbivoro, mientras que las plantas “no aparentes” desarrollaran defensas
cualitativas, que son toxicas en bajas concentraciones (Kimball y Provenza, 2003). Las
plantas “aparentes” espacialmente, es decir las més abundantes, estan al alcance de
cualqueir herbivoro por ello requieren defensas cuantitativas que tienen efecto mas
universal e invierten sus recursos en ellas, en cambio las plantas “no aparentes”
espacialmente son dificiles de encontrar por los herbivoros y por ello desarrollan
defensas de menor costo que las protegen de herbivoros generalistas que eventualmente
puedan atacarlas (Stamp, 2003). El aspecto temporal sigue la misma l6gica, plantas de
ciclo de vida corto o anuales no son “aparentes” no requieren tanta inversion en
defensas porque entran y salen rapido de la comunidad vegetal, en cambio las plantas de
vida larga o perennes justifican una alta inversion en defensas cuantitativas porque las
usaran en su ciclo de vida (Kimball y Provenza, 2003).

La PAH se fundamenta en la estrategia de vida de las plantas, determinada por la
seleccion genética, que determina la cantidad de recursos que pueden destinar a sus
defensas, por ejemplo, plantas efimeras no podrian invertir sus recursos en defensas
costosas pues deben crecer y diseminar semillas con rapidez (Fenny, 1976). Existe
entonces un balance de los recursos entre las habilidades para escapar de los herbivoros
(determinadas por las estrategis de vida) y entre los mecanismos de defensa (Kimball y
Provenza, 2003).

La busqueda de evidencia para esta hipotesis se ha limitado debido a la dificultad para
medir en qué grado una planta es “aparente” o no lo es (Stamp, 2003) y al identificar
plantas aparentes que no tenian defensas quimicas, por lo que la hipotesis si bien fue un
primer intento de explicar la defensa quimica en plantas, ha perdido impacto (Kimball y
Provenza, 2003).

2.2.2. Hipdtesis de la defensa 6ptima

La ODH estd conformada por 2 hipdtesis centrales. La primera establece que las
defensas son una respuesta adaptativa de la planta en la busqueda de alcanzar el mejor
estado fisico posible. La segunda expresa que las defensas son costosas porque
comprometen el estado fisico de la planta al usar recursos destinados originalmente a
otras necesidades (Rhoades, 1979).



Estas hipotesis desencadenan una serie de predicciones: 1) las plantas méas expuestas a
la presion de herbivoros seran las que en su evolucion inviertan mas en sus defensas, 2)
las defensas se localizarén en las partes de la planta que estén mas expuestas al ataque
de herbivoros y que contribuyan méas a mantener el estado fisico de la planta, 3) como
las defensas son costosas, estas aumentardn ante el ataque de herbivoros pero se
mantendran en niveles basales en su ausencia, 4) las plantas en estrés ambiental seran
menos defendidas pues destinaran energia y nutrientes a mantener su estado fisico antes
que a formar defensas (Kimball y Provenza, 2003; Stamp, 2003).

La ODH se fundamenta en que existe una variacion genética en las defensas de las
plantas (compuestos secundarios) que es determinada por la seleccion natural. El
principal agente de seleccion es el herbivoro que fuerza la produccion de defensas como
adaptacion de la planta para su sobrevivencia; entonces las defensas de la planta actuan
limitando las poblaciones y ataque de los herbivoros. Asimismo, la produccion de
defensas implica costos en terminos bioquimicos, es decir sustratos y enzimas, ademas
de estructuras para su almacenamiento (vacuolas) y distribucién (ductos de resinas), que
muchas veces no pueden ser recuperados (por ejemplo hay poco recambio molecular en
las defensas cuantitativas) aunque la seleccion ha ido favoreciendo la reduccion de
costos en la defensa, por ejemplo en el uso de vias metabdlicas comunes para diversos
procesos ademas de los defensivos (Stamp, 2003).

La ODH ha sido probada bajo diversos ensayos. Ante la ausencia de herbivoros se ha
podido observar que las variedades de Trifolium repens carentes de compuestos
cianogénicos tienen mucho mejor vigor vegetativo y reproductivo que las variedades
cianogénicas (Rhoades, 1979), probando asi que las defensas le cuestan a la planta parte
de sus recursos para mantener un buen estado fisico. Se ha observado que los érganos
reproductivos de Pastinaca sativa son las partes de la planta mas valiosas y mas
expuestos al ataque de herbivoros y que son las partes mejor defendidas por
furanocoumarionos, confirmando que la defensa se concentra en partes expuestas e
importantes (Stamp, 2003). Diversas especies como Larix decidua, Betula pubescens,
Picea sitchensis han mostrado elevar sus defensas luego del ataque de herbivoros (o la
simulacién de este) y tener efectos negativos sobre herbivoros al consumir partes de la
planta luego del ataque, comprobando asi que las defensas son inducidas por el ataque
de herbivoros. Lo opuesto ocurre cuando se somete a plantas como Pteridum aquilinum

a un estrés ambiental como la sombra, reduciendo sus defensas (Rhoades, 1979), lo que



llevaria a pensar que derivarian sus recursos a cubrir sus necesidades basicas por falta

de luz antes que defenderse.

2.2.3. Hipotesis balance carbono — nutriente

La CNBH establece que la proporcién de carbono y nutrientes disponibles para una
planta puede determinar como seran distribuidos dichos recursos en ella, es decir hacia
qué procesos o funciones seran destinados. La expresion de las defensas quimicas, al
igual que otros procesos seran afectados por esta relacion (Stamp, 2003).

Cuando las plantas experimenten escasa disponibilidad de nutrientes se favorecera la
produccion de defensas basadas en carbono, pero si los nutrientes (en especial el
nitrogeno) son abundantes se favorecerda la construccion de defensas nitrogenadas
(Lerdau, 2002). Estas predicciones son aplicables sélo para el caso de plantas con
distribucion de defensas flexible, es decir las que se modifican priorizando los
requerimientos de crecimiento. En el caso de plantas de defensas fijas, determinadas por
la genética, estas mantendran un nivel constante asi falten o sobren recursos para el
crecimiento (Stamp, 2003).

La hipotesis se fundamenta en que las deficiencias de nutrientes limitan el crecimiento
mas que la fotosintesis, como no hay suficientes nutrientes para la formacion de nuevo
tejido y la fotosintesis sigue formando carbohidratos estos son utilizados para la defensa
quimica de compuestos basados en carbono. En cambio las deficiencias de carbono
limitan la fotosintesis y en consecuencia el crecimiento, asi no se llega a utilizar todos
los nutrientes disponibles para formar tejidos y terminan siendo usados para formar
defensas basadas en nitrégeno por ejemplo (Bryant et al., 1983).

Existen experimentos que demuestran y contradicen la CNBH (aunque principalmente
por una mala interpretacion), se ha demostrado que la fertilizacién con N asi como
someter a sombra a ciertas plantas incrementan la concentracion de CQS nitrogenados
(Stamp, 2003).

2.2.4. Hipdtesis balance de crecimiento — diferenciacion

La GDBH plantea que cualquier factor ambiental que desacelere el crecimiento mas que
la fotosintesis aumentaria la disponibilidad de recursos para la generacion de productos

provenientes de procesos de diferenciacion. Las plantas entonces enfrentan un dilema, si
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derivar sus recursos al crecimiento para poder sobrevivir a la competencia entre
especies 0 a la diferenciacion para defenderse de los herbivoros y patégenos (Herms y
Mattson, 1992).

Stamp (2003) explica las predicciones derivadas de la GBDH: 1) las plantas con
recursos escasos limitan tanto el crecimiento como la fotosintesis produciendo una
cantidad moderada de metabolitos secundarios (defensas) en comparacion al
crecimiento que pueden lograr, 2) las plantas con una disponibilidad intermedia de
recursos favorecen la diferenciacion logrando el pico de produccion de compuestos
secundarios, pues tienen mas productos de fotosintesis que de nutrientes lo que limita la
formacion de nuevos tejidos pero deja recursos para las defensas, 3) las plantas con gran
cantidad de recursos a su disposicion favorecen el crecimiento mientras que su
produccién de compuestos secundarios estaria por debajo del pico logrado bajo un nivel
intermedio de recursos, (4) la luz tendrd un efecto de acumulacion en compuestos
secundarios porque influencia la fotosintesis mas que el crecimiento, haciendo que los
compuestos se produzcan a la misma tasa que el crecimiento.

El mecanismo subyacente de la GDBH se basa en la existencia de dos caminos para el
desarrollo de las plantas a nivel celular, uno es el crecimiento y otro la diferenciacion.
El primero involucra los procesos de division y elongacion celular en cualquier tejido de
la planta, como hojas, tallo, raices, etc., mientras que la diferenciacion se refiere a
procesos de maduracion y especializacion, como la produccion de defensas (Kimball y
Provenza, 2003). El crecimiento y diferenciacion entran en un juego de distribucion de
los recursos disponibles para la planta entre ambos procesos que al interactuar con las
fuerzas de seleccidon (competencia entre plantas y el efecto de herbivoros) configura las
estrategias de vida de las plantas (Herms y Mattson, 1992).

Las evidencias de esta hipdtesis segun Stamp (2003) no son completas, pero logran
probar el aspecto ecoldgico de la misma. Al exponer a Heterotheca subaxillaris a 4
niveles de nitratos se encontrd un patron no lineal en la concentracion de terpenos, cuyo
pico se alcanzd en una concentracion intermedia, 1o mismo ocurrié en el caso del nivel
de compuestos fendlicos en el tomate, quedando demostrada la influencia de la
disponibilidad de recursos sobre los procesos de diferenciacion expresada en los niveles

de compuestos defensivos.



2.2.5. Hipotesis de disponibilidad de recursos

La RAH propone que los recursos del ambiente donde crecen las plantas determinan su
habito de crecimiento (répido o lento) y esta caracteristica influye directamente sobre la
cantidad y tipo de defensas que desarrollaran (Coley et al., 1985).

La RAH predice que en ambientes ricos en recursos prevalecen las especies de
crecimiento rapido las cuales por su necesidad acelerada de crecer derivan la mayoria de
recursos a esta funcién y pocos recursos a la defensa, en cambio en ambientes pobres en
recursos abundaran las especies de crecimiento lento que si distribuyen mayores
recursos para la defensa (Stamp, 2003). También se predice el tipo de defensa, las
plantas de crecimiento lento y que poseen hojas de vida larga contienen
predominantemente defensas cuantitativas mientras que las platas de crecimiento rapido
defensas cualitativas (Massad et al., 2011).

La RAH se fundamenta en que los costos de las defensas se encuentran en una dindmica
de compensacion con los costos de crecimiento, es decir la inversion en defensas esta
justificada solo si no supera el costo del dafio causado por los herbivoros (Kimball y
Provenza, 2003). Bajo este enfoque la cantidad y tipo de defensas tienen su razén de ser,
si las plantas han evolucionado en ambientes de recursos escasos y su crecimiento es
lento, es mas econdmico para ellas tener defensas cuantitativas y de poca movilidad que
perduraran toda la vida de la hoja (que es una vida larga) y cuyo costo de haberse
producido se compensara a lo largo del tiempo, en cambio las plantas de crecimiento
rapido que tienen abundancia de recursos no tienen por qué invertir en defensas de largo
plazo, mas bien generan defensas cualitativas mdviles que tienen bajo costo, alta
efectividad y pueden degradarse y usarse en otras funciones de la planta (Coley et al.,
1985).

Stamp (2003) sefiala que un experimento con 47 especies de arboles jovenes se
demostro la existencia de una correlacion negativa entre la tasa de crecimiento y el
contenido de taninos y una correlacion positiva entre el dafio por herbivoros y la tasa de
crecimiento, es decir las especies de crecimiento lento estaban mejor defendidas,
probandose tanto en el contenido de compuestos secundarios como en el efecto real de

las defensas sobre los herbivoros.

A pesar de los numerosos estudios a favor y en contra, la influencia de los herbivoros en

el desarrollo evolutivo de los compuestos quimicos secundarios en las plantas es
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innegable, asi como la actividad de dichos compuestos en la seleccion de herbivoros y
sus impactos principalmente negativos en la condicion fisica de los animales (Agrawal
y Weber, 2015).

Es claro que las hipdtesis de defensa de las plantas tienen limitaciones y resultan
consistentes o no dependiendo de cada caso particular, sin embargo Kimball y Provenza
(2003) sefialan que hay 3 conceptos de gran importancia entre ellas: 1) las defensas se
han desarrollado por evolucién y son transmitidas a las generaciones, 2) las defensas
implican costos que se cargan al metabolismo y 3) los factores ambientales juegan un
papel en la determinacion de la distribucion y cantidad de defensas.

2.3.Tipos de Defensa de las Plantas

Las estrategias defensivas de las plantas se clasifican en tres categorias (Gong y Zhang,
2014): caracteristicas de resistencia, mecanismos de tolerancia y estrategias de escape.
La “resistencia” se basa en las caracteristicas fisicas quimicas y biologicas usadas por
las plantas para reducir la cantidad el dafio causado por herbivoros. La “tolerancia” se
basa en los mecanismos de la planta para reducir los efectos negativos del dafio sobre su
estado fisico, es decir que el impacto del dafio no sea tan fuerte. El “escape” consiste en
las estrategias para reducir la probabilidad de ser encontradas por los herbivoros. Toda
planta posee mas de una caracteristica defensiva.

La presente revision se basa en las caracteristicas de resistencia con énfasis en la

naturaleza de la defensa, ya sea fisica 0 quimica.

2.3.1. Defensas fisicas

Las defensas fisicas hacen referencia a las modificaciones morfoldgicas y estructurales
en las plantas como reaccion al ataque de herbivoros (Gong y Zhang, 2014). Segun Laca
et al. (2001) estas defensas logran reducir la produccion animal y deprimir el estado de
salud de los herbivoros y las ha clasificado en funcién al nivel en que pueden observarse
sus efectos, actuando sobre la ingestion, la digestion y la calidad del producto animal.

Las defensas fisicas impiden o reducen las posibilidades de ingestion bajo tres formas:
disminuyendo el nivel de éxito en la busqueda de plantas, reduciendo la habilidad de

cosecha o prolongando el tiempo de masticacion.
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El éxito o fracaso para encontrar una planta depende de su cripticidad, que es el grado
de dificultad que presenta para ser encontrada por los herbivoros debido a su tamafio y
distribucion errética en el paisaje (Fenny, 1976). De esta manera las plantas dificiles de
encontrar obligan a los animales a consumir poca cantidad de ellas por bocado pues se
encuentran aisladas sin formar parches de vegetacion y al hallarse distanciadas su
blusqueda es mas dificultosa (Laca et al., 2001).

La reduccidn en la habilidad de cosecha ocurre cuando las plantas presentan estructuras
de canopia que limitan el tamafio de bocado de los herbivoros, es decir arbustos con
follaje poco denso o pastos pequefios y esparcidos, pues los animales buscaran
alimentarse de las plantas que les provean de mayor biomasa por bocado para hacer mas
eficiente su pastoreo, también la fenologia impactard en la seleccion dentro de la
estructura de la canopia, pues plantas mas maduras tienen menor contenido nutricional y
esto fuerza a los animales a seleccionar los tejidos mas nutritivos reduciendo su tasa de
cosecha de forraje (Laca et al., 2001).

Otra causa de reduccion en la habilidad de cosecha es la presencia de espinas, aguijones
y tricomas, que son modificaciones de las hojas o tallos de las plantas que limitan el
consumo al ser evitadas por los herbivoros por el dafio fisico que pueden causarles, al
lacerar su cuerpo, boca o encias, reduciendo asi la preferencia por estas plantas y/o el
tamafo de bocado, forzandolos a tener mayor selectividad al comer, teniendo que
hacerlo hoja por hoja y ampliando asi el tiempo de pastoreo (Hanley et al., 2007).

El tiempo de masticacion puede verse afectado por el contenido de fibra del forraje y
especificamente de FDN (a mas FDN menor consumo) pues los forrajes méas fibrosos
fuerzan a los animales a masticar por un mayor tiempo, reduciendo la eficiencia de
cosecha, incrementando el tiempo que deben pastorear para cubrir sus requerimientos o
haciéndolos seleccionar los forrajes menos fibrosos (McLeod y Smith, 1989).

La digestibilidad de la dieta puede verse afectada por defensas fisicas como el silice,
que es un mineral que se acumula en las plantas y puede afectar negativamente los
microorganismos del tracto digestivo asi como la absorcién del nitrégeno, ademas por
su estructura deprime el consumo pues puede lacerar el esmalte de la dentadura de los
herbivoros produciendo desgaste (Massey y Hartley, 2006; Soininen et al., 2013).

A nivel de calidad de producto las heridas originadas por el contacto con espinas y
callos pueden dejar marcas en la piel que dafian productos para peleteria asi como
laceraciones a nivel de la boca o el es6fago que pueden desencadenar en infecciones,

afectando la salud de los animales y por ende reduciendo la calidad y cantidad de
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cualquiera de sus productos. Asimismo, las semillas espinosas pueden prenderse de la
lana reduciendo su calidad para venta (Laca et al., 2001).

Muchos de estas defensas fisicas son en realidad respuestas adaptativas a otros factores
de estrés ambiental como la radiacién UV, patogenos o estrés hidrico y no provienen
directamente de la interaccién con herbivoros, sin embargo se han constituido como

importantes mecanismos de defensa (Hanley et al., 2007).

2.3.2. Defensas quimicas

Las defensas quimicas son los productos del metabolismo secundario de las plantas,
conocidos como compuestos quimicos secundarios (CQS), que se hayan distribuidos de
manera variable en las partes de las plantas y que al ser consumidos que acttan sobre la
fisiologia de los herbivoros como toxinas o antinutrientes cuyo efecto final es disuadir a
los herbivoros de consumirlas (Kimball y Provenza, 2003).

Conocer las estructuras de cada CQS podria darnos una idea del tipo de actividad
defensiva del compuesto, mientras que su identificacion y cuantificacion ayudaran a
saber que tan defendida se encuentra una planta, asi como reconocer la influencia de

herbivoros y factores ambientales en su dinamica.

a. Compuestos quimicos secundarios (CQS)

Son compuestos de bajo peso molecular con amplia diversidad de estructuras quimicas,
abarcan mas de 100 000 estructuras estudiadas y su sintesis es propia de cada especie
vegetal, es decir cada planta sintetiza ciertos CQS particulares (Wink, 2010).

La denominacion de compuestos quimicos “secundarios” data de fines del siglo XIX,
cuando se pensaba que el metabolismo secundario era responsable de generar sub-
productos, deshechos o productos para almacenaje, a diferencia del metabolismo
primario que sintetizaba y degradaba compuestos esenciales para el crecimiento y
desarrollo de la planta. A partir de los 50’s se reconoce que los productos del
metabolismo secundario actGan como compuestos de sefializacion quimica en el
ecosistema, es decir son responsables de la interaccion de las plantas con su ambiente,

siendo indispensables para la su supervivencia (Hartmann, 1996).

12



b. Clasificacion de compuestos

La mayor parte de autores reconocen tres grandes grupos de CQS: terpenoides,
compuestos fendlicos y compuestos nitrogenados, diferenciados por sus particularidades
en estructura quimica, funcion y rutas de biosintesis (Crozier et al., 2006, Taiz et al.,
2015, Kabera etal., 2014). En el Tabla N° 1 se encuentran algunos compuestos

representativos de cada uno de estos grupos.

Tabla N° 1: Clasificacion de los Compuestos Quimicos Secundarios

Terpenoides Compuestos Fendlicos C_ompuestos
Nitrogenados
Terpenos Acidos fenolicos Alcaloides
- Monoterpenos Flavonoides Glucocinolatos
(volatiles) (ej. antocianinas,
- Sesquiterpenos flavonoles, isoflavonas)
(volatiles) Cumarinos
- Diterpenos Ligninas
- Triterpenos Taninos
- Tetraterpenos
(ej. carotenoides)
Esteroles

Elaborado en base a Agostini-Costa et al. (2012).

Otras formas de clasificar los CQS hacen referencia exclusiva a la presencia de
nitrégeno en su estructura: Nitrogenados y No Nitrogenados, o también respecto a su
naturaleza hidrofilica o lipofilica, pues esta caracteristica facilita su almacenamiento en
diferentes estructuras dentro de la planta. Wink (2010) sefiala que los CQS hidrofilicos
se encuentran mayormente en vacuolas, lactiferos, apoplastos y paredes celulares,
mientras que los lipofilicos se hallan cominmente en la cuticula, tricomas, ductos de

resinas, lactiferos, células aceitosas y membranas de plastidos.
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c. Lostaninos y su actividad defensiva

Los taninos son compuestos polifendlicos localizados en las hojas, flores, frutos y lefia
de diversidad de planta, inicialmente conocidos por su propiedad de curtir pieles, tienen
la propiedad de enlazarse principalmente a las proteinas solubles y en menor grado
forman complejos con éacidos nucleicos y polisacaridos. De acuerdo con su estructura,
peso molecular y solubilidad en agua existen 4 grupos de taninos: proantocianidinas
(taninos condensados), taninos hidrolizables, oxitaninos y B-taninos (Swain, 1979).

Los taninos hidrolizables son esteres de acidos fendlicos (ej. &cido galico o elagico) y
un poliol que puede ser la glucosa, pueden seguir esterificandose para formar taninos
mas complejos (Lamy et al., 2011).

Los taninos condensables son los compuestos fendlicos mas abundantes en forrajes,
arbustos y arboles a comparacion de los taninos hidrolizables. Estructuralmente son
oligdmeros o polimeros de unidades flavonoides (ej. flavan-3-oles como catequinas y
epicatequinas) unidas generalmente por enlaces C-C (Min et al., 2003).

Existen 2 vias para la sintesis de taninos: la via del acido shikimico (importante en
plantas) y la via del acido malénico (hongos y bacterias). La via shikimica se alimenta
de azucares de glucolisis y via de pentosas (Taiz et al., 2015). Toma dos caminos para
la sintesis de taninos, una que conduce a la sintesis del acido galico hasta llegar a los
taninos hidrolizables y otra que conduce a la sintesis de aminoacidos aromaticos que
daran los esqueletos carbonados para los taninos condensados (Crozier et al., 2006).

Los taninos se enlazan con proteinas empleando enlaces puente de hidrdgeno, pero
también pueden utilizar uniones covalentes previa oxidacion (Taiz et al., 2015). La
duracion de este enlace dependera del tamafio y forma del tanino asi como la tasa
tanino/proteina en que se de la union (Barbehenn y Constabel, 2011).

Tanto los taninos hidrolizables como los condensados tienen efectos anti-nutricionales y
toxicos en los animales, sin embargo los hidrolizables tienden a ser degradados y sus
productos absorbidos con facilidad siendo causantes de toxicidad (Acamovic y Brooker,
2005), mientras que los condensados son poco absorbibles y se les atribuye efectos
negativos en la digestidn y absorcion de proteinas (Estell, 2010).

La actividad de taninos condensados ha sido clasificada en funcién a su concentracion
en la planta, si esta se encuentra entre los 2 — 4% de MS ayuda a proteger proteinas

incrementando la disponibilidad de aminoacidos pero si se encuentra de 6 — 12% de MS
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reduce el consumo, digestién y el crecimiento del ganado (Barbehenn y Constabel,
2011).

d. Determinacion y cuantificacién de CQS

Existen andlisis para determinar la variedad de metabolitos existentes en una planta
Ilamadas marchas fitoquimicas preliminares y otros que los cuantifican, conocidos
como analisis fitoquimicos (Lock, 2001).

Cuando se realizan marchas fitoquimicas los CQS son extraidos en un solvente organico
0 en agua. La extraccion puede ser via maceracion, extraccion con soxhlet, arrastre de
vapor, percolacion, entre otros métodos. Una vez que se tienen los extractos se someten
a “test” quimicos que utilizan reactivos particulares para cada grupo de compuestos,
estos “test” forman precipitados con coloraciones particulares en funcién a la presencia
del compuesto (Tiwari et al., 2011). Por ejemplo, los test de Dragendorff, Wagner y
Mayers se usan para detectar alcaloides, mientras que el test de Gelatina se usa para
detectar taninos.

En el caso de la cuantificacion de compuestos, luego de la extraccion son sometidos a
un proceso de extraccion vy purifcacion, que utiliza diversidad de métodos
cromatograficos. Finalmente la determinacion estructural se realiza bajo diferentes
formas de espectrometria, ya sea de masas, UV-visible, Infrarroja, resonancia magnética
nuclear (REM) o por difraccion de rayos X (Lock, 2001).

e. Factores que modifican las defensas quimicas

Existen diversidad de factores que modifican la presencia y concentracion de los CQS
en las plantas, estos pueden ser inherentes a las plantas, como el estado fenoldgico,
partes diferentes de una misma planta, o la edad, o también externos como la luz,
temperatura, sequia, salinidad, ubicacidn geografica o ataque de herbivoros y patégenos
(Pavarini et al., 2010). A este amplio grupo de factores se le suman las diferencias
individuales a pesar del alto grado de parentesco (Hartmann, 1996; Wink, 2010).

Las plantas modifican su perfil de CQS a lo largo de las etapas de su vida (ontogenia o
fenologia) y lo hacen de manera diferente segun el grupo funcional al que pertenecen.

En el caso de arboles y arbustivas, existe un gran incremento de CQS durante la
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germinacion y establecimiento, sin embargo en los estados de madurez las defensas
decrecen durante la etapa reproductiva (Barton y Koricheva, 2010).

El efecto de una mayor exposicion a radiacion UV o exposicion prolongada a la luz
solar ha demostrado estimular la produccién de antocianinas, flavonoides y otros
derivados fendlicos en diversas especies, siendo consistente con el rol de defensa contra
la radiacion UV que confieren compuestos de estos grupos (Pavarini etal., 2010).
Desde otra perspectiva, la reduccién en la provisién de luz puede disminuir los
compuestos fendlicos como en Flourensia cernua, un arbusto del desierto de
Chihuahua (Estell et al., 2016), asi como el nivel de taninos en las plantas, a pesar que
especies adaptadas a la sombra tienden a tener mayor concentracion de estos CQS
(Lerdau 2002).

El estrés por frio (7 — 10°C vs 15 — 28°C) ha demostrado reducir la produccion de
compuestos fendlicos en hojas de Vitis vinifera L. y al mismo tiempo su capacidad
antioxidante, sin embargo las tendencias en la respuesta de los compuestos fendlicos al
frio son variables, algunas especies los incrementas mientras otras los mantienen
constantes, interpretar las razones resulta complicado pues interactian las diferentes
intensidades, duracion y etapa fenoldgica en que se sita el estrés (Krdl et al., 2015).
Las condiciones de sequia, en general acompafadas de altas temperaturas y radiacion,
provocan incrementos en el contenido de flavonoides y de acidos fendlico, y en plantas
resistentes a la sequia tienden a acumular antocianinas (Akula y Ravishankar, 2011).
Los CQS se encuentran en un proceso de sintesis y degradacion continua, de modo que
pueden tener una alta movilidad como moléculas sin alterar necesariamente su
concentracion en la planta. El tiempo que le toma a un CQS ser degradado Y sintetizado
nuevamente se conoce como tasa de recambio. Los compuestos que pasan por este
proceso de recambio de manera continua y rapida se les denomina moviles, viviendo
solo horas o algunos dias, como en el caso de ciertos terpenos y alcaloides, cuyos
componentes pueden ser recuperados cuando la hoja senece; mientras que otros
compuestos como los polifenoles son inmoviles, es decir se recambian hasta cierta etapa
de la vida de la hoja y luego su recambio se detiene, permaneciendo acumulados, sin

que la planta incurra en mayores costos para mantenerlos (Coley et al., 1985).
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f. Efecto del pastoreo en la dinamica de los CQS

Las plantas muestran diferentes mecanismos de respuesta en funcién a la forma de
ataque de herbivoros. Si se produce remocion de tejido las plantas movilizan y
redistribuyen sus recursos, como el C y N, pero si se produce solamente dafio (poco
estudiado en mamiferos), este produce una cascada de reacciones quimicas de
biosefalizacion en el corto plazo, principalmente a través de los &cidos jasmonico y
salicilico (lason, 2005). El efecto del pastoreo por mamiferos herbivoros se enfoca en el
primer caso y la movilizacion de recursos desencadenard los cambios en la dindmica de
CQs.

Efecto del pastoreo en el corto plazo

Estell et al. (1996) sugieren que las defensas anti-herbivoro son mucho més efectivas en
el corto plazo, debido a los compuestos producidos en respuesta al ataque de herbivoros
son de vida corta y la persistencia del pastoreo intenso sobre los mismos arbustos afio a
afio. Este razonamiento es consistente con el incremento de polifenoles y taninos
condensados de Acacia nigresscens Oliv. en las hojas remanentes sdlo 20 minutos
después del pastoreo (Hay y Brown, 1992). Dichos incrementos inmediatos en los
taninos condensados luego del pastoreo son mucho mayores cuando el tiempo de
pastoreo sobre la planta es mayor y las concentraciones normales no se recuperan hasta
66 horas después como en el caso de Acacia nigrescens al ser pastoreada por jirafas
(Furstenburg y van Hoven, 1994). Esto muestra que los efectos del pastoreo si bien
pueden ser inmediatos no necesariamente duraderos, como se observo en las hojas
remanentes de Acacia karroo 10 dias después de un pastoreo intenso con cabras, cuya
concentracion de taninos condensados no cambio, aunque Scogings y Mopipi (2008)
sugieren que pudo deberse a una interaccién con la precipitacion anual ya que en

ensayos previos si se encontraron diferencias.

Efecto del pastoreo en el largo plazo

El efecto del pastoreo moderado con cabras sobre arbustivas mediterraneas, por
ejemplo, muestra una gran variabilidad en la dinamica de fenoles y taninos

condensados. Después de 4 afios de pastoreo se comparan los contenidos de estos CQS
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en plantas en el area pastoreable contra plantas en excluidores encontrandose que los
taninos condensados disminuyen hasta en 17.2% y aumentan hasta 30.8% su
concentracion respecto a los no pastoreados, ademas el efecto del pastoreo interactia
con la estacion del afio, dando patrones de incremento y caida de concentraciones
diferentes para cada especie arbustiva (Mancilla-Leyton et al., 2014). Esta variabilidad
inter-especifica se observa también en arboles y arbustos de la sabana semi-arida
africana, donde s6lo 1 de 4 cuatro especies clave mostrd una disminucion en taninos
condensados por efecto del pastoreo con herbivoros después de una experimentacion
por 6 afos (Scogings et al., 2013).

Efecto de la carga animal e intensidad de pastoreo

La carga animal en un experimento de pastoreo con rumiantes pequefios (ovejas y
cabra) ha demostrado ser un factor que incrementa proporcionalmente el contenido de
taninos de Periploca laevigata, aumentando la concentracion de este compuesto en
1.20, 1.97 y 3.29% MS al exponer a la planta a cargas de: 0.00, 0.34 y 0.50 animales/ha
(Barroso etal., 2003). Sin embargo, la carga podria afectar de manera diferente la
dinamica de los CQS de una planta dependiendo del tiempo que permanezca el ganado,
el periodo de descanso del pastizal y el esquema de rotacién que influiran en la
intensidad con la que la vegetacion sufre el ataque de los herbivoros.

La intensidad de pastoreo, en el marco del presente trabajo, se manifiesta en dos
componentes la frecuencia de pastoreo y el nivel de uso. El primero explica cada cuanto
tiempo se introduce el ganado en una cancha de pastoreo mientras que el segundo se
refiere al porcentaje del material vegetal previo a la introduccion de animales que se
permitira que sea consumido.

Arbustos de Periploca laevigata que fueron pastoreados de manera simulada, con un
nivel de uso del 50%, bajo diferentes frecuencias de corte (2 veces en 2 meses vs. 1 vez
en el segundo mes) no mostraron diferencias en el contenido de taninos entre ellos, sin
embargo, su concentracion si fue superior respecto a plantas que no habian sufrido
pastoreo (Barroso et al., 2003). Un efecto opuesto ocurre con los taninos condensados
de Combretum apiculatum, una especie de arbol sudafricana sometida a diferentes
niveles de exclusion de herbivoros (que equivaldrian a diferentes intensidades)

mostrando la menor concentracién en el tratamiento completamente expuesto al ataque
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de herbivoros (el mas intenso), comparado con aquellos de exclusién parcial o total, 70
vs. 95 y 85 mg Eg-Taninos de Sorgo/ g MS, respectivamente (Scogings et al., 2013).

La respuesta al nivel de uso, afecta de manera diferente a los CQS dentro de un mismo
grupo. En el caso de los terpenos del arbusto Flourensia cernua DC, se observa que el
a-pineno Yy el flourensadiol decrecen con mayores niveles de uso (Alto uso: > 50% nivel
de uso a la mitad del periodo de pastoreo vs. Bajo Uso: <50% al final del pastoreo),
mientras que el cis-jasmone y el trans-nerolidol se comportan de manera opuesta (Estell
et al., 1996).

2.4. La Defensa Quimica en Arbustivas

2.4.1. Importancia ecoldgica

Las plantas arbustivas se caracterizan por contar con altas defensas anti-herbivoro, tanto
fisicas como quimicas (Papachristou et al., 2005; Estell, 2010). Las defensas quimicas
estdn compuestas de una gran variedad de CQS, siendo una caracteristica que le da
competitividad a estas plantas en un medio hostil y haciendo que su consumo sea bajo a
moderado, conformando s6lo una pequefia parte de la dieta de animales al pastoreo a
pesar de ser fuente considerable de proteina y energia (Estell, 2010).

Los arbustos cumplen un rol fundamental en la provision de forraje en las zonas aridas y
semi-aridas, donde la época seca es prolongada y las condiciones ambientales son duras,
resultando imprescindibles para la sostenibilidad de sistemas ganaderos como el de
pequefios rumiantes (Papachristou et al., 2005).

Algunos de los CQS se han desarrollado como respuesta evolutiva al pastoreo, sin
embargo no todos estos compuestos tienen propiedades defensivas o no proporcionan
una defensa total, pues los herbivoros también han desarrollado mecanismos para lidiar
con ellos, por ello existen arbustos mas consumidos que otros (Bryant et al., 1991).

En consecuencia, el conocimiento de los CQS que afectan la calidad nutritiva de las
arbustivas se vuelve fundamental para la implementacion de mejores estrategias de

manejo en estos ecosistemas (Papachristou et al., 2005).
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2.4.2. Arbustivas en los Andes del Sur: Parastrephia lepidophylla

Parastrephia lepidophylla es una planta arbustiva resinosa de olor caracteristico, muy
abundante en la zona de cordillera del Sur del Pert y con una gran importancia
econdmica como fuente de lefia para combustible y panaderia asi como por sus
propiedades cicatrizantes (Reynel 1988). Ademas, se constituye como una de las
especies dominantes de los tolares o arbustales del altiplano andino arido y semiéarido,
que son ecosistemas nativos para el pastoreo del ganado (Genin'y Alzérreca 2006).

Su distribucién comprende los andes del Pert (Lima, Ayacucho, Arequipa, Moquegua,
Tacna, Cuzco, Puno), Bolivia, Chile y Argentina, en zonas secas y rocosas con alturas
entre los 3440 y 4500 msnm (Nesom 1993).

Posee hojas escuamiformes de 3 a 4 mm de largo, que crecen adosadas a las ramas
(imbrincadas). Las flores son dimdrficas, presentando flores femeninas y hermafroditas,
miden 0.7 cm, son de color amarillo blanquecino y estan dispuestas en inflorescencia
(Paca et al. 2003).

Esta planta, de acuerdo con su respuesta a la presion del pastoreo se clasifica como una
especie decreciente (D), dentro de los ecosistemas de tolar, e invasora tipo 1 (I-1) en
ecosistemas de pajonal en Puna seca (Flores y Oscanoa 1992).

Genin y Tichit (1997) evaluaron la degradabilidad ruminal in sacco a las 48 horas de P.
lepidophylla encontrando que tenia un 78.8% en la época de lluvias y 82.3% en la época
seca.

En hojas de P. lepidophylla bolivina se han encontrado flavonoides, taninos, triterpenos
y esteroles, y se ha descartado la presencia de alcaloides y saponinas. Los flavonoides
son los compuestos secundarios de mayor presencia en dicho estudio (Rodrigo et al.,
2010).

Dentro de las investigaciones realizadas en CS en plantas de la tribu Asterae, a la que
pertenece el género Parastrephia, se encuentra mayor informacion sobre el estudio de
diterpenos, flavonoides y coumarinos en esta tribu (Alvarenga et al. 2001)

La diversidad fitoquimica es amplia en arbustivas de zona sur. Baccharis latifolia y B.
papilosa contienen saponinas pero no taninos a diferencia de P. lepydophylla, mientras
gue Tetraglochin cristatum contiene abundantes taninos, regular cantidad de triterpenos

y flavonoides y escasas saponinas (Rodrigo et al. 2010).
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2.5.Mecanismos de Accidn de los Compuestos Quimicos Secundarios

Desde un punto de vista de la alimentacion al pastoreo, se reconoce a los CQS como
factores anti-nutricionales por su capacidad de influir en el crecimiento y produccion del
ganado, desde la reduccion de beneficios digestivos hasta la actividad tdxica que deriva
en formacién de aversiones (Launchbaugh et al., 2001). El verdadero impacto que los
CQS tengan sobre la nutricion o salud de los animales sera resultado no s6lo de su
naturaleza quimica, sino de su concentracion en dieta, la cantidad consumida, la
actividad gastrointestinal, la absorcion, transformacion y excrecion (Acamovic y
Brooker, 2005).

2.5.1. Actividad toxica

Los compuestos toxicos en plantas constituyen aquellos que originan dafos
neuroldgicos, metabdlicos y teratogénicos, causan severas pérdidas en la produccion y
no necesariamente influyen en los habitos de consumo (Launchbaugh et al., 2001).Sin
embargo, los habitos de consumo si estarian influenciados principalmente por el efecto
toxico de los compuestos y no por efectos anti-nutricionales (Bryant et al., 1991).

Por lo general las toxinas acttan luego de su absorcion por propiedades lipofilicas que
les permiten unirse a las membranas celulares y ocasionar dafios en ellas o traspasarlas y
actuar al interior de la célula, pudiendo ocasionar efectos carcinogénicos y dafios
mortales como el caso de ciertos alcaloides y acido tanico (lason, 2005).

Son pocas las plantas de los pastizales nativos del Pert que hayan sido reportadas como
toxicas en la literatura, sin embargo es bastante conocida la toxicidad del Lupinus
ballianus que afecta a las vacas y ovejas que lo consumen (Reynel, 1988) y del
Astragalus garbancillo y otras especies del mismo género que afectan el sistema
nervioso del ganado que las consume, llegando a causar la muerte en ovinos y equinos,
este efecto se le atribuye al selenio, pues tiene la propiedad de acumular este mineral,

ademas tiene alto contenido de alcaloides (Tapia, 1971).

2.5.2. Aversion o disuasién del consumo

Existen sustancias toxicas que actlan sobre los centros eméticos (en el mesencéfalo y

tronco cerebral) desencadenando nauseas y vomitos. Al sentir estos sintomas e
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identificar el alimento del que provienen el animal ira formando la aversion por los
efectos pos-ingestivos de su dieta. Entre los compuestos que causan estos efectos se
encuentran los taninos condensados, aceites esenciales, alcaloides, terpenos y oxalatos.
La aversion puede ser temporal o permanente dependiendo de la dosis de la toxina y el
momento y la forma en que esta afecta el cerebro o el tracto intestinal del animal, pues
por lo general las aversiones se forman cuando los efectos post-ingestivos ocurren
dentro de las 24 horas del consumo (Launchbaugh et al., 2001).

Los olores de las plantas, en combinacion con la identificacion visual que hacen los
herbivoros constituyen un mecanismo pre-ingestivo para formar aversion por una
determinada especie de planta, asi el animal aprende de la madre y sus contemporaneos
a relacionar el aroma con el aspecto que la planta que los demas evitan consumir
(Provenza et al., 1992).

Como ejemplos de CQS que provocan aversiones o disuaden el consumo se encuentran
los sesquiterpenos, glucosidos cianogeénicos, alcaloides, flavonoides y saponinas, los
cuales confieren un sabor amargo, asi como los taninos un sabor astringente y los
herbivoros tienden a evitar este tipo de sabores (Rogosic et al. 2008). Es probable que
plantas como Nothoscordum andicola, Erodium cicutarum y Lupinus chlorolepis, que
habita zonas rocosas de los andes peruanos, contengan alguno de estos compuestos,

pues son poco palatables para el ganado debido a su sabor amargo (Tapia, 1971).

2.5.3. Anti-nutricionales

La actividad anti-nutricional de los CQS se da por (1) formacién de complejos
insolubles con los nutrientes consumidos, por (2) inhibicién de la actividad de enzimas
digestivas o por (3) accién directa sobre microorganismos del rumen, colon o ciego que
facilitan la digestion (Launchbaugh et al., 2001; lason, 2005).

Los taninos son compuestos que actGan en las 3 formas mencionadas, siendo mas
conocida su capacidad de unirse a proteinas, limitando su absorcion. Como
consecuencia logran reducir la palatabilidad y consumo, la digestibilidad de proteinas y
materia seca, la disponibilidad de nutrientes y la ganancia de peso (Launchbaugh et al.,
2001; Makkar, 2003; Rogosic et al., 2008; Estell, 2010).

Los terpenos han mostrado reduccion en la digestibilidad por su actividad antimicrobial
respecto de los microorganismos del rumen en experiencias in vitro, sin embargo parece

no haber consistencia de este resultado in vivo (Papachristou et al., 2005; Estell, 2010).
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Esto podria explicarse por la volatilizacion de compuestos durante la masticacion y
rumia, el eructo o absorcion en el rumen (Rogosic et al., 2008).

En el caso de otros CQS, los compuestos resinosos y la lignina pueden ligarse a otros
nutrientes haciéndolos insolubles, mientras que los inhibidores de tripsina afectan la
actividad de esta enzima en especial en monogastricos (Launchbaugh et al., 2001).

2.5.4. Efectos positivos

A pesar que en general la actividad de los CQS se considera perjudicial para la
produccion animal, cuando ciertos compuestos son consumidos a bajas concentraciones
y en la mezcla correcta llegan a tener efectos benéficos en la nutricion y la salud de los
animales (Provenza y Villalba, 2010; Estell et al., 2012).

Se ha demostrado que los animales pueden seleccionar su dieta considerando los CQS
que les ayuden a regular su equilibrio interno (homeostasis). La posibilidad de que un
animal utilice selecciones un CQS se basa en un balance entre los costos de
detoxificarlo y los costos de permanecer en la condicion que afecta su homeostasis, por
ejemplo una enfermedad. Los CQS son usados entonces por los herbivoros para reducir
los costos fisioldgicos de combatir infecciones y parasitos asi como para mejorar la
capacidad reproductiva, modular su termorregulacion, evitar la predacion y ayudarlos a
estar mas alerta (Forbey et al., 2009).

Estell et al. (2012) han recopilado efectos benéficos de varios CQS sobre la digestion en
los herbivoros, por ejemplo niveles bajos de taninos en la dieta tienen efecto by-pasante
en las proteinas y pueden reducir la sintesis de metano, los aceites esenciales actuan
sobre la flora ruminal reduciendo la desaminacion y la metanogénesis. Rochfort et al.
(2008) indican que plantas ricas en taninos condensados han servido para evitar la
incidencia de timpanismo en el ganado de carne. Por otro lado, Provenza y Villalba
(2010) proveen ejemplos de la capacidad de los CQS para modular la respuesta inmune
como en el caso de algunos flavonoides que poseen actividad antiinflamatoria, pueden
inhibir los linfocitos T y en ciertos casos ser antitumorales, los taninos pueden actuar
como bactericidas, probioticos y promover la respuesta inmune contra parasitos, los
terpenos tienen actividad bacteriostatica y bactericida bastante selectiva tanto a nivel
ruminal como intestinal.

Enfocando los efectos de los CQS a nivel de la productividad, Rochfort et al. (2008)

reportan que la presencia de plantas ricas en taninos condensados en la dieta de ovejas
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mejora su produccién de lana, eficiencia reproductiva (tasa de ovulacion) y produccion
de leche, asi como la presencia de betaina en las pasturas del ganado de carne mejora su

tasa de crecimiento gracias a su funcién termorreguladora durante el estrés por calor.

2.6.Respuesta de los Herbivoros a las Defensas de las Plantas

2.6.1. Mecanismos de respuesta

Los herbivoros que se alimentan en pastizales han tenido que desarrollar mecanismos
basados en su comportamiento de pastoreo y en su fisiologia para lograr nutrirse en un
medio lleno de CQS que pueden resultar toxicos para ellos (Provenza, 2003).

El comportamiento de pastoreo es resultado del aprendizaje afectivo (relacion sabor y
olor con respuesta pos-ingestiva) y cognitivo (relacion de olores y observacion),
mientras que los mecanismos fisiologicos estan basados en la capacidad del organismo
para inhibir, metabolizar o tolerar los CQS (Provenza et al., 1992). El aprendizaje les
permitira entonces seleccionar su dieta y desarrollar patrones adecuados de consumo
para evitar los efectos nocivos de los CQS, mientras que los mecanismos fisiologicos
les permitiran ingerir compuestos potencialmente toxicos sin que su salud se vea

afectada.

a. Selectividad durante el pastoreo

Para no sufrir los efectos toxicos de CQS los animales aprenden a evitar consumir las
plantas que los contienen. Dicho conocimiento de qué comer y que no comer puede ser
instintivo, aprendido por modelos sociales o a través de la experiencia de ensayo y error
(Launchbaugh et al., 2001).

A lo largo de la historia evolutiva los ungulados han desarrollado caracteristicas
anatomicas y fisiologicas propias que les han permitido desarrollar estrategias de
alimentacion particulares vinculadas también a la tolerancia hacia los CQS. Segun la
estrategia desarrollada se pueden clasificar en: a) consumidores de grases, b)
consumidores intermedios y c) folivoros o ramoneadores (generalistas o especialistas),
siendo los dltimos los que demuestran tener los mecanismos mas efectivos para
incorporar mas cantidad o CQS mas especificos en su dieta (lason, 2005). Sumado a

este comportamiento innato de pastoreo esta la preferencia instintiva del ganado por los
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sabores dulces, pero que no siempre cierta pues los mecanismos de retroalimentacion
entran rapidamente en juego pudiendo favorecen incluso el consumo de sabores
amargos si representan una ganancia energética para el estatus nutricional del animal
(Launchbaugh et al., 2001).

Los modelos sociales corresponden a individuos que a través de la experiencia han
aprendido a seleccionar su dieta, siendo las madres el modelo social por excelencia
transmitiendo lo aprendido de otras generaciones a sus crias (Villalba y Provenza,
2009), sin embargo es posible que aprendan de otros adultos o sus congéneres
(Launchbaugh et al., 2001).

La experiencia propia a través de la respuesta pos-ingestiva al consumo de un alimento
(aprendizaje afectivo) determina la preferencia que el animal tendré por este, asi cuando
el alimento es digerido y el animal relaciona con él la sensacion de malestar, distension,

mal sabor o poca calidad nutritiva generara una aversion (Kimball y Provenza, 2003).

b. Patrones de consumo adaptativos

Existen patrones en el consumo al pastoreo que permiten que la ingestion de CQS no
resulte perjudicial. Uno de ellos consiste en consumir una dieta variada donde los CQS
interactlan inhibiéndose mutuamente, reduciendo asi los impactos negativos. Otro
consiste en el consumo ciclico o intermitencia de especies ricas en CQS, es decir se
consumen un tiempo y luego se dejan de consumir, para asi dar suficiente tiempo al
organismo para su detoxificacion y regulacion de la cantidad a ingerir (Launchbaugh
et al., 2001).

Se ha probado en diversas especies que consumiendo dietas con plantas que contienen
terpenos y fenoles, taninos y saponinas o terpenos pero de diferentes tipos se logra
incluso mayor consumo que si comieran un solo alimento rico en uno de dichos

compuestos (Villalba y Provenza, 2009).
c. Detoxificacién y tolerancia
Ya en el interior del organismo animal existen varios caminos para la disposicion de los

CQS. Puede sufrir inactivacion por proteinas salivares, microorganismos del rumen o

por secreciones intestinales, pero también pueden absorberse y ser modificados a nivel

25



tisular para su eliminacién o simplemente no causar perjuicio por tolerancia adquirida
de los tejidos (Launchbaugh et al., 2001).

En los ciervos la inactivacion de taninos en la cavidad oral ocurre por la presencia de
proteinas ricas en prolina (PRP) en su saliva, estas se ligan a los taninos antes que
Ileguen a otras partes del tracto digestivo; sin embargo estas proteinas de defensa no han
sido encontradas en cabras, ovejas o0 vacas (Makkar, 2003).

La detoxificacién de ciertos CQS puede darse en 2 fases (lason, 2005; Estell, 2010). La
fase | implica la actividad de enzimas oxidasas para que las toxinas lipofilicas se
vuelvan més solubles y sean eliminadas a través de la orina en forma de &cidos
orgénicos. La fase Il implica conjugacion con otras moléculas como aminoacidos para
su eliminacidn via orina o bilis.

La tolerancia consiste en la reduccion del efecto de una droga conforme se dosifica en
sucesivas oportunidades, o la necesidad de aumentar su dosis para que tenga efecto
(Provenza et al., 1992). El grado de tolerancia es diferente entre especies e individuos,
por ejemplo las ovejas son mucho mas resistentes a los efectos de cierto tipo de
alcaloides que las vacas, y esto se debe a que la afinidad de los receptores nicotinicos de
acetilcolina por la toxina es menor en ellas que en los bovinos (Launchbaugh et al.,
2001).

2.6.2. La degradabilidad y digestibilidad como indicadores de la respuesta de

herbivoros

Las pruebas in situ e in vitro han sido empleadas para estudiar los efectos pos-ingestivos
de los CQS en herbivoros asi como para probar las técnicas para mitigar sus impactos
(Silanikove et al., 2001).

La degradabilidad ruminal in situ es una técnica muy utilizada en la evaluacion de
forrajes, que permite conocer el proceso de fermentacion y el valor de un alimento que
pasa por ese proceso, asi como comparar la efectividad de los procesos a los que se ha
sometido un alimento (@rskov etal., 1980). Puede entonces ayudar a conocer los
efectos de un CQS sobre la fermentacion, del uso de aditivos para inhibirlos o comparar
las propiedades de diferentes CQS. Es asi como se conoce que el elevado contenido de
acido oxalico no afecta la degradabilidad ruminal de cabras acostumbradas a esta dieta
(Estell, 2010), que el uso de propilenglicol es efectivo para mejorar la degradabilidad al

aplicarlo en dietas con arbustos taniniferos (Makkar, 2003) y que los taninos de Lotus

26



pedunculatus son més efectivos que los de Lotus corniculatus para degradar la enzima
Rubisco, gracias a sus diferencias en su estructura quimica (Min et al., 2003).

Las pruebas in vitro han sido Gtiles para observar los efectos de los CQS sobre los
microorganismos y para estimar la digestibilidad. La digestibilidad in vitro busca el
determinar el valor nutritivo de un alimento en un proceso de 2 etapas, una incubacion
anaerobia con licor ruminal y una segunda etapa de adicion de &cido e incubacién
enzimatica, de modo que evita emplear todo el esfuerzo y recursos de ensayos con
animales (Tilley y Terry, 1963).

Se ha observado que los terpenos parecen tener un efecto depresor sobre los
microorganismos ruminales (Estell, 2010). Ademas, los microorganismos de diferentes
especies (jirafa, impala, oveja, cabra) parecen no diferenciarse mucho en su habilidad
para digerir in vitro la materia seca de arbustivas taniniferas (Jones et al., 2001).

Por medio de la prueba de digestibilidad in vitro se ha podido conocer que los taninos y
fenoles pueden reducir entre 5 a 46% la DIVMO de arbustivas cuando se anula su
actividad usando PEG (Gemeda y Hassen, 2015).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1.Caracterizacion del area experimental

El experimento se llevé a cabo en un tolar ubicado a 15° 45 53.28” latitud sur y 70° 39’
26.64” longitud oeste, a 4162 msnm, en la Estacion experimental Quimsachata del INIA
(Puno) que abarca los distritos de Santa Lucia y Cabanillas pertenecientes a las
provincias de Lampa y San Roman en la region Puno. La estacion comprende un area de
6281 Has, cuyas caracteristicas ecoldgicas corresponden a un paramo muy humedo-
Subalpino Subtropical (Pmh-SAS). La temperatura media anual fluctta entre los 4.5 a
6.0°C, y la precipitacion anual es de 500 a 720 mm. La vegetacion del area experimental
fue evaluada respecto a su cobertura vegetal aérea, basal y biomasa aérea (Anexo N° 1),

mostrando la dominancia de P. lepidophylla y Jarawa ichu en la vegetacion.

3.2.Ensayos experimentales

Ensayo 1: Perfil fitoquimico de P. lepidophylla

Obijetivo del ensayo

El objetivo de este ensayo fue identificar los compuestos secundarios presentes en P.
lepidophylla para caracterizar la fitoquimica de la planta y poder elegir el compuesto
mas relevante para evaluar como varia su concentracion por influencia de la intensidad
de pastoreo, en el segundo ensayo. Se esperaba encontrar dentro del perfil los
compuestos mas estudiados en la tribu Asterae, a la que pertenece la planta en estudio,

como los diterpenos, flavonoides y coumarinos.



Metodologia del ensayo

Este ensayo consistio en la recoleccion del follaje de P. lepidophylla para la
caracterizacion fitoquimica en laboratorio, por lo que fue un ensayo de naturaleza
exploratoria.

Los analisis de caracterizacion o marchas fitoquimicas fueron realizados en el
laboratorio del Centro de Control Analitico (CENPROFARMA) de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM) y
permitieron determinar la existencia 0 ausencia de los siguientes compuestos:
alcaloides, aminodacidos, azucares reductores, cardendlidos, triterpenos, esteroides,
flavonoides, fenoles, quinonas, lactonas, taninos, saponinas, antocianidinas, catequinas,
mucilagos y glicosidos.

Para identificar los CQS se realizaron las marchas fitoquimicas en dos oporunidades, un
analisis previo a la ejecucion del Ensayo 2 y otros 03 andlisis al finalizar dicho ensayo a
partir de las muestras de plantas sometidas a intensidades de pastoreo.

Los resultados de la primera marcha fitoquimica permitieron identificar el CQS cuyos
cambios en concentracion serian evaluados en el Ensayo 2. La eleccion de dicho
compuesto dependié de la facilidad para detectar su presencia en las hojas de la planta
de acuerdo con la marcha fitoquimica, que el compuesto reportara en la literatura
efectos de defensa anti-herbivoro y que dichos efectos sean sobre la nutricion del

animal.

Procedimiento de muestreo

Para la marcha preliminar, antes del cercado del area experimental, se colectaron 30
plantas bajo un sistema de muestreo de transecta lineal al paso a lo largo de 30 metros,
cada metro se selecciond la planta méas cercana a la derecha de la transecta. La canopia
del arbusto se dividioé imaginariamente en cuatro cuadrantes, tomando al azar una rama
con hojas de cada cuadrante. Se colectaron las hojas de 4 ramas de cada uno de los 30
arbustos de P. lepidophylla, las cuales se mezclaron en una muestra compuesta para
realizar la marcha fitoquimica.

Se realiz6 otra marcha fitoquimica al final del periodo experimental a partir del follaje
obtenido de las 75 plantas sometidas al ensayo de intensidad de pastoreo. Debido a la

poca muestra obtenida luego de los ensayos, se generaron 3 sub-muestras una
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compuesta del follaje cortado con frecuencia de 30 dias, la otra compuesta de follaje
cortado cada 60 dias y la Gltima correspondiente al follaje cortado a 120 dias de iniciado
el experimento. Estas sub muestras pesaron alrededor de 50 gr.

En ambos casos las hojas se transportaron en bolsas de papel desde el campo
experimental y se dejaron secar al aire sobre peridédico por un dia, en un ambiente

ventilado y bajo sombra, para ser inmediatamente remitidas al laboratorio.

Analisis de resultados

El andlisis de los resultados de la marcha fitoquimica fue descriptivo, se realiz6 en base
al nimero de cruces que indican la presencia o ausencia del compuesto (escala: +++,
++, +, -) y comparando esta presencia / ausencia antes y después de la aplicacion de las
intensidades de pastoreo. EI mayor nimero de cruces indicaba la facilidad visual con la
que se podia observar el producto de la reaccion (ej. intensidades del color de la
reaccion), mientras que el signo negativo (-) indicaba que el compuesto no se encontré o

que estaba en una cantidad tan pequefia que es imperceptible.

Ensayo 2: Concentracion de taninos por efecto de la intensidad de pastoreo en P.

lepidophylla

Obijetivo

Este ensayo buscaba determinar si existia una respuesta en la concentracion de taninos
por efecto de la intensidad de pastoreo simulada, pues postulaba la hipotesis que los
taninos se incrementarian como respuesta defensiva al pastoreo conforme aumentaba la

intensidad.

Metodologia del ensayo

Al igual que en el Ensayo 1, este ensayo fue ejecutado en un tolar de la estacion
experimental Quimsachata del INIA Puno, cuyas caracteristicas ambientales y
descripcion se encuentran en el Anexo N° 2.

Las diferentes intensidades de pastoreo fueron simuladas cortando mecanicamente el

follaje de P. lepidophylla bajo las combinaciones de dos factores (Tabla N° 2), la
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frecuencia de corte, cada 30 y 60 dias, y el nivel de uso, al 25 y 50% de remocion del
follaje en pie. Paralelamente se trabajé un control al que no se le aplicd ninguna
simulacién del pastoreo durante el periodo experimental, sélo se cortd el follaje al 100%
de nivel de uso al final del experimento (120 dias).

Se analiz6 la concentracion de taninos en muestras (follaje cortado) de las plantas al
inicio y al final de la fase experimental para observar el efecto acumulado de la

intensidad de pastoreo ejecutado durante el periodo de 120 dias.

Tabla N° 2: Componentes de las intensidades de pastoreo (tratamientos)

Tratamientos
Factores Simulando Intensidades de Pastoreo* Sin S'muﬁr
pastoreo
1 2 3 4 Control
Frecuencia 30 dias 30 dias 60 dias 60 dias Ninguna
de corte
D'S':)’e' de 25% | 50% | 25% | 50% Ninguno

*Tratamientos en los que se ejecutaron cortes de follaje durante el periodo experimental.
** Tratamiento donde no se ejecutd corte de follaje. La muestra para analisis se tomo al final
del periodo experimental (120 dias) y cortando el 100% del follaje disponible del planta).

Disefo experimental

Para determinar si hubo efecto de la intensidad de pastoreo se utilizé un andlisis de
covariancia con un disefio en bloques completamente al azar (DBCA) con arreglo
factorial. La covariable empleada fue la concentracion de taninos (g/Kg MS) al inicio
del periodo experimental, mientras que las concentraciones de taninos al finalizar el
periodo experimental fueron las variables respuesta sometidas a ajuste. Los tratamientos
fueron las intensidades de pastoreo y el control (Tabla N° 2). Los bloques
correspondieron a las cinco filas en las que se sortearon los tratamientos en campo. Las
filas se distribuyeron perpendiculares a la pendiente es decir, cada una a mayor altura

que la otra. El sentido del blogueo fue para dar mayor uniformidad en la distribucion de

31



los tratamientos y un mismo tratamiento no se acumule en ciertas areas de la parcela

sesgando los resultados.

El modelo aditivo lineal expandido que explica el disefio se presenta a continuacion:

donde:
YijkI

fiI

(f x n)ij:

Ly:
B:
Xijk’

X:
Sijk:

Y =+ fi +ny+ (f Xn)yj + L + B(Xiji — X) + €5

i
[NCRLAS AN\

concentracion de taninos totales (g/Kg MS), obtenidas bajo la i-ésima
frecuencia de corte, j-ésimo nivel de uso y k-ésimo bloque.

media poblacional.

efecto de la i-ésima frecuencia de corte.

efecto del j-ésimo nivel de uso.

efecto de la interaccion de la i-ésima frecuencia de corte por el j-ésimo
nivel de uso

efecto de la k-ésima fila

coeficiente de regresion

concentracion inicial de taninos bajo la i-ésima frecuencia de corte, j-
ésimo nivel de uso y k-ésima fila

promedio de la concentracion de taninos inicial

error experimental

El analisis de los datos se realiz6 con el software SAS v.8.0. Para facilitar el analisis y

discusion de resultados se buscé aislar los efectos simples de los componentes de la

intensidad de pastoreo, es decir la frecuencia de corte y el nivel de uso. Para este fin se

empled la prueba de comparacién de contrastes ortogonales, que también permitid

analizar la interaccidon entre ambos factores, asi como el efecto del pastoreo (simulado

por corte mecanico) independientemente de la intensidad, sobre los cambios en la

concentracion de taninos. El arreglo de las hipétesis l6gicas y coeficientes de los

contrastes ortogonales se muestra en la Tabla N° 3.
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Tabla N° 3: Hipotesis légicas para contrastes ortogonales en el ensayo del efecto de
intensidades de pastoreo sobre la concentracion de taninos

T1 T2 T3 T4 C
Hipdtesis logicas Comparacién | 30d 30d 60 d 60 d 120 d
25% 50% 25% 50% | 100%
Efecto simple
S S frecuencF:as ! ! -1 -1 0
Efecto simple
M1+ s = Mo + g de niveles de 1 -1 1 -1 0
uso
Efecto del
astoreo
Hie Ho % Ha 1 = He sl,oimulado ! ! 1 1 4
(corte)
Efecto de
S AL Interacciones ! -1 -1 1 0

Aplicacion de tratamientos

El procedimiento experimental consistio en someter a los 75 arbustos seleccionados a
los 4 diferentes niveles de intensidad de pastoreo mencionados, los cuales fueron
recreados de manera mecanica con una tijera de poda que simulaba el efecto de la
mordida de un animal al pastorear. Los 120 dias de duracion del experimento
transcurrieron durante la época de lluvias y de crecimiento de la planta.

Para seleccionar los arbustos se dividié la parcela experimental en una cuadricula de
cinco filas por cinco columnas, trazando la division con pabilo, obteniéndose 25 celdas
de 32m?. Se ubicé el centro de la celda y se eligieron las tres plantas mas cercanas que
cumplieran las caracteristicas minimas.

Los tratamientos y el control fueron sorteados dentro de los blogues, ubicandose en la
parcela experimental.

La ejecucion de los cortes fue realizada por dos personas y tomé de 1 a 2 dias
dependiendo la cantidad de arbustos que debian cortarse. El primer corte se realizo el
mismo dia en los 4 tratamientos, posteriormente los cortes fueron mensuales o
bimensuales dependiendo del tratamiento, sin embargo cada dos meses coincidian los 4

tratamientos. El Gltimo corte correspondié a los 4 tratamientos y ademas el control.
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El porcentaje de nivel de uso (25% 6 50%) se determin6 en cada una de las ramas de
cada arbusto, se consider6 como &rea de corte desde la base del nacimiento de la
primera hoja de la rama hasta la punta de la hoja mas alta en el grupo, se midi6 la
longitud entre dichos puntos con una regla o wincha y se determind el porcentaje a

cortar.

Procedimiento de muestreo

Si bien los arbustos fueron cortados de acuerdo a las frecuencias correspondientes, la
recoleccién de muestras para los analisis de concentracion de taninos se hizo sélo en los
cortes al inicio y al final del periodo experimental. Al inicio de tomo el follaje cortado
de los arbustos bajo los tratamientos 1 al 4, cada cual cortado a la intensidad que le
correspondia, los arbustos control no fueron tocados. Al final de los 120 dias de ensayo
se corto todo el follaje remanente de los 4 tratamientos y el control, tomando como base
la Gltima hoja de cada rama.

El follaje cortado fue recolectado en bolsas de papel, una por cada celda (se mezclo el
follaje de los 3 arbustos sometidos al mismo tratamiento), lo que resulto en 5 bolsas de
muestra por cada tratamiento. Las muestras fueron ventiladas, extendiéndose en papel
periddico y bajo sombra por un dia y posteriormente llevadas a secar al laboratorio de
CENPROFARMA. Las muestras fueron analizadas para concentracion de Taninos

Totales bajo el método de espectrofotometria UV-visible (Waterman y Mole, 1994).
Ensayo 3: Degradabilidad ruminal y digestibilidad in vitro de P. lepidophylla
Obijetivo del ensayo

El objetivo de este ensayo fue evaluar el efecto de la intensidad de pastoreo en la
degradabilidad ruminal y digestibilidad in vitro de P. lepidophylla, pues la mayor

intensidad de pastoreo podria estimular las respuestas defensivas de la planta

reduciendo la degradabilidad y digestibilidad.
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Degradabilidad ruminal

El ensayo se realizd en la Sala de Poligastricos perteneciente al Departamento
Académico de Nutricion de la Facultad de Zootecnia de la UNALM. La universidad
esta ubica en la ciudad de Lima, distrito de la Molina, a una altitud de 238 msnm. La
temperatura fluctta entre los 10.8 y 31.7°C, con bajisimo nivel de precipitacion (24 mm
al afo).

La sala es un espacio independiente de las granjas y laboratorios de la facultad,
expuesto a la temperatura y humedad ambiental. Cuenta con corrales individuales con
muros y piso de cemento y techo de calamina, donde se realizan experimentos de
alimentacion en rumiantes y se alojan animales fistulados.

Se adaptaron 02 corrales contiguos de 4 x 2.5 metros, para alojar individualmente a
Ilamas. Se colocaron sobre los muros paneles de malla metalica para evitar que los
animales puedan salir saltando o estén en contacto entre ellos. Los corrales estuvieron

equipados con comederos de madera y baldes de plastico como bebederos.

Disefo experimental — Degradabilidad Ruminal

Los tratamientos empleados fueron los mismos que en el ensayo 2, correspondientes a
las 4 intensidades de pastoreo y el control, sélo que la unidad experimental no fue cada
grupo de 3 arbustos, sino el pool del follaje de todas las plantas sometidas al mismo
tratamiento.

Se desarrollaron curvas de degradabilidad ruminal de la MS por cada tratamiento de
intensidad de pastoreo, la cuales grafican la dindmica de la degradabilidad conforme
avanzaba el tiempo de incubacion de la muestra en el C1 de las llamas.

La ecuacion de las curvas de degradabilidad estd basada en el modelo de @rskov y
McDonald (1979). Para ajustar la informacion de porcentaje de MS degrada por
tratamiento a la ecuacion de curva de degradabilidad se emple6 el procedimiento de

regresion no lineal del programa IBM® SPSS ® Statistics version 19.
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La ecuacion de la curva de degradabilidad en funcion al tiempo de incubacion, que ya
ha sido utilizada para evaluar dicho pardmetro en muestras de arbustivas incubadas en

Ilamas por Genin y Tichit (1997), es la siguiente:

p=a+bhd-eD

Donde:

p: Degradabilidad ruminal de la MS (%)

a Fraccion soluble

b: Componente insoluble y potencialmente degradable
C Tasa constante de degradacion de b

t: Tiempo de incubacion

El efecto de las frecuencias de pastoreo y el nivel de uso en la degradabilidad de la MS
de las hojas de P. lepidophylla fue evaluado sobre la degradabilidad ruminal de la
materia seca (%) a las 48 horas de incubacion y los coeficientes (a, b y ¢) de las curvas
de degradabilidad de cada uno de los tratamiento.

Las medidas obtenidas fueron analizadas en un disefio de bloques completamente al
azar (DBCA) con error de muestreo y los tratamientos fueron comparados usando
contrastes ortogonales, distribuidos al igual que en el ensayo de taninos (Tabla N° 3).
Los tratamientos fueron las intensidades de pastoreo. Los bloques, las 2 llamas
empleadas y las “sub-muestras” fueron porciones de una sola muestra compuesta por
tratamiento, empleandose 3 en cada llama. Al proceder de la misma muestra compuesta,
dichas sub-muestras constituyen “pseudoreplicas”.

El modelo aditivo lineal reducido para comparar la degradabilidad ruminal las 48 horas

fue el siguiente:

},L]k:M+TL+L]+(TXL)L]+SL]k

Lo
o NN

3,4,5

o — =
~!_\

, 3
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Donde:
Yijk: degradabilidad ruminal a las 48 horas (%), obtenidas bajo la i-ésima

intensidad de pastoreo, j-ésima llam y la k-ésima medida repetida.

I media poblacional.
Ti: efecto de la i-ésima intensidad de pastoreo
Lj: efecto del j-ésima llama

(T x L)j: efecto de la interaccion de la i-ésima intensidad de pastoreo por la j-ésima

llama
Ly: efecto de la k-ésima fila
Eij: error de muestreo

Los coeficientes de las curvas de degradabilidad (a, b y c) fueron determinados usando
el procedimiento de regresion no lineal del programa IBM® SPSS ® Statistics version
19. Para analizarlos se empled un DBCA, siendo los tratamientos las intensidades de
pastoreo y los boques las 2 llamas. Asi como en los casos anteriores, se usaron
contrastes ortogonales para comparar los niveles de los factores en estudio de acuerdo a
la estructura de la Tabla N° 3 y se empled el software SAS v.8.0 para el analisis.

El modelo aditivo lineal para la evaluacion de los coeficientes de las curvas de

degradabilidad fue el siguiente:

Vi = u+ fi + 1y + (f Xn)yj + Ly + &g

ii1,2
j:1,2
k: 1,2
donde:
Yijk: coeficiente a, b ¢ c, obtenido bajo la i-ésima frecuencia de corte, j-ésimo
nivel de uso y k-ésima llama.
u: media poblacional.
fi: efecto de la i-ésima frecuencia de corte.
n;: efecto del j-ésimo nivel de uso.
(F x n)j: efecto de la interaccion de la i-ésima frecuencia de corte por el j-ésimo

nivel de uso
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Ly: efecto de la k-ésima llama

Eij: error experimental

El procedimiento experimental contempld las etapas de preparacion y cirugia de los
animales, asi como el ensayo en si mismo con las bolsas de nylon en las Ilamas

canuladas.

Adaptacion, fistulacion y canulacion de los animales

Los animales pasaron por un periodo de adaptacién a las condiciones de cautiverio y a
la nueva dieta por un periodo de un mes (detalles en Anexo N° 4). Una vez adaptados
fueron fistulados (proceso en Anexo N° 5) en principio con la técnica de presillas
(Manefield et al., 1997), que luego fue corregida con el corte y remocion convencional
de la pared ruminal (Cabrera et al., 2000) y finalmente canulados con canulas de jebe.

Preparacion de las muestras

Las muestras sometidas a este ensayo vienen del follaje colectado para el Ensayo 2, es
decir sometido a diferentes intensidades de pastoreo por 120 dias. Todo el follaje del
ensayo 2 y 3 pasé por el mismo procedimiento de secado y pre-molienda en el
laboratorio de CENPROFARMA (secado en estufa a 40°C por 7 dias y molienda en
molino de cuchillas sin grilla).

Luego de separar las muestras para el ensayo 2, se re-agruparon las muestras
pertenecientes a un solo tratamiento creando 5 muestras compuestas (de 100 a 500 gr
por muestra).

Para ajustarse al tamafio de particula a ser usado en las bolsas de nylon de la técnica in
sacco, se hizo una segunda molienda con molino Willey uniformizando las muestras en
2mm de diametro.

Una vez molidas se prepararon las bolsitas ruminales, en tela de nylon, a un tamafio de
15 x 7 cm (52.5 cm? de superficie de contacto), para contener 2 gr de muestra por bolsa,
manteniendo una relacién de 26.25 cm? superficie/gr MS). Estas bolsas fueron cerradas
con nylon de pescar y sujetadas a una cadena cromada (cinco bolsas en una cadena, una
por cada tratamiento). No se pudo emplear mas cantidad muestra pues no se obtuvo

suficiente de los arbustos sometidos al tratamiento T2.
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Procedimiento experimental - Degradabilidad ruminal in sacco

La degradabilidad ruminal, también llamada degradabilidad in sacco o in situ, se realizo
bajo los principios del método de la bolsa de nylon descrito por @rskov et al. (1980).

Las muestras de aproximadamente 2 gr. de follaje de P. lepidophylla fueron colocadas
en bolsas de nylon al interior del C1 de los animales experimentales, por periodos de 0,

4,8, 12, 24 y 48 horas, con 3 réplicas por animal (detalle en Anexo N° 5).

Digestibilidad in vitro

La digestibilidad in vitro de la materia seca fue realizada por el Laboratorio de
Bioquimica, Nutricion y Alimentacion Animal (LBNAA) de la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos, pero el licor ruminal de
Ilama se obtuvo de las llamas canuladas en la Sala de Poligastricos de la UNALM.

Disefo experimental — Digestibilidad in vitro

Los tratamientos empleados fueron los mismos que en el ensayo 3, correspondientes a
las cuatro intensidades de pastoreo y el control. La evaluacion de la respuesta a la
digestibilidad in vitro se realizd bajo un DBCA con error de muestreo y arreglo
factorial, donde los tratamientos fueron los mismo que en los ensayos 2 y 3, los bloques
las llamas y se emplearon 2 pseudo-réplicas por cada tratamiento y por cada llama, pues
las muestras para evaluar un mismo tratamiento provenian de la misma muestra
compuesta.

El modelo aditivo lineal empleado fue el mismo que se usOG para evaluar la
degradabilidad ruminal a las 48 horas, con la diferencia del nimero de pseudorréplicas.
El andlisis de los datos se realizara con el software SAS v.8.0. Las medias de
digestibilidad in vitro se compararan usando la prueba de contrastes ortogonales, con un
nivel de confianza del 95%. El arreglo de las hipdtesis l6gicas y coeficientes se muestra
en la Tabla N° 3.
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Procedimiento experimental - Digestibilidad in vitro

Para esta prueba se separaron 20 gr de cada tratamiento, utilizado para 4 corridas, del
mismo pool de muestras empleado en el ensayo de degradabilidad in sacco, es decir
follaje seco y molido de tolas sometidas a intensidades de pastoreo y con 2 mm de
tamafo de particula. Dicha prueba se realiz6 basandose en la técnica de Tilley y Terry
(1963) con las modificaciones hechas por Leyva (2000) al probar proporciones ideales
de saliva y licor ruminal de alpaca. Para la coleccién del licor ruminal se dejo sin
alimento a los animales desde la tarde anterior. El licor fue colectado a las 7:30 am con
una cuchara larga metalica en un beaker temperado a 38°C. El licor se transporté en un
cooler, debidamente asegurado Yy manteniendo su temperatura. Fue utilizado

aproximadamente una hora después de su coleccion.

Analisis complementarios

Complementariamente se obtuvo informacion del contenido de proteina, FDN, FDA,
lignina y silice de P. lepidophylla, a partir de una muestra por cada tratamiento, antes y
después de su aplicacion, de modo que se tuvieran otros elementos de discusion como
cambios en compuestos primarios o en defensas fisicas debido a la intensidad de

pastoreo.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Ensayo 1: Perfil Fitoquimico de P. lepidophylla

La marcha fitoquimica reveld la presencia constante de cuatro grupos de compuestos

secundarios: triterpenos, flavonoides, taninos y fenoles (Tabla N° 4). La presencia de

los 3 primeros y la ausencia de alcaloides y saponinas es consistente con los hallazgos

de Rodrigo etal. (2010) para P. lepidophylla boliviana. Ademas se encontraron

aminodcidos, azucares reductores y quinonas en las muestras preliminares al desarrollo

del ensayo 2.
Tabla N° 4: Marcha fitoquimica
Prueba Ensayo Resultado Resultado
Pre-pastoreo Post-pastoreo
Antocianidina Antocianidina ND ND
Aminoéacidos Ninhidrina D ND
Cardendlidos Kedde ND ND
Catequinas Catequinas ND ND
Esteroides Lieberman-Buchard ND ND
Dragendorff
Alcaloides Mayer ND ND
Wagner
Azlcares Reductores Fehling D ND
Mucilagos Mucilagos ND ND
Quinonas Brontrager D ND
Lactonas Baljet ND ND
Flavonoides Shinoda D D
Triterpenos Lieberman-Buchard D D
Fenoles Cloruro Férrico D D
Saponinas Espuma ND ND
Glicosidos Vanillina ND ND
Taninos Cloruro Férrico D D

D: Detectable, ND: No Detectable




A pesar que los triterpenos, flavonoides y fenoles han sido estudiados y aislados en
diversas plantas de la tribu Asterae (Alvarenga et al., 2001), a la que pertenece P.
lepidophylla, no es posible generalizar su presencia en todas las especies del grupo
debido a la alta variabilidad inter-especifica que poseen los CQS (Hartmann, 1996) y
que queda demostrada cuando se observan perfiles fitoquimicos de plantas del mismo
género que no presentan los mismos CQS, como en el caso de Baccharis spp.
(Bussmann et al. 2009), donde unas presentan taninos y otras no, por ejemplo.

Dentro de los compuestos encontrados, a las quinonas y amino&cidos no proteicos se les
atribuye roles de defensa contra insectos. Algunas quinonas actlan como téxicos o
reduciendo la digestibilidad de las proteinas (War etal., 2012), mientras que los
aminodacidos no proteicos se incorporan en algunas proteinas modificando su actividad
e interfiriendo inclusive en procesos neuroldgicos (Huang et al., 2011). Los flavonoides
son especialmente reconocidos por sus propiedades de proteccion contra la radiacion
UV aunque también cumplen roles defensivos contra insectos (Pavarini et al., 2010).
Tanto los terpenos como los taninos han sido estudiados por sus propiedades de defensa
anti-herbivoro, reportandose actividad sobre mamiferos herbivoros. Sin embargo, se
prefirié analizar los taninos para el Ensayo 2 debido a que han sido mas estudiados en
su rol anti-nutricional sobre mamiferos herbivoros en diversos niveles, desde la cavidad
oral, actividad ruminal y absorcion intestinal (Barbehenn y Constabel, 2011). En
contraste, el estudio de los terpenos se ha centrado mas en la actividad anti-microbiana
in vitro de la flora ruminal dando resultados en ciertos casos contradictorios
(Papachristou et al., 2005).

La variacion en la concentracion de los CQS o su ausencia y presencia en las diferentes
etapas de la vida de una planta se deben a multiples factores y puede observarse desde
diferentes perspectivas. Asi, influencias externas como el ambiente, disponibilidad de
recursos, clima, fenologia, el consumo por herbivoros o el ataque de enfermedades
pueden modificar de una forma diferente a los CQS vy esta actividad puede cambiar en
funcion a la interaccion de los factores y a la especie de planta. Por ejemplo la radiacion
UV incrementa los flavonoides de ciertas planta, las condiciones de sequia pueden
estimular la emision de monoterpenos (Pavarini et al., 2010) e inclusive el ataque de
hongos puede evitar la formacién de quinonas a partir de otros compuestos fendlicos
(Bhattacharya y Shukla, 2000) siendo responsable del intercambio de concentraciones
entre estos grupos, pero no puede asegurarse que esto ocurra en todas las plantas ni en

todos los ecosistemas.
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La bioquimica de los CQS explica en parte su dinamica porque comparten vias
metabdlicas. Los compuestos fendlicos y nitrogenados comparten las vias del acido
shikimico y el &cido mal6nico, mientras que los diversos terpenos comparten la via del
acido mevalénico o MEP, convirtiéndose muchos CQS en precursores de otros o
compartiendo las mismas moléculas de origen (Crozier et al. 2006; Taiz et al., 2015).
Sin embargo, existe en las plantas un factor interno determinante: la genética, que
establece las posibilidades de produccion de CQS que una planta puede llegar a tener en
funcién de la expresion de las enzimas adecuadas, ya que la biosintesis de CQS utiliza
enzimas muy especificas (Wink, 2010).

En consecuencia la suma e interaccion de factores tanto externos como internos los que
interactlian para la determinar la dinamica de los CQS en la planta (Massad et al., 2011)
y la bioguimica de la planta que muestra los caminos que uno u otro compuesto puede

tomar.

4.2. Ensayo 2: Concentracion de Taninos por Efecto de la Intensidad de

Pastoreo en P. lepidophylla

La concentracion de taninos se vio afectada por uno de los componentes de la intensidad
de pastoreo. A medida que el corte de los arbustos es mas frecuente la concentracion de
taninos disminuye (cada 60 dias: 4.77 g taninos/Kg MS, mientras que cada 30 dias: 4.37
g taninos/Kg MS). El pastoreo en si mismo tiene un efecto de deprimir la concentracion
de taninos, las plantas sometidas a corte tuvieron una concentracion de 4.57 ¢
taninos/Kg MS pero las que no fueron cortadas contenian 4.88 g taninos/Kg MS (Tabla
N° 5). Respecto a los otros factores, la cantidad de follaje removido (nivel de
utilizacion) no parece impactar en la concentracion de taninos, asi como tampoco se
evidencia algun efecto de la interaccién de los factores en estudio.

Los valores de taninos encontrados estan dentro de lo esperado para plantas arbustivas.
Los estudios dan rangos diversos en funcién a las especies vegetales y ecosistemas
analizados, pudiéndose encontrar concentraciones de 0.01 a 49.35% taninos
condensados/ Kg MS (Furstenburg y van Hoven, 1994), 1.34 a 17.2 % taninos totales/
Kg MS (Gemeda y Hassen, 2015) 6 0.1 a 5.34% Taninos/ Kg MS (Mancilla-Leyton

et al., 2014), encajando P. lepidophylla en la categoria de concentracion baja.
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Tabla N° 5: Efecto de la intensidad de pastoreo en la concentracion de taninos

Factores / contrastes Frecuencia de ] Pastoreo Simulado
Nivel de Uso .
evaluados corte (Corte de follaje)
Sin Con

Niveles de los factores 30d 60d 25% 50% pastoreo pastoreo
simulado | simulado

Concentracion de

* * * *
Taninos (g/Kg MS) 4.37 4.77 4.63 4.50 4.88 4.57

(*) Indica la presencia de diferencias significativas entre los promedios comparados para un p-
value < 0.05.

La dinamica en el ascenso o descenso de taninos depende de cada especie en particular,
por ejemplo en el Parque Natural Dofiana de Espafa, el arbusto Myrtus communis
disminuyo su concentracion de taninos de 0.87% a 0.66% por efecto del pastoreo,
mientras que Pistacia lentiscus aumento su concentracion de 3.37% a 3.66%, y aun asi
esta tendencia no es absoluta, pues en ciertas estaciones del afio no se observaron
diferencias significativas en las concentracion de taninos de arbustos pastoreados y no
pastoreados dentro de las mismas especies (Mancilla-Leytén etal., 2014). En P.
lepidophylla los taninos de los arbustos pastoreados alcanzan el 0.46%, mientras que en
los no pastoreados llegan al 0.49%, siendo la diferencia pequefia pero significativa al
igual que en el caso de Pistacia lentiscus.

La disminucion de taninos por un pastoreo mas frecuente implicaria que estos CQS no
constituirian un mecanismo anti-herbivoro, siendo posible que la planta se defienda
usando otros compuestos como triterpenos o flavonoides que se encuentran en su perfil
fitoquimico, en otras plantas se ha encontrado correlaciones negativas entre terpenoides
y taninos pero aun sin la certeza que haya un mecanismo en el que la planta destina sus
recursos de defensa “eligiendo” entre uno u otro compuesto (Adams et al., 2013). Otra
alternativa es que la planta esté destinando sus recursos para el rebrote en lugar de la
defensa, priorizando la tolerancia al pastoreo, qué es otra estrategia que las plantas
utilizan para enfrentar el consumo por herbivoros (Gong y Zhang, 2014). En este
aspecto, se observé un rebrote lento y escaso en comparacion con la cantidad de follaje
removido, sin embargo el experimento se realiz6 en época de lluvias donde la planta
dispone de agua suficiente para rebrotar si es que no esta limitada en otros nutrientes.

Esta explicacion encajaria con la GDH que postula que el crecimiento se preferira sobre
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la produccién de defensas cuando el nivel de recursos disponibles llega a un punto alto
(Herms y Mattson, 1992).

Si bien la diferencia entre frecuencias de corte es clara, esto no quiere decir que los
taninos de los arbustos cortados cada 60 dias no sufrieran cambios en lo absoluto, pues
podria existir cierta temporalidad en la recuperacion del nivel original de taninos post-
pastoreo. Esta idea se basa en el tiempo que transcurre entre el penudltimo corte de los
arbustos y el corte de finalizacion del experimento, 120 dias. Es decir se cuantificaron
taninos en muestras de arbustos cortados por dltima vez hace 30 ¢ 60 dias,
encontrandose menos taninos en aquellos cortados mas recientemente. Si se considera
que el pastoreo no modifica permanentemente el perfil de CQS, cabe entonces la
posibilidad que el tratamiento de 60 dias tambien haya descendido en su contenido de
taninos, sélo que los arbustos tuvieron suficiente tiempo para recuperar su nivel normal
a diferencia del tratamiento de 30 dias. Se ha visto que especies arboreas sometidas a
pastoreo con jirafas pueden recuperar su nivel original de taninos en no mas de 3 dias
después del pastoreo, habiendo exhibido aumentos de concentracion del 13 al 120 %
inmediatamente después del pastoreo (Furstenburg y van Hoven, 1994), es decir existe
evidencia de aumentos de concentracion de taninos a diferentes escalas pero que
retornan a su concentracion original. Sin embargo, estos efectos no necesariamente
serian tan inmediatos, pues los estudios que observan los efectos del pastoreo en el largo
plazo han demostrado tanto aumentos como descensos de concentracion de taninos y
otros fenoles en rangos de — 17.2 a + 30.8 % (Mancilla-Leyton et al., 2014). En el
presente estudio los arbustos con mas frecuencia de pastoreo exhiben un 8% menos
taninos que los pastoreados cada 60 dias, y en general los arbustos sometidos a corte
tienen 6% menos taninos que los arbustos control, estos valores se encuentran en el
rango de respuestas al pastoreo en el largo plazo.

Podria entonces existir una recuperacion en el nivel original de taninos que tardaria mas
de un mes, dando a entender que la respuesta de los CQS al pastoreo ocurriria en una
suerte de mediano plazo alcanzando una recuperacion completa de los niveles un par de

meses después.
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4.3.Ensayo 3: Degradabilidad Ruminal y Digestibilidad in vitro de P.
lepidophylla

El nivel de uso tuvo un impacto positivo sobre la degradabilidad ruminal y la DIVMS
del follaje de P. lepidophylla. Los arbustos que experimentaron un nivel de uso superior
50% vs 25%, mostraron una mayor degradabilidad ruminal a las 48 horas (65.5% vs
63.3%) y una mayor DIVMS (46.27% vs 41.41%), tal como se observa en la Tabla N°
6. Ademas se evidencié un efecto de la interaccion de la frecuencia de corte por el nivel
de uso (FCxNU) sobre la degradabilidad ruminal (Figura N° 1), donde se observa que
cuando el nivel de uso es bajo (25%), la degradabilidad es menor ante cortes mas
frecuentes (cada 30 dias), pero bajo un nivel de uso es alto la tendencia es opuesta. No
hubo efecto significativo de la intensidad de pastoreo sobre los coeficientes de la curva
de degradacion.

Tabla N° 6: Efecto de la intensidad de pastoreo en la degradabilidad ruminal a las
48 horas, coeficientes de degradabilidad y digestibilidad in vitro de la materia seca

Factores / Frecuencia de ] Pastoreo Simulado
contrastes Nivel de Uso .
corte (Corte de follaje)
evaluados
Niveles de los Sin Con
30d 60d 25% 50% pastoreo pastoreo
factores ] ]
simulado simulado
Degradabilidad
ruminal a las 48 64.14 64.61 63.26* 65.49* 65.62 64.37
horas (%)
a 19.60 19.80 19.35 20.05 19.9 19.70
b 47.00 47.95 46.8 48.15 49.2 47.48
c 0.08 0.07 0.07 0.08 0.07 0.07
DIVMS (%) 43.35 44.33 41.41* 46.27* 40.15* 43.84*

a: fraccion soluble del alimento, b: fraccion insoluble pero potencialmente soluble del alimento, c: tasa
de degradacién constante de la fraccidn potencialmente soluble
(*) Existen diferencias significativas entre los promedios comparados para un p-value < 0.05.
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La respuesta al pastoreo simulado resulta contradictoria al comparar la degradabilidad
ruminal con la digestibilidad in vitro. Lo méas probable es que se deba al contraste
ortogonal utilizado. Los tratamientos de pastoreo simulado al tener respuestas muy
diversas enmascaran el efecto de pastorear en si mismo (el acto de quitarle follaje a la
planta), como hay intensidades de pastoreo que reducen o incrementan la degradabilidad
al promediarse esta se acerca al Control, pero eso no quiere decir que el pastoreo no
tenga efecto en la degradabilidad en lo absoluto s6lo que dependera de la intensidad
para notar la diferencia.

Los impactos de la intensidad de pastoreo sobre degradabilidad y DIVMS podrian
deberse a la existencia y dinamica de las defensas quimicas de P. lepidophylla, pues las
arbustivas en general son plantas bien defendidas (Papachristou et al., 2005) y armadas
de CQS con propiedades documentadas en diversas especies para modificar los
parametros mencionados (Estell, 2010). Sin embargo, estos impactos no parecen estar
relacionados a las propiedades defensivas ni a los efectos benéficos de los taninos
(pueden actuar como by-pasantes de proteinas) debido a que estos son afectados por la
frecuencia de pastoreo, mientras que la degradabilidad y DIVMS es afectada por el
nivel de uso, dificultando establecer una relacion directa entre ellos y la degradacion y
digestion en el animal.

No obstante, hay que considerar que se han evaluado taninos totales y no se han
separado los taninos hidrolizables de los condensados, los cuales muestran efectos
marcadamente diferentes en su actividad y disposicién en el organismo de los animales
(Acamovic y Brooker, 2005; Estell, 2010), lo que podria ser motivo de estudios mas
profundos. Existe entonces la posibilidad de que sean otros los CQS de P. lepidophylla
que podrian exhibir actividad defensiva como los triterpenos, flavonoides y fenoles,
cuya concentracion no fue medida pero podria haberse modificado de manera diferente
a la de los taninos por efecto de la intensidad de pastoreo, pues la dinamica de cada
CQS responde de forma diferente a un mismo estimulo, en este caso el corte o pastoreo
y asi lo demuestran Estell et al. (1996), Scogings et al. (2013) y Mancilla-Leyt6n et al.
(2014), al analizar en simultaneo diversos CQS.

Es posible que el nivel de uso superior haya sobrepasando la capacidad defensiva de la
planta respecto a compuestos que interfieren en la digestion, mostrando la flexibilidad
de las defensas de P. lepidophylla, es decir que estas dejan de producirse por la
necesidad de orientar los recursos al crecimiento y rebrote, lo que se explica dentro de la

hipdtesis de Carbono — Nutriente (Stamp, 2003). La planta entonces estaria dirigiendo
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recursos a otras estrategias para su sobrevivencia como la recuperacion del tejido
perdido, que al ser tejido nuevo contendria mayor concentracion de nutrientes,
mejorando la digestibilidad, o podria conducir sus recursos hacia compuestos
defensivos con diferente actividad, posiblemente mas efectiva que la inhibir o modificar
proteinas, por ejemplo hacia la produccién de terpenoides que podrian causar aversiones
por su olor y sabor. Complementariamente, el 25% de utilizacion de los arbustos podria
ser el estimulo propicio para desencadenar la produccion de compuestos poco
digestibles o de defensas que estarian deprimiendo la capacidad de degradacion de los
microorganismos del C1, ligndose a enzimas digestivas o incluso alterando sus
procesos bioldgicos, pues segun los fundamentos de la hipétesis de disponibilidad de
recursos el costo de defenderse a ese nivel de ataque seria menor al costo de recuperarse
del dafio causado por los herbivoros (Kimball y Provenza, 2003).

Para poder interpretar los resultados de la interaccion FC x NU hay que tener observar
las tendencias desde la perspectiva de cada factor. Cuando el nivel de uso es bajo
(25%), la degradabilidad aumenta a medida que la frecuencia disminuye; pero si el nivel
de uso es alto (50%) la degradabilidad disminuye a medida que la frecuencia se reduce.
Entonces si la frecuencia de corte es alta (cada 30 dias) la degradabilidad aumentara a
medida que se incremente el nivel de uso y si la frecuencia de corte es baja (cada 60
dias) la degradabildiad se mantiene casi constante en ambos niveles de uso.

Estos hallazgos revelarian que bajo un régimen de pastoreo frecuente con poca
remocion de follaje (25 %) P. lepidophylla desencadena mecanismos defensivos que
limitan la degradabilidad, pero cuando la cantidad de follaje removido es mayor (50 %)
estos mecanismos no se producen o son sobrepasados y ocurren otros que mejoran la
degradabilidad. En cambio cuando los pastoreos son menos frecuentes parece no
activarse el mecanismo defensivo o ser muy leve, pero no es influenciado por la
cantidad de forraje que se corte. Esto demostraria que la dinamica de la defensa es
sensible a los estimulos y no responde simplemente al dafio, sino que depende de las
caracteristicas de dicho dafio, como qué tan frecuente es, qué tan prolongado es o cual
es su magnitud, como se ha observado en respuestas altamente variables de la dindmica
de CQS con diferentes niveles de uso o carga animal (Estell et al., 1996; Barroso et al.,
2003; Scogings et al., 2013).

El hecho que la interaccion FC x UN no haya afectado la DIVMS pero si la
degradabildiad ruminal a las 48 horas podria evidenciar la existencia de factores in vivo

que marcan la diferencia. Uno de ellos seria la presencia de saliva de Ilama, que no
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logra replicarse in vitro por el tipo de proteinas que esta podria contener y que en
herbivoros silvestres interacttia con los CQS (Makkar, 2003). Otro factor a considerar es
la exposicién de la muestra al ataque de microorganismos del C1, pues en el ensayo de
degradabilidad in situ se tiene 2 g expuestos a todo el volumen del compartimiento,
mientras que in vitro es casi la misma cantidad de muestra a un volumen mucho mas
reducido, es decir el ataque microbiano es mas abundante siendo mas probable que
sobrepase los posibles mecanismos antimicrobianos o de inhibicidn de muestras tan

pequefas y por ello si haya un resultado significativo en la degradabilidad en el C1.

Figura N° 1: Efecto de la interaccion de la frecuencia de corte por el nivel de uso
sobre la degradabilidad ruminal a las 48 horas (Prueba DLS, p < 0.05)
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La similitud encontrada en los coeficientes de las curvas de degradabilidad ruminal,
obtenidas para cada tratamiento y con cada llama (Tabla N° 6), indicaria que la
dinamica de la degradacion (fraccién soluble, potencialmente soluble y tasa de
degradacion) es muy parecida bajo cualquier intensidad de pastoreo empleada, sin
embargo las ligeras diferencias en la degradacion de los tratamientos si se evidencian en
el nivel de degradabilidad a las 48 horas y que es consistente con la DIVMS.

Es necesario considerar en el analisis que puede haber una influencia de otro tipo de

defensas sobre la degradabilidad y digestibilidad, como las defensas fisicas entre ellas la

49



lignina y el silice, asi como los compuestos primarios que pueden modificarse por la
intensidad de pastoreo. Se realiz6 un andlisis complementario (Anexo N° 13) pero sin
rigurosidad estadistica de la proteina, componentes de fibra, silice y lignina de P.
lepidophylla y se observaron diferencias notorias en la calidad de la fibra asi como la
lignina bajo las diferentes intensidades de pastoreo, pudiendo constituir otro elemento
de explicacion de las diferencias encontradas.

Finalmente, estas tendencias revelan que la intensidad de pastoreo estd provocando
cambios en la dindmica en la composicién quimica de las plantas y que en definitiva
afecta a los CQS (observado a través de los taninos) asi como la degradabilidad ruminal
y la DIVMS, dejando entrever la posibilidad de efectos defensivos quimicos o incluso
fisicos.

Si bien la existencia de la actividad defensiva de P. lepidophylla estaba sugerida por los
altos niveles de consumos por llamas pero bajos por otras especies animales durante la
época seca (Flores, 1993) asi como su naturaleza de planta arbustiva desarrollada en
ecosistemas pobres en recursos, es posible que sean otros los mecanismos de defensa
muy aparte de aquellos que impactan en el proceso digestivo como es el caso de los
mecanismos de aversion a texturas o aromas y que pueden ser causados por sustancias
resinosas, que estdn compuestas de flavonoides y terpenos (Johnson y Brain, 1985)
presentes en la marcha fitoquimica, o ciertos terpenos y aceites esenciales que por el
olor intenso pueden disuadir a los herbivoros de consumir ciertas plantas (Villalba y
Provenza, 2009) y cuya actividad defensiva se veria reflejada en pruebas de aceptacion
y preferencia.

Los niveles de uso altos (50%) estarian favoreciendo la digestibilidad de los arbustos
para las Ilamas aunque resulte contradictorio al pensamiento tradicional que una planta
bien defendida aumentaria sus defensas ante un ataque mas intenso por los herbivoros.
Para que esta informacion sea practica para el manejo de animales al pastoreo es
necesario evaluar los impactos en la salud, produccién y calidad de producto animal,
pues aun existe la posibilidad que otros CQS ejerzan su actividad limitando la

utilizacion de los nutrientes o causando toxicidad.
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V. CONCLUSIONES

P. lepidophylla contiene flavonoides, triterpenos, fenoles, taninos, quinonas,
azucares reductores y aminoéacidos dentro de su perfil de compuestos
secundarios.

El pastoreo frecuente, cada 30 dias, redujo la concentracion de taninos totales en
hojas de P. lepidophylla, por lo que no constituirian un mecanismo de defensa
anti-herbivoro para la planta en el mediano plazo.

La concentracion de taninos totales en las hojas de P. lepidophylla no mostro
una variacion significativa entre los niveles de utilizacion del 25 y del 50 % del
follaje disponible.

Un 50% de nivel de utilizacion tuvo un efecto positivo sobre la degradabilidad
ruminal en llamas a las 48 horas de incubacion y la DIVMS de P. lepidophylla
reduciendo la capacidad de defensa anti-herbivoro de la planta.

La frecuencia de pastoreo, a diferencia del nivel de uso, no afectd la
degradabilidad ruminal en llamas a las 48 horas de incubacion ni la DIVMS de
P. lepidophylla.

La interaccion del nivel de uso y frecuencia de corte origind respuestas de la
degradabilidad ruminal a las 48 horas que son diferentes a sus efectos aislados
demostrando que la intensidad del dafio desencadena respuestas defensivas

particulares en las plantas.



VI. RECOMENDACIONES

Realizar experimentos analizando la concentracién de los principales grupos de
CQS asi como los nutrientes primarios de una planta y establecer en qué medida
los CQS estarian afectando la digestibilidad u otro pardmetro.

Profundizar en el andlisis de la diversidad de dafios ocasionados por el pastoreo
sobre las plantas para determinar los umbrales en los que los estimulos
sobrepasan la capacidad defensiva de los CQS.

Aislar los CQS y ofrecerlos en cantidades definidas dentro de las dietas de los
animales para poder observar el efecto aislado de un CQS sobre la
degradabilidad, digestibilidad, consumo y produccion de una animal.

Disefiar ensayos para determinar la naturaleza y tipo de rol de los diferentes
mecanismos, como tolerancia, evasion o defensa, utilizados por las plantas para
enfrentar el pastoreo.

Establecer las diferencias en el comportamiento de diferentes especies animales
(ovino, alpaca, llama) para lidiar con los CQS y contribuir asi al mejor manejo y
aprovechamiento de las plantas arbustivas.

Evaluar como varian las concentraciones de los CQS bajo diferentes escenarios
de estrés y otros factores que pudieran modificar el contenido de dichos
compuestos en la planta.

Disefiar experimentos criticos para establecer otros mecanismos de respuesta
quimica de las plantas a los efectos del manejo del pastoreo, configurando

escenarios en los que son dafiadas bajo diferentes frecuencias, niveles y formas.
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VIII. ANEXOS



Anexo N° 1: Caracterizacion del area experimental

En el &rea experimental seleccionada dentro del territorio de la estacion Quimsachata la
composicion floristica estuvo dominada, en funcion a la cobertura aérea, principalmente
por Parastrephia lepidophylla (arbustiva) y en segundo lugar por Jarawa ichu var.
pungens (graminea). Se encontraron en menor medida, otras especies listadas a

continuacion.

Especies vegetales en parcela experimental de Quimsachata (Puno)

Especie Familia Grupo Funcional
Azorella sp. Apiaceae Pseudo-Graminea
Bartsia diffusa Scrophulariaceae Herbacea
Belloa piptolepis Asteraceae Herbacea
Bidens andicola Asteraceae Herbacea
Bromus catharticus Poaceae Graminea
Calamagrostis heterophylla Poaceae Graminea
Conyza deserticola Asteraceae Herbacea
Festuca dolichophylla Poaceae Graminea
Galium corymbosum Rubiaceae Herbacea
Gnaphalium lacteum Asteraceae Herbacea
Jarawa ichu var. pungens Poaceae Graminea
Lepechinia meyenii Lamiaceae Herbacea
Mulhembergia fastigiata Poaceae Graminea
Mulhembergia peruviana Poaceae Graminea
Nasella sp. Poaceae Graminea
Parastrephia lepidophylla Asteraceae Arbustiva
Senecio sp. Asteraceae Herbacea
Tagetes multiflora Asteraceae Herbacea

La evaluacion de pastizal preliminar permitié caracterizar el pastizal respecto a la
biomasa aérea, cobertura basal y cobertura aérea. La cobertura vegetal, por el método de
Parker, del area de tolar experimental no es muy amplia (23%) al compararse con la
gran cantidad de mantillo encontrada (71.5%). Bajo el método de la transecta lineal se
encontré una cobertura aérea de 73.6%, considerandose que incluye el aporte de
especies de todos los estratos, y una cobertura basal del 16.4%. EI método permite saber

las especies con mayor aporte de la cobertura vegetal, siendo P. lepidophylla y Jarawa
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ichu las mayores aportantes a la cobertura aérea relativa (62.6 % y 23.3 %
respectivamente) y a la cobertura basal relativa (57.3 % y 29.9 % respectivamente).

Cobertura del area experimental
(Método de Parker)

Suelo desnudo
5%

Roca
1%

Cobertura
vegetal
23%

La densidad de plantas de P. lepidophylla fue de 2.7 arbustos/m?, lo cual permitié tener
suficientes arbustos para seleccionarlos en la prueba.

El forraje disponible del area experimental fue calculado por el Método del cuadrante,
cortando todo el material vegetal aéreo que cafa en los 5 cuadrantes de 1 m? distribuidos
en las 2 transectas de 30 m que cruzaban el area. En el caso de especies arbustivas se
muestrearon ramas y se peso el follaje de cada una, luego se contaban las ramas que
caian en los cuadrantes para determinar su aporte al forraje disponible. El area contaba
con 2000 Kg/Ha de forraje disponible, correspondiendo el 46.5% a P. lepidophylla y el
50.9 % a J. ichu.
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Anexo N° 2: Caracterizacion fisico - quimica del suelo

0,
" C.E. | caco, | M.O. P K Anaélisis Mecénico (%) Clase cIc Cationes cambiables (meq/lOOg)3 Sl:j?a Sl(er:a Sat
dsim | % % | PPM | PPM | Arena | Limo | Arcilla | TeXtural | meg/100g | o2 Mg | K' | Na* f:—F cationes | bases bgsees

7.84 | 024 | 000 | 237 | 46 | 196 62 30 8 Fr.A. 19.68 19.26 | 0.63 | 0.64 | 0.15 | 0.00 | 19.68 | 19.68 | 100

* Se muestrearon 4 puntos de la parcela experimental a 30 cm de profundidad y se envidé una muestra compuesta para el anélisis de las caracteristicas fisico — quimicas del
suelo.
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Anexo N° 3: Descripcion del Sitio Experimental: Estacion Quimsachata del INIA

El experimento se llevd a cabo en la estacion experimental Quimsachata del INIA
(Puno), asi como el ensayo 1, durante el periodo de Noviembre del 2014 a Marzo del
2015. Se registré una temperatura promedio de 7.7 °C, con minima de -2.1°C y méaxima
de 19.9°C. El promedio diario no fue muy diferente entre los meses de estudio variando
de 7.5 a 8 °C. La precipitacién acumulada durante los 5 meses fue de 464.5 mm. La
humedad relativa (HR) vari6 de 24.2% (min.) a 83.2% (méax.), durante el periodo
experimental, con un promedio de 63.9%. EI promedio de la HR mostrd una clara
diferencia entre los meses de Noviembre y Diciembre comparados con los meses de
Enero a Marzo, donde fue marcadamente superior.

El area experimental fue un tolar ubicado en una ladera junto al conjunto de lagunas
denominado Lagunillas. Dicha area de 800 m?® (40 x 20 m) fue cercada con 6 hilos de
alambre de puas para evitar el ingreso de ganado durante el periodo del experimento,

pues en la zona pastorean ovejas, llamas y alpacas.
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Anexo N° 4: Proceso de adaptacion y fistulacion de llamas

Adaptacion y cuidado de los animales

La prueba se realiz6 con dos llamas que fueron fistuladas y canuladas exclusivamente
para este ensayo. Las llamas fueron traidas el 25 de Abril del 2015 desde la comunidad
campesina de Marcapomacocha y pasaron por un periodo de adaptacion a la nueva dieta
y condiciones de cautividad antes de ser sometidas a la operacion.

Se inici6 su alimentacion con panca seca picada (1 — 4 pulg). Diariamente se cambiaba
la racién por una nueva y se decidié colocarla fuera del comedero, en el piso, con el fin
de que su alimentacion sea lo mas parecida a la que tenian en campo.

Los 4 primeros dias las llamas no probaron el alimento, luego fueron adaptandose
progresivamente. A partir del sexto dia se introdujo escalonadamente heno de alfalfa
picado (2 a 3 pulg). A las dos semanas ya habian aceptado por completo su nueva dieta
y se habia retirado por completo la panca picada para quedar con heno de alfalfa como
dieta basal, la cual se ofrecio entera por fines practicos.

Al inicio la alimentacién fue ad libitum (las 2 primeras semanas) pero luego se ajusto la
dieta a un consumo para mantenimiento que fue de 1.8 Kg de heno de alfalfa por dia,
distribuida en 2 raciones a las 7.30 am y a la 1.30 pm. El agua se suministré ad libitum,
y era cambiada diariamente.

La limpieza de la jaula fue diaria, lo que mantuvo la presencia de moscas

considerablemente baja.

Fistulacion de los animales

Una vez adaptadas, un mes luego de su llegada, se inicio el procedimiento de
fistulacion, primero colocando unas presillas de aluminio a la altura del ijar izquierdo de
las Ilamas, estirando su piel de modo que las presillas cortaran la circulacién y la piel se
secara; esto debia dejar un hueco donde se colocaria la canula. Sin embargo, el
procedimiento no fue exitoso requiriendo cirugia para abrir correctamente la fistula.

Los animales no comieron el dia anterior a la operacion y fueron sedados con Xilasina
intramuscular. Se rasur0 el area de operacion y se lavd con esponja y jabon antiséptico.
En la piel alrededor de la ubicacion de la canula se aplicé Lidocaina via subcutanea para
reducir el dolor del corte. Se realizd un corte circular a la piel y serosa, retirando una
porcion equivalente al diametro de entrada de la canula. Al encontrar el Compartimiento

1 (C1), equivalente al rumen, se realiz6 un corte, drenando un poco de licor y se sutur6
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junto al masculo y piel de manera circular para asegurar el orificio. Posteriormente se
inserto la canula de jebe y se asegurd con una arandela acrilica.

Los cuidados posoperatorios consistieron en aplicacion por 5 dias de Enrofloxacina para
prevenir infecciones y Ketoprofeno por 3 dias para disminuir la inflamacion.
Diariamente se limpiaba la canula, se aplicaba violeta de genciana a la piel bajo la
arandela con ayuda de una jeringa y Curamic® Ag Plata en aerosol alrededor de la
canula para evitar la incidencia de moscas. El posoperatorio duré un mes hasta iniciar

las pruebas.
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Anexo N° 5: Protocolo de ensayo de degradabilidad ruminal en llamas.

El procedimiento llevado a cabo consistio6 amarrar cinco bolsitas de 2.0 g,
correspondientes a los cinco tratamientos, a una cadena cromada y colocarla dentro del
Cl de las llamas fistuladas. Cada cadena de bolsitas permanecié en el C1 un
determinado tiempo de incubacién, después de finalizado ese tiempo se sacaba la
cadena con las bolsitas y se colocaba otra cadena con muestras, que permaneceria un
tiempo de incubacion mayor, de modo que la degradabilidad se evalud en periodos
sucesivos de: 0, 4, 8, 12, 24 y 48 horas.

Esquema de colocaciéon de muestras para el Ensayo de Degradabilidad Ruminal en

llamas

|

4 H —> Seretira cadena

T T T T
¢ 1 2 3 4
— e

. gH —> Seretira cadena

-

w12,24y48H
&

En el caso de la incubacién por 0 horas, esta no se dio en el C1 de las llamas, sino que
se dejo las bolsitas sumergidas en un balde con agua corriente por espacio de media
hora, para la eliminacién de los nutrientes solubles y luego se siguié el procedimiento
de lavado, tal cual como si hubiesen sido retiradas del C1.

Pasado cada tiempo de incubacion se retiraron las bolsitas del C1. Dicho procedimiento
consistio en introducir los dedos en la canula, dentro del compartimiento e ir limpiando

el nylon hasta encontrar el inicio de la cadena, asi con los dedos de una mano se iba
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limpiando la cadena del contenido ruminal y con la otra se jalaba la cadena, el proceso
llevaba entre 5 a 20 minutos, dependiendo del que tan al fondo hayan ingresado las
bolsitas.

Una vez retiradas y la canula cerrada las bolsitas fueron introducidas en agua fria para
cortar el proceso de fermentacion. Se lavaron una por una en agua corriente y se dejaron
secar al aire por un dia. Posteriormente se secaron en estufa y se pesaron en balanza
analitica para determinar el porcentaje degradado de MS por cada tiempo de incubacién.
Una vez que se introdujeron y retiraron las bolsitas correspondientes a cada tiempo de
incubacion (de 4 a 48 horas) se consideraba que se termind una serie de muestras y el
animal descansaba por lo menos un par de dias.

En total se colocaron 3 series de muestras en cada animal, de modo que cada

tratamiento fue evaluado bajo 5 periodos de incubacion por 3 veces en dos animales.
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Anexo N° 6: Salidas SAS del andlisis de Covarianza para evaluar el efecto de la
intensidad de pastoreo sobre la concentracion de taninos

concentracion de taninos

Obs trat bloque inicial final

1 C 1 3.073 4.84
2 C 2 2729 453
3 C 3 2799 492
4 C 4 2901 4.96
5 C 5 2649 513
6 T1 1 3435 462
7 T1 2 3127 411
8 T1 3 2609 451
9 T1 4 2283 441
10 T1 5 2647 492
11 T2 1 2917 399
12 T2 2 3102 4.27
13 T2 3 3515 446
14 T2 4 3478 443
15 T2 5 2466 3.97
16 T3 1 2385 463
17 T3 2 2275 467
18 T3 3 2636 487
19 T3 4 3414 5.05
20 T3 5 2919 452
21 T4 1 3553 460
22 T4 2 2410 449
23 T4 3 2435 490
24 T4 4 2427 491
25 T4 5 2563 4098

concentracion de taninos
The GLM Procedure

Class Level Information
Class Levels Values

trat 5 CT1T2T3T4
bloque 5 12345

Number of observations 25
concentracion de taninos
The GLM Procedure

Dependent Variable: final

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 9 1.85525427 0.20613936 4.80 0.0038
Error 15 0.64480173 0.04298678

Corrected Total 24 2.50005600

70



R-Square Coeff Var  Root MSE final Mean
0.742085 4.480347 0.207333  4.627600
Source DF TypelSS Mean Square F Value Pr>F
trat 4 1.37009600 0.34252400 7.97 0.0012
bloque 4 0.43113600 0.10778400 2.51 0.0861
inicial 1 0.05402227 0.05402227 1.26 0.2799
Source DF Typelll SS Mean Square F Value Pr>F
trat 4 139732514 0.34933128 8.13 0.0011
bloque 4 0.44903318 0.11225830 2.61 0.0775
inicial 1 0.05402227 0.05402227 1.26 0.2799
Standard
Parameter Estimate Error t Value Pr> [t
Intercept 4515428924 B  0.32531405 13.88 <.0001
trat C 0.079402614B  0.13240959 0.60 0.5577
trat T1 -0.281247623B  0.13224789 -2.13  0.0505
trat T2 -0.608420101B  0.14045526  -4.33  0.0006
trat T3 -0.034505859B  0.13125697 -0.26  0.7962
trat T4  0.000000000B . . .
blogque 1 -0.225202963B  0.14070701 -1.60  0.1303
blogque 2 -0.300771110B  0.13148015 -2.29 0.0371
blogque 3  0.007753552 B  0.13236652  0.06 0.9541
bloque 4  0.014012963 B  0.13458777  0.10 0.9185
blogue 5  0.000000000B . : .
inicial 0.134976318 0.12040336  1.12 0.2799

NOTE: The X'X matrix has been found to be singular, and a generalized inverse
was used to solve the normal equations. Terms whose estimates are
followed by the letter 'B' are not uniquely estimable.

concentracion de taninos

The GLM Procedure
Least Squares Means

Standard LSMEAN
trat final LSMEAN Error  Pr>|t| Number
C 487595681  0.09272194  <.0001 1
T1 451530657  0.09272926  <.0001 2
T2 4.18813409 0.09808642  <.0001 3
T3 4.76204834  0.09356493  <.0001 4
T4 4.79655419  0.09451735 <.0001 5
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Least Squares Means for effect trat
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)

Dependent Variable: final

ilj 1 2 3 4 5
1 0.0149 00001 04008  0.5577
2 0.0149 0.0287  0.0804  0.0505
3 00001  0.0287 0.0009  0.0006
4 04008 00804  0.0009 0.7962
5 05577 00505  0.006  0.7962

NOTE: To ensure overall protection level, only probabilities associated with
pre-planned comparisons should be used.

Standard LSMEAN
bloque final LSMEAN Error Pr>|tf Number
1 450323855 0.09721839 <.0001 1
2 442767040 0.09352038 <.0001 2
3 473619506  0.09279741  <.0001 3
4 474245447  0.09311208 <.0001 4
5 472844151  0.09525078 <.0001 5
Least Squares Means for effect bloque
Pr > |t| for HO: LSMean(i)=LSMean(j)
Dependent Variable: final
i/j 1 2 3 4 5
1 0.5907 0.1054 0.0917 0.1303
2 0.5907 0.0330 0.0316 0.0371
3 0.1054 0.0330 0.9627 0.9541
4 0.0917 0.0316 0.9627 0.9185
5 0.1303 0.0371 0.9541 0.9185

NOTE: To ensure overall protection level, only probabilities associated with
pre-planned comparisons should be used.

concentracion de taninos

The ANOVA Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
trat 5 CT1T2T3T4
bloque 5 12345

Number of observations 25
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concentracion de taninos

The ANOVA Procedure
Dependent Variable: final

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 1.80123200 0.22515400 5.16 0.0026
Error 16 0.69882400 0.04367650
Corrected Total 24 2.50005600

R-Square Coeff Var  Root MSE final Mean

0.720477  4.516147  0.208989  4.627600

Source DF  AnovaSS Mean Square FValue Pr>F
trat 4 137009600 0.34252400 7.84 0.0011
bloque 4 043113600 0.10778400 2.47 0.0867

concentracion de taninos
The ANOVA Procedure

Class Level Information
Class Levels Values
trat 5 CT1T2T3T4
bloque 5 12345

Number of observations 25

concentracion de taninos
The ANOVA Procedure

Dependent Variable: inicial

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 8 1.06325328 0.13290666 0.72 0.6743
Error 16 2.96522536 0.18532659
Corrected Total 24 4.02847864

R-Square Coeff Var  Root MSE inicial Mean

0.263934  15.21251  0.430496 2.829880

Source DF  AnovaSS Mean Square FValue Pr>F
trat 4 052361384 0.13090346 0.71 0.5992
blogque 4 0.53963944 0.13490986 0.73 0.5858
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Anexo N° 7: Salidas SAS del anélisis de Disefio de Bloques y prueba de contrastes
ortogonales para analizar el efecto de la intensidad de pastoreo sobre la
concentracién de taninos

CONCENTRACION DE TANINOS

Obs trat blog inicial final

1 C 1 3073 484
2 C 2 2729 453
3 C 3 2799 492
4 C 4 2901 496
5 C 5 2649 513
6 T1 1 3435 462
7 T1 2 3127 411
8 T1 3 2609 451
9 T1 4 2283 441
10 T1 5 2647 492
11 12 1 2917 399
12 T2 2 3102 4.27
13 T2 3 3515 446
14 T2 4 3478 443
15 T2 5 2466 397
16 T3 1 238 463
17 T3 2 2275 467
18 T3 3 2636 4.87
19 T3 4 3414 505
20 T3 5 2919 452
21 T4 1 3553 460
22 T4 2 2410 449
23 T4 3 2435 490
24 T4 4 2427 4091
25 T4 5 2563 498

CONCENTRACION DE TANINOS
The GLM Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
blog 5 12345
trat 5 CT1T2T3T4

Number of observations 25
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CONCENTRACION DE TANINOS
The GLM Procedure

Dependent Variable: final

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 8 1.80123200 0.22515400 5.16 0.0026
Error 16 0.69882400 0.04367650
Corrected Total 24 2.50005600
R-Square Coeff Var  Root MSE final Mean
0.720477 4516147 0.208989  4.627600

Source DF TypelSS Mean Square FValue Pr>F
blog 4 0.43113600 0.10778400 2.47 0.0867
trat 4 1.37009600 0.34252400 7.84 0.0011
Source DF Typelll SS Mean Square FValue Pr>F
blog 4 0.43113600 0.10778400 2.47 0.0867
trat 4 1.37009600 0.34252400 7.84 0.0011

CONCENTRACION DE TANINOS
The GLM Procedure

t Tests (LSD) for final

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the

experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 16
Error Mean Square 0.043677
Critical Value of t 2.11991

Least Significant Difference 0.2802

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping Mean N trat

A 48760 5 C
B A 47760 5 T4
B A 47480 5 T3
B 45140 5 T1

C 42240 5 T2
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CONCENTRACION DE TANINOS
The GLM Procedure
Duncan's Multiple Range Test for final

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the
experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 16
Error Mean Square 0.043677

Number of Means 2 3 4 5
Critical Range .2802 .2938 .3023 .3082

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan
Groupi
ng Mean N trat

A 48760 5 C

B A 47760 5 T4

B A 47480 5 T3

B 45140 5 T1
c 42240 5 T2

CONCENTRACION DE TANINOS
The GLM Procedure
t Tests (LSD) for final

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the
experimentwise error rate.

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 16
Error Mean Square 0.043677
Critical Value of t 2.11991

Least Significant Difference 0.2802
Means with the same letter are not significantly different.

t

Groupi
ng Mean N blog
A 47520 5 4
A 47320 5 3
A 47040 5 5
B A 45360 5 1
B 44140 5 2
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CONCENTRACION DE TANINOS
The GLM Procedure
Duncan's Multiple Range Test for final

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the
experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 16
Error Mean Square 0.043677

Number of Means 2 3 4 5
Critical Range .2802 .2938 .3023 .3082

Means with the same letter are not significantly different.

Duncan
Groupi
ng Mean N blog

A 47520 5 4
A 47320 5 3

B A 47040 5 5

B A 45360 5 1

B 44140 5 2

CONCENTRACION DE TANINOS
The GLM Procedure

Dependent Variable: final

Contrast DF Contrast SS Mean Square F Value Pr>F
freq 1 0.77224500 0.77224500 17.68 0.0007
niveluso 1 0.08580500 0.08580500 1.96 0.1801
corte 1 0.38564100 0.38564100 8.83 0.0090
inter 1 0.12640500 0.12640500 2.89 0.1083
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Anexo N° 8: Salidas SPSS para célculo de coeficientes de curvas de degradabilidad
ruminal

SAVE OUTFILE='D:\TESIS MAESTRIA\degrad T1 llamal.sav'
/COMPRESSED.

* Regresion no lineal.

MODEL PROGRAM a=5 b=20 ¢=0.01.

COMPUTE PRED_=a+b*(1-EXP(-c*Tiempo)).

NLR degrad
J/OUTFILE="C:\Users\user\AppData\Local\Temp\spss8804\SPSSFNLR.TMP'
/PRED PRED _

/CRITERIA SSCONVERGENCE 1E-8 PCON 1E-8.

Analisis de regresion no lineal

Historial de iteraciones®

Suma de Parametro
cuadrados

NUmero de iteraciones? residual a b c

1.0 25152,629 5,000 20,000 ,010
1.1 4012960,330 18,770 -508,049  [408
1.2 860,273 16,232 62,500 ,038
2.0 860,273 16,232 62,500 ,038
2.1 1986,430 17,553 31,983 074
2.2 458,203 19,417 49,965 ,050
3.0 458,203 19,417 49,965 ,050
3.1 443,598 17,440 42,148 ,081
4.0 443,598 17,440 42,148 ,081
4.1 306,401 18,059 46,478 ,076
5.0 306,401 18,059 46,478 ,076
5.1 306,031 17,896 46,441 ,078
6.0 306,031 17,896 46,441 ,078
6.1 306,013 17,956 46,469 077
7.0 306,013 17,956 46,469 077
7.1 306,012 17,939 46,463 077
8.0 306,012 17,939 46,463 077
8.1 306,012 17,944 46,465 077
9.0 306,012 17,944 46,465 077
9.1 306,012 17,943 46,465 ,077
10.0 306,012 17,943 46,465 ,077
10.1 306,012 17,943 46,465 ,077

Las derivadas se calculan numéricamente.

a. El nimero de iteraciones mayores se muestra a la izquierda del decimal, mientras
que el nimero de iteraciones menores se encuentra a la derecha del decimal.

b. La ejecucion se detuvo después de 22 evaluaciones de modelos y 10 evaluaciones
de derivadas, ya que la reduccion relativa entre sumas residuales sucesivas de
cuadrados es, como mucho, SSCON = 1.00E-008.

Estimaciones de los parametros

| Intervalo de confianza al 95%
Parametro  |Estimacion  [Error tipico  |Limite inferior  |Limite superior
a 17,943 2,944 11,628 24,258

b 46,465 3,706 38,516 54,414

c ,077 ,015 ,045 ,110
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Correlaciones de las estimaciones de los

arametros
a b C

a 1,000 -,582 -,602

b -,582 1,000 -,177
|c -,602 -,177 1,000

ANOVA?
| Suma de Medias
Origen cuadrados gl cuadraticas
Regresion 36722,512 3 12240,837
Residual 306,012 14 21,858
Total sin correccion  |37028,524 17

Total corregido 3852,878 16

Variable dependiente: degrad
a. R cuadrado = 1 - (Suma de cuadrados residual) / (Suma corregida de

cuadrados) =.921.
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SAVE OUTFILE='D:\TESIS MAESTRIA\degrad_T2_llamal.sav'
/COMPRESSED.

* Regresion no lineal.

MODEL PROGRAM a=5 b=20 ¢=0.01.

COMPUTE PRED_=a+b*(1-EXP(-c*Tiempo)).

NLR degrad
J/OUTFILE="C:\Users\user\AppData\Local\Temp\spss8804\SPSSFNLR.TMP'
/PRED PRED _

/CRITERIA SSCONVERGENCE 1E-8 PCON 1E-8.

Analisis de regresion no lineal

Historial de iteraciones®

Suma de Parametro
cuadrados

NUmero de iteraciones? residual a b c

1.0 27136,965 5,000 20,000 ,010
1.1 3499073,199 18,455 -473,342  [,393
1.2 1095,024 15,038 62,410 ,037
2.0 1095,024 15,038 62,410 ,037
2.1 1243,313 17,492 39,741 ,069
2.2 768,112 18,154 43,856 ,063
3.0 768,112 18,154 43,856 ,063
3.1 312,173 17,756 51,266 ,070
4.0 312,173 17,756 51,266 ,070
4.1 311,280 17,977 51,495 ,067
5.0 311,280 17,977 51,495 ,067
5.1 311,229 17,884 51,454 ,068
6.0 311,229 17,884 51,454 ,068
6.1 311,226 17,908 51,470 ,068
7.0 311,226 17,908 51,470 ,068
7.1 311,226 17,902 51,467 ,068
8.0 311,226 17,902 51,467 ,068
8.1 311,226 17,903 51,468 ,068
9.0 311,226 17,903 51,468 ,068
9.1 311,226 17,903 51,468 ,068

Las derivadas se calculan numéricamente.

a. El nimero de iteraciones mayores se muestra a la izquierda del decimal, mientras
que el nimero de iteraciones menores se encuentra a la derecha del decimal.

b. La ejecucion se detuvo después de 20 evaluaciones de modelos y 9 evaluaciones
de derivadas, ya que la reduccion relativa entre sumas residuales sucesivas de
cuadrados es, como mucho, SSCON = 1.00E-008.

Estimaciones de los parametros

Intervalo de confianza al 95%
Parametro  |Estimacion  [Error tipico  |Limite inferior  |Limite superior
a 17,903 2,887 11,710 24,096
b 51,468 3,866 43,176 59,759
c ,068 ,013 ,040 ,096

Correlaciones de las estimaciones de los

arametros

a b C
a 1,000 -,475 -,615
b -,475 1,000 -,289
Cc -,615 -,289 1,000

80



ANOVA?®

Suma de Medias
Origen cuadrados gl cuadraticas
Regresion 39136,446 3 13045,482
Residual 311,226 14 22,230
Total sin correccion  |39447,672 17
Total corregido 4609,238 16

Variable dependiente: degrad
a. R cuadrado = 1 - (Suma de cuadrados residual) / (Suma corregida de

cuadrados) =.932.
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SAVE OUTFILE='D:\TESIS MAESTRIA\degrad T3 llamal.sav'
/COMPRESSED.

* Regresion no lineal.

MODEL PROGRAM a=5 b=20 ¢=0.01.

COMPUTE PRED_=a+b*(1-EXP(-c*Tiempo)).

NLR degrad
J/OUTFILE="C:\Users\user\AppData\Local\Temp\spss8804\SPSSFNLR.TMP'
/PRED PRED _

/CRITERIA SSCONVERGENCE 1E-8 PCON 1E-8.

Analisis de regresion no lineal

Historial de iteraciones®

Suma de Parametro
cuadrados

NUmero de iteraciones? residual a b c

1.0 21871,060 5,000 20,000 ,010
1.1 986456,502 17,691 -252,618  |,250
1.2 3732,726 11,167 49,671 ,029
2.0 3732,726 11,167 49,671 ,029
2.1 754,091 17,328 42,565 ,054
3.0 754,091 17,328 42,565 ,054
3.1 452,388 17,667 52,676 ,044
4.0 452,388 17,667 52,676 ,044
4.1 442,275 17,433 52,587 ,048
5.0 442,275 17,433 52,587 ,048
5.1 442,210 17,500 52,814 ,047
6.0 442,210 17,500 52,814 ,047
6.1 442,209 17,488 52,796 ,047
7.0 442,209 17,488 52,796 ,047
7.1 442,209 17,490 52,799 ,047
8.0 442,209 17,490 52,799 ,047
8.1 442,209 17,490 52,799 ,047

Las derivadas se calculan numéricamente.

a. El nimero de iteraciones mayores se muestra a la izquierda del decimal, mientras
que el nimero de iteraciones menores se encuentra a la derecha del decimal.

b. La ejecucion se detuvo después de 17 evaluaciones de modelos y 8 evaluaciones de
derivadas, ya que la reduccion relativa entre sumas residuales sucesivas de cuadrados
es, como mucho, SSCON = 1.00E-008.

Estimaciones de los parametros

| Intervalo de confianza al 95%
Pardmetro  |Estimacion  |Error tipico  [Limite inferior |Limite superior
a 17,490 3,276 10,463 24,517

b 52,799 6,080 39,759 65,838

C ,047 ,014 ,016 ,078

Correlaciones de las estimaciones de los

arametros
a b C
a 1,000 -,082 -,647
b -,082 1,000 -,635
Cc -,647 -,635 1,000
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ANOVA?®

Suma de Medias
Origen cuadrados gl cuadraticas
Regresion 32606,713 3 10868,904
Residual 442,209 14 31,586
Total sin correccion  [33048,922 17
Total corregido 4435,831 16

Variable dependiente: degrad
a. R cuadrado = 1 - (Suma de cuadrados residual) / (Suma corregida de

cuadrados) =.900.
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SAVE OUTFILE='D:\TESIS MAESTRIA\degrad T4 llamal.sav'
/COMPRESSED.

* Regresion no lineal.

MODEL PROGRAM a=5 b=20 ¢=0.01.

COMPUTE PRED_=a+b*(1-EXP(-c*Tiempo)).

NLR degrad
J/OUTFILE="C:\Users\user\AppData\Local\Temp\spss8804\SPSSFNLR.TMP'
/PRED PRED _

/CRITERIA SSCONVERGENCE 1E-8 PCON 1E-8.

Analisis de regresion no lineal

Historial de iteraciones®

Suma de Parametro
cuadrados

NUmero de iteraciones? residual a b c

1.0 24064,406 5,000 20,000 ,010
1.1 1546767,331 20,049 -318,403  |,288
1.2 3902,511 11,906 51,171 ,030
2.0 3902,511 11,906 51,171 ,030
2.1 1481,546 19,477 33,582 ,062
3.0 1481,546 19,477 33,582 ,062
3.1 457,415 19,766 48,273 ,052
4.0 457,415 19,766 48,273 ,052
4.1 445,112 19,531 48,080 ,057
5.0 445,112 19,531 48,080 ,057
5.1 444,981 19,630 48,314 ,056
6.0 444,981 19,630 48,314 ,056
6.1 444,979 19,612 48,296 ,056
7.0 444,979 19,612 48,296 ,056
7.1 444,979 19,615 48,300 ,056
8.0 444,979 19,615 48,300 ,056
8.1 444,979 19,614 48,299 ,056

Las derivadas se calculan numéricamente.

a. El nimero de iteraciones mayores se muestra a la izquierda del decimal, mientras
que el nimero de iteraciones menores se encuentra a la derecha del decimal.

b. La ejecucion se detuvo después de 17 evaluaciones de modelos y 8 evaluaciones de
derivadas, ya que la reduccion relativa entre sumas residuales sucesivas de cuadrados
es, como mucho, SSCON = 1.00E-008.

Estimaciones de los parametros

| Intervalo de confianza al 95%
Pardmetro Estimacion  [Error tipico  |Limite inferior  [Limite superior
a 19,614 3,364 12,400 26,829

b 48,299 5,127 37,303 59,295

C ,056 ,016 ,022 ,091

Correlaciones de las estimaciones de los

arametros
a b C
a 1,000 -,290 -,633
b -,290 1,000 -,464
Cc -,633 -,464 1,000
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ANOVA?®

Suma de Medias
Origen cuadrados gl cuadraticas
Regresion 35292,789 3 11764,263
Residual 444,979 14 31,784
Total sin correccion  |35737,768 17
Total corregido 4038,466 16

Variable dependiente: degrad
a. R cuadrado = 1 - (Suma de cuadrados residual) / (Suma corregida de

cuadrados) =.890.
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SAVE OUTFILE='D:\TESIS MAESTRIA\degrad_C_llama2.sav'
/COMPRESSED.

* Regresion no lineal.

MODEL PROGRAM a=5 b=20 ¢=0.01.

COMPUTE PRED_=a+b*(1-EXP(-c*Tiempo)).

NLR degrad
J/OUTFILE="C:\Users\user\AppData\Local\Temp\spss8804\SPSSFNLR.TMP'
/PRED PRED _

/CRITERIA SSCONVERGENCE 1E-8 PCON 1E-8.

Analisis de regresion no lineal

Historial de iteraciones®

Suma de Parametro

cuadrados
NUmero de iteraciones? residual a b c
1.0 29418,264 5,000 20,000 ,010
1.1 2979358,390 22,096 -439,834  |,368
1.2 2399,407 14,444 59,430 ,035
2.0 2399,407 14,444 59,430 ,035
2.1 1702,666 20,898 34,367 071
3.0 1702,666 20,898 34,367 071
3.1 296,953 20,594 48,706 ,075
4.0 296,953 20,594 48,706 ,075
4.1 296,149 20,637 48,744 ,073
5.0 296,149 20,637 48,744 ,073
5.1 296,146 20,620 48,741 ,073
6.0 296,146 20,620 48,741 073
6.1 296,146 20,621 48,742 ,073
7.0 296,146 20,621 48,742 ,073
7.1 296,146 20,621 48,742 ,073

Las derivadas se calculan numéricamente.

a. El nimero de iteraciones mayores se muestra a la izquierda del decimal, mientras
que el nimero de iteraciones menores se encuentra a la derecha del decimal.

b. La ejecucion se detuvo después de 15 evaluaciones de modelos y 7 evaluaciones de
derivadas, ya que la reduccion relativa entre sumas residuales sucesivas de cuadrados

es, como mucho, SSCON = 1.00E-008.

Estimaciones de los parametros

| Intervalo de confianza al 95%
Pardmetro Estimacion  [Error tipico  |Limite inferior  [Limite superior
a 20,621 2,821 14,571 26,671

b 48,742 3,665 40,881 56,602

c ,073 ,014 ,043 ,103

Correlaciones de las estimaciones de los

arametros
a b C
a 1,000 -,532 -,606
b -,532 1,000 -,231
C -,606 -,231 1,000
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ANOVA?®

Suma de Medias
Origen cuadrados gl cuadraticas
Regresion 41884,199 3 13961,400
Residual 296,146 14 21,153
Total sin correccion  |42180,345 17
Total corregido 4248,515 16

Variable dependiente: degrad
a. R cuadrado = 1 - (Suma de cuadrados residual) / (Suma corregida de

cuadrados) =.930.
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SAVE OUTFILE='D:\TESIS MAESTRIA\degrad_T1 llama2.sav'
/COMPRESSED.

* Regresion no lineal.

MODEL PROGRAM a=5 b=20 ¢=0.01.

COMPUTE PRED_=a+b*(1-EXP(-c*Tiempo)).

NLR degrad
J/OUTFILE="C:\Users\user\AppData\Local\Temp\spss8804\SPSSFNLR.TMP'
/PRED PRED _

/CRITERIA SSCONVERGENCE 1E-8 PCON 1E-8.

Analisis de regresion no lineal

Historial de iteraciones®

Suma de Parametro

cuadrados
NUmero de iteraciones? residual a b c
1.0 25256,822 5,000 20,000 ,010
1.1 1721716,916 23,295 -339,671 294
1.2 4202,326 12,466 51,425 ,030
2.0 4202,326 12,466 51,425 ,030
2.1 2714,507 22,207 23,018 ,069
3.0 2714,507 22,207 23,018 ,069
3.1 322,764 21,213 42,398 ,080
4.0 322,764 21,213 42,398 ,080
4.1 315,457 21,148 42,414 ,075
5.0 315,457 21,148 42,414 ,075
5.1 315,448 21,167 42,454 ,075
6.0 315,448 21,167 42,454 ,075
6.1 315,448 21,168 42,454 ,075
7.0 315,448 21,168 42,454 ,075
7.1 315,448 21,168 42,454 ,075

Las derivadas se calculan numéricamente.

a. El nimero de iteraciones mayores se muestra a la izquierda del decimal, mientras
que el nimero de iteraciones menores se encuentra a la derecha del decimal.

b. La ejecucion se detuvo después de 15 evaluaciones de modelos y 7 evaluaciones de
derivadas, ya que la reduccion relativa entre sumas residuales sucesivas de cuadrados
es, como mucho, SSCON = 1.00E-008.

Estimaciones de los parametros

| Intervalo de confianza al 95%
Pardmetro  JEstimacién  [Error tipico  |Limite inferior  [Limite superior
a 21,168 2,922 14,899 27,436

b 42,454 3,756 34,398 50,510

c ,075 ,017 ,039 ,111

Correlaciones de las estimaciones de los

arametros

a b C
a 1,000 -,551 -,603
b -,551 1,000 -,211
C -,603 -,211 1,000
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ANOVA?®

Suma de Medias
Origen cuadrados gl cuadraticas
Regresion 36849,622 3 12283,207
Residual 315,448 14 22,532
Total sin correccion  |37165,070 17
Total corregido 3327,938 16

Variable dependiente: degrad
a. R cuadrado = 1 - (Suma de cuadrados residual) / (Suma corregida de

cuadrados) =.905.

89




SAVE OUTFILE='D:\TESIS MAESTRIA\degrad_T2_llama2.sav'
/COMPRESSED.

* Regresion no lineal.

MODEL PROGRAM a=5 b=20 ¢=0.01.

COMPUTE PRED_=a+b*(1-EXP(-c*Tiempo)).

NLR degrad
J/OUTFILE="C:\Users\user\AppData\Local\Temp\spss8804\SPSSFNLR.TMP'
/PRED PRED _

/CRITERIA SSCONVERGENCE 1E-8 PCON 1E-8.

Analisis de regresion no lineal

Historial de iteraciones®

Suma de Parametro

cuadrados
NUmero de iteraciones? residual a b c
1.0 30886,397 5,000 20,000 ,010
1.1 3352642,350 23,471 -466,771  [,383
1.2 2340,109 15,123 60,663 ,036
2.0 2340,109 15,123 60,663 ,036
2.1 2117,424 21,945 31,557 074
3.0 2117,424 21,945 31,557 074
3.1 247,663 21,218 47,287 ,087
4.0 247,663 21,218 47,287 ,087
4.1 242,232 21,253 47,410 ,082
5.0 242,232 21,253 47,410 ,082
5.1 242,219 21,231 47,433 ,083
6.0 242,219 21,231 47,433 ,083
6.1 242,219 21,232 47,433 ,083
7.0 242,219 21,232 47,433 ,083
7.1 242,219 21,232 47,433 ,083

Las derivadas se calculan numéricamente.

a. El nimero de iteraciones mayores se muestra a la izquierda del decimal, mientras
que el nimero de iteraciones menores se encuentra a la derecha del decimal.

b. La ejecucion se detuvo después de 15 evaluaciones de modelos y 7 evaluaciones
de derivadas, ya que la reduccion relativa entre sumas residuales sucesivas de
cuadrados es, como mucho, SSCON = 1.00E-008.

Estimaciones de los parametros

| Intervalo de confianza al 95%
Pardmetro Estimacion  [Error tipico  |Limite inferior  [Limite superior

a 21,232 2,595 15,665 26,798
b 47,433 3,232 40,501 54,365
c ,083 ,014 ,053 ,112

Correlaciones de las estimaciones de los

arametros

a b C
a 1,000 -,611 -,592
b -,611 1,000 -,148
Cc -,592 -,148 1,000
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ANOVA?®

Suma de Medias
Origen cuadrados gl cuadraticas
Regresion 43686,179 3 14562,060
Residual 242,219 14 17,301
Total sin correccion  [43928,397 17
Total corregido 4052,588 16

Variable dependiente: degrad
a. R cuadrado = 1 - (Suma de cuadrados residual) / (Suma corregida de

cuadrados) =.940.
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SAVE OUTFILE='D:\TESIS MAESTRIA\degrad T3 llama2.sav'
/COMPRESSED.

* Regresion no lineal.

MODEL PROGRAM a=5 b=20 ¢=0.01.

COMPUTE PRED_=a+b*(1-EXP(-c*Tiempo)).

NLR degrad
J/OUTFILE="C:\Users\user\AppData\Local\Temp\spss8804\SPSSFNLR.TMP'
/PRED PRED _

/CRITERIA SSCONVERGENCE 1E-8 PCON 1E-8.

Analisis de regresion no lineal

Historial de iteraciones®

Suma de Parametro

cuadrados
NUmero de iteraciones? residual a b c
1.0 28590,261 5,000 20,000 ,010
1.1 3039825,203 23,070 -446,138  |,366
1.2 2338,650 14,713 58,826 ,035
2.0 2338,650 14,713 58,826 ,035
2.1 2431,503 21,577 28,081 074
2.2 680,838 22,671 40,128 ,059
3.0 680,838 22,671 40,128 ,059
3.1 226,738 20,849 43,689 ,087
4.0 226,738 20,849 43,689 ,087
4.1 216,470 20,677 45,404 ,084
5.0 216,470 20,677 45,404 ,084
5.1 216,464 20,673 45,410 ,084
6.0 216,464 20,673 45,410 ,084
6.1 216,464 20,673 45,410 ,084

Las derivadas se calculan numéricamente.

a. El nimero de iteraciones mayores se muestra a la izquierda del decimal, mientras
que el nimero de iteraciones menores se encuentra a la derecha del decimal.

b. La ejecucion se detuvo después de 14 evaluaciones de modelos y 6 evaluaciones de
derivadas, ya que la reduccion relativa entre sumas residuales sucesivas de cuadrados
es, como mucho, SSCON = 1.00E-008.

Estimaciones de los parametros

| Intervalo de confianza al 95%
Pardmetro Estimacion  [Error tipico  |Limite inferior  [Limite superior
a 20,673 2,461 15,393 25,952

b 45,410 3,045 38,879 51,942

c ,084 ,014 ,055 ,114

Correlaciones de las estimaciones de los

arametros

a b C
a 1,000 -,623 -,589
b -,623 1,000 -,135
C -,589 -,135 1,000
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ANOVA?®

Suma de Medias
Origen cuadrados gl cuadraticas
Regresion 40964,165 3 13654,722
Residual 216,464 14 15,462
Total sin correccion  |41180,629 17
Total corregido 3717,815 16

Variable dependiente: degrad
a. R cuadrado = 1 - (Suma de cuadrados residual) / (Suma corregida de

cuadrados) =.942.
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SAVE OUTFILE='D:\TESIS MAESTRIA\degrad T4 llama2.sav'
/COMPRESSED.

* Regresion no lineal.

MODEL PROGRAM a=5 b=20 ¢=0.01.

COMPUTE PRED_=a+b*(1-EXP(-c*Tiempo)).

NLR degrad
J/OUTFILE="C:\Users\user\AppData\Local\Temp\spss8804\SPSSFNLR.TMP'
/PRED PRED _

/CRITERIA SSCONVERGENCE 1E-8 PCON 1E-8.

Analisis de regresion no lineal

Historial de iteraciones®

Suma de Parametro

cuadrados
NUmero de iteraciones? residual a b c
1.0 30382,170 5,000 20,000 ,010
1.1 3659293,428 23,990 -488,675  |,393
1.2 1992,346 15,742 61,169 ,037
2.0 1992,346 15,742 61,169 ,037
2.1 2622,258 22,263 27,610 077
2.2 460,357 23,368 44,646 ,056
3.0 460,357 23,368 44,646 ,056
3.1 215,673 21,572 42,005 ,090
4.0 215,673 21,572 42,005 ,090
4.1 141,885 21,294 45,326 ,091
5.0 141,885 21,294 45,326 ,091
5.1 141,883 21,297 45,328 ,091
6.0 141,883 21,297 45,328 ,091
6.1 141,883 21,297 45,328 ,091

Las derivadas se calculan numéricamente.

a. El nimero de iteraciones mayores se muestra a la izquierda del decimal, mientras
que el nimero de iteraciones menores se encuentra a la derecha del decimal.

b. La ejecucion se detuvo después de 14 evaluaciones de modelos y 6 evaluaciones de
derivadas, ya que la reduccion relativa entre sumas residuales sucesivas de cuadrados
es, como mucho, SSCON = 1.00E-008.

Estimaciones de los parametros

| Intervalo de confianza al 95%
Pardmetro Estimacion  [Error tipico  |Limite inferior  [Limite superior
a 21,297 2,015 16,975 25,618

b 45,328 2,445 40,084 50,571

C ,091 ,012 ,066 ,116

Correlaciones de las estimaciones de los

arametros
a b C
a 1,000 -,663 -,579
b -,663 1,000 -,093
Cc -,579 -,093 1,000
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ANOVA?®

Suma de Medias
Origen cuadrados gl cuadraticas
Regresion 43179,778 3 14393,259
Residual 141,883 14 10,135
Total sin correccion  [43321,661 17
Total corregido 3655,769 16

Variable dependiente: degrad
a. R cuadrado = 1 - (Suma de cuadrados residual) / (Suma corregida de

cuadrados) =.961.
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Anexo N° 9: Salidas SAS del andlisis de Disefio de Bloques y prueba de contrastes
ortogonales para analizar el efecto de la intensidad de pastoreo sobre la
degradabilidad ruminal a las 48 horas

degradabilidad ruminal 48 Horas

Obs trat llama rep deg

1 C 1 R1 6179
2 T1 1 Rl 5741
3 T2 1 Rl 6191
4 T3 1 Rl 6349
5 T4 1 R1 6294
6 C 1 R2 66.77
7 T1 1 R2 6296
8 T2 1 R2 66.26
9 T3 1 R2 6365
10 T4 1 R2 6346
11 C 1 R3 6423
12 T1 1 R3 6287
13 72 1 R3 6804
14 T3 1 R3 6506
15 T4 1 R3 6491
16 C 2 Rl 6822
17 T1 2 Rl 60.26
18 T2 2 Rl 6738
19 T3 2 Rl 6597
20 T4 2 Rl 6449
21 C 2 R2 6541
22 T1 2 R2 6487
23 T2 2 R2 6823
24 T3 2 R2 65093
25 T4 2 R2 6713
26 C 2 R3 6727
27 Tl 2 R3 6351
28 T2 2 R3 66.00
29 T3 2 R3 6311

30 T4 2 R3 6509
degradabilidad ruminal 48 Horas

The ANOVA Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

trat 5 CT1T2T3T4
llama 2 12

rep 3 R1R2R3

Number of observations 30
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degradabilidad ruminal 48 Horas
The ANOVA Procedure

Dependent Variable: deg

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 9 916757867 10.1861985 2.45 0.0456
Error 20 83.1250000 4.1562500

Corrected Total 29 174.8007867

R-Square Coeff Var  Root MSE  deg Mean

0.524459  3.154855 2.038688  64.62067

Source DF  AnovaSS Mean Square FValue Pr>F
trat 4 64.81775333 16.20443833 3.90 0.0169
[lama 1 2451648000 24.51648000 5.90 0.0247
trat*llama 4 234155333 0.58538833 0.14 0.9650

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for trat*llama as an Error Term

Source DF  AnovaSS Mean Square F Value Pr>F
trat 4 64.81775333 16.20443833 27.68 0.0036
Ilama 1 2451648000 24.51648000 41.88 0.0029

Degradabilidad ruminal 48 Horas
The ANOVA Procedure
t Tests (LSD) for deg

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the
experimentwise error rate.

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 4
Error Mean Square 0.585388
Critical Value of t 2.77645

Least Significant Difference 1.2265
Means with the same letter are not significantly different.

t

Groupi
ng Mean N trat
A 663033 6 T2
B A 656150 6 C
B 64.6700 6 T4
B 645350 6 T3
C 619800 6 T1
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Anexo N° 10: Salidas SAS del analisis de Disefio de Bloques y prueba de contrastes
ortogonales para analizar el efecto de la intensidad de pastoreo sobre los
coeficientes de degradabilidad ruminal

Curva degradabilidad coeficiente a

Obs trat llama a

1 C 1 19.181

2 T1 1 17.943
3 T2 1 17903
4 T3 1 17490
5 T4 1 19614
6 C 2 20621

7 T1 2 21168
8 T2 2 21232
9 T3 2 20.673
10 T4 2 21.297

Curva degradabilidad coeficiente a
The ANOVA Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
trat 5 CT1T2T3T4
llama 2 12

Number of observations 10
Curva degradabilidad coeficiente a
The ANOVA Procedure

Dependent Variable: a

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 5 18.60079160 3.72015832 8.64 0.0288
Error 4 172226200 0.43056550

Corrected Total 9 20.32305360

R-Square  Coeff Var  Root MSE a Mean

0.915256  3.328776  0.656175  19.71220

Source DF  AnovaSS Mean Square FValue Pr>F
trat 4 206283160 0.51570790 1.20 0.4327
[lama 1 16.53796000 16.53796000 38.41 0.0034
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Curva degradabilidad coeficiente a
The ANOVA Procedure
t Tests (LSD) for a

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the
experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 4
Error Mean Square 0.430565
Critical Value of t 2.77645

Least Significant Difference 1.8218

Means with the same letter are not significantly different.

t Grouping

Mean N trat
A 204555 2 T4
A 199010 2 C
A 195675 2 T2
A 195555 2 T1
A 190815 2 T3

Curva degradabilidad coeficiente b

Obs trat llama b

1 C 1  49.657
2 T1 1 46.465
3 T2 1 51468
4 T3 1 52799
5 T4 1 48299
6 C 2 48.742
7 T1 2 42454
8 T2 2 47433
9 T3 2 45410
10 T4 2 45328

Curva degradabilidad coeficiente b
The ANOVA Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
trat 5 CT1T2T3T4
llama 2 12

Number of observations 10
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Curva degradabilidad coeficiente b
The ANOVA Procedure

Dependent Variable: b

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 5 74.36298810 14.87259762 5.42 0.0634
Error 4 10.98526240 2.74631560

Corrected Total 9 85.34825050
R-Square Coeff Var  Root MSE b Mean

0.871289  3.466549 1.657201 47.80550

Source DF  AnovaSS Mean Square F Value Pr>F
trat 4 37.03288400 9.25822100 3.37 0.1331
[lama 1 37.33010410 37.33010410 13.59 0.0211

Curva degradabilidad coeficiente b
The ANOVA Procedure
t Tests (LSD) for b

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the
experimentwise error rate.

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 4
Error Mean Square 2.746316
Critical Value of t 2.77645

Least Significant Difference 4.6011
Means with the same letter are not significantly different.
T Grouping

Mean N trat

A 49451 2 T2

A 49200 2 C

A 49105 2 T3
B A 46814 2 T4
B 44460 2 T1
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Curva degradabilidad coeficiente ¢

Obs trat llama ¢

1 C 1 0.059
2 T1 1 0.077
3 T2 1 0.068
4 T3 1 0.047
5 T4 1 0.056
6 C 2 0.073
7 T1 2 0.075
8 T2 2 0.083
9 T3 2 0.084
10 T4 2 0.091

Curva degradabilidad coeficiente ¢
The ANOVA Procedure

Class Level Information

Class Levels Values
trat 5 CT1T2T3T4
llama 2 12

Number of observations 10

Curva degradabilidad coeficiente ¢
The ANOVA Procedure

Dependent Variable: ¢

Sum of
Source DF Squares Mean Square FValue Pr>F
Model 5 0.00119270 0.00023854 1.80 0.2940
Error 4 0.00052940 0.00013235

Corrected Total 9 0.00172210

R-Square Coeff Var  Root MSE ¢ Mean

0.692585 16.13513 0.011504  0.071300

Source DF  AnovaSS Mean Square FValue Pr>F
trat 4 0.00021260 0.00005315 0.40 0.8008
llama 1 0.00098010 0.00098010 7.41 0.0529
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Curva degradabilidad coeficiente ¢
The ANOVA Procedure
t Tests (LSD) for ¢

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the
experimentwise error rate.

Alpha 0.05

Error Degrees of Freedom 4
Error Mean Square 0.000132
Critical Value of t 2.77645

Least Significant Difference 0.0319
Means with the same letter are not significantly different.
t Grouping

Mean N trat

A 007600 2 T1
A 007550 2 T2
A 007350 2 T4
A 006600 2 C

A 006550 2 T3
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Anexo N° 11: Salidas SAS del analisis de Disefio de Bloques y prueba de contrastes
ortogonales para analizar el efecto de la intensidad de pastoreo sobre la DIVMS

Digestibilidad in vitro de la Materia Seca

Obs trat Ilama rep divms

1 C 1 R1 3864
2 T1 1 R1 3980
3 T2 1 Rl 4520
4 T3 1 Rl 39.00
5 T4 1 R1 5041
6 C 1 R2 3997
7 T1 1 R2 4123
8 T2 1 R2 4784
9 T3 1 R2 4047
10 T4 1 R2 4384
11 C 2 Rl 42098
12 T1 2 R1 4071
13 T2 2 Rl 4318
14 T3 2 Rl 4353
15 T4 2 Rl 4583
16 C 2 R2 39.02
17 T1 2 R2 4155
18 T2 2 R2 4727
19 T3 2 R2 4500
20 T4 2 R2 46.57

Digestibilidad in vitro de la Materia Seca
The ANOVA Procedure

Class Level Information

Class Levels Values

trat 5 CT1T2T3T4
llama 2 12

rep 2 R1R2

Number of observations 20
Digestibilidad in vitro de la Materia Seca

The ANOVA Procedure

Dependent Variable: divms

Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value Pr>F
Model 9 168.1564200 18.6840467 4.06 0.0197
Error 10 45.9665000  4.5966500

Corrected Total 19 214.1229200

R-Square Coeff Var  Root MSE divms Mean

0.785327 4.974201 2.143980  43.10200
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Source DF  AnovaSS Mean Square FValue Pr>F

trat 4 141.8516200 35.4629050 7.71 0.0042
Ilama 1 4.2688800 4.2688800 0.93 0.3579
trat*llama 4 22.0359200 5.5089800 1.20 0.3698

Tests of Hypotheses Using the Anova MS for trat*llama as an Error Term

Source DF  AnovaSS Mean Square FValue Pr>F
trat 4 141.8516200 35.4629050 6.44 0.0494
[lama 1 4.2688800 4.2688800 0.77 0.4284

Digestibilidad in vitro de la Materia Seca
The ANOVA Procedure
t Tests (LSD) for divms

NOTE: This test controls the Type | comparisonwise error rate, not the
experimentwise error rate.

Alpha 0.05
Error Degrees of Freedom 4
Error Mean Square 5.50898
Critical Value of t 2.77645

Least Significant Difference 4.608

Means with the same letter are not significantly different.

t

Groupi
ng Mean N trat
A 46.663 4 T4
B A 45873 4 T2
B C 42000 4 T3
C 40.823 4 T1
C 40.153 4 C
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Anexo N° 12: Curvas de degradabilidad ruminal en incubacion por 48 horas para
Parastrephia lepidophylla

80.00

70.00 7
 60.00 +/
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Ecuaciones de las curvas de degradabilidad:

yc = 20.004 + 49.051 X (1 — e~0:065%)

yr1 = 19.575 + 44.420 x (1 — e~0.076%)
yr2 = 19.707 + 49.344 X (1 — e~0-074%)
yr3 = 19.421 + 48.066 X (1 — e~0:063%)
Yra = 20.73 + 46.183 X (1 — e 0071¥)
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Anexo N° 13: Analisis de nutrientes y defensas fisicas

Tratamiento C T1 T2 T3 T4
Frecuencia 120 dias | 30 dias | 30 dias | 60 dias | 60 dias | promedio | DS |CV (%)
Nivel de uso 100% | 25% | 50% | 25% | 50%
I 40.5 40.6 39.8 42.8 38.7 40.5 1.5 3.7
FDN (%) F 44.8 45.4 39.7 44.5 44.9 43.9 2.3 5.4
Dif| 4.3 4.8 -0.1 1.7 6.2
I 25.7 251 25.8 25.1 26.8 25.7 0.7 2.7
FDA (%) F 31.9 29.8 37.4 38.7 36.6 34.9 38| 110
Dif| 6.2 4.7 11.6 13.6 9.8
| 1.4 7.1 7.5 7.6 7.4 7.4 0.2 2.5
Proteina (%)| F | 7.9 9.8 7.4 8.6 10.2 8.8 1.2 | 137
Dif| 0.5 2.7 -0.1 1 2.8
I 0.34 0.33 0.13 0.42 0.47 0.3 01| 384
Silice (%) | F 0.24 0.27 0.41 0.35 0.23 0.3 01| 2538
Dif| -0.1 -0.06 | 0.28 | -0.07 | -0.24
I 10.7 9.1 13.4 10 10.4 10.7 16 | 151
Lignina (%) | F | 26.4 14.7 23.2 23.8 16.6 20.9 50| 24.0
Dif| 15.7 5.6 9.8 13.8 6.2

*Estos valores son referenciales, no tienen significancia estadistica pues provienen de una sola muestra
por tratamiento sin réplicas.
I: muestras tomadas al inicio del experimento de intensidad de pastoreo (Ensayo 2).
F: muestras tomadas al final del experimento de intensidad de pastoreo (Ensayo 2).

Dif: valor de porcentajes finales — iniciales
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Anexo N° 14: Calidad de Fibra Detergente Neutra en follaje de P. lepidophylla
sometido a intensidades de pastoreo
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* No esta evaluado estadisticamente.
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