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REYES REYES MARIA DEL ROCIO. Efecto de cinco métodos de conservacién
sobre el perfil de n-alcanos en tres gramineas y dos leguminosas de clima templado.
Bajo la asesoria de Silvia Elena Buntinx Dios, Irma Cruz Gavilan Garcia y Juan

Manuel Horta Ramirez.

Los objetivos de este trabajo fueron: 1) encontrar el método de conservacion que,
comparado con el de nitrogeno liquido, no altere la concentracion del Ci; (n-
hentriacontano) y 2) determinar el perfil de n-alcanos cuticulares (Czs a Cis) de tres
gramineas (kikuyo, orchard y ryegrass) y dos leguminosas (alfalfa y trébol) de clima
templado. Se tomo una muestra de cada planta, se dividio en cinco partes, y cada parte se
sometio a uno de cinco métodos de conservacion: hielo (H), hielo seco (HS), nitrogeno
liquido (NL), secado en papel periodico (PP) y secado al sol (SS). Las muestras se
liofilizaron, excepto los de SS; posteriormente, todas se molieron y se extrajeron los n-
alcanos (extraccion Soxhlet, saponificacion con una solucion hidroalcohdlica KOH 1M,
purificacion en una columna de silica gel, deshidratacion y resuspension) que se analizaron
cromatograficamente. Las muestras se trabajaron por triplicado (tres repeticiones por
combinacion forraje/tratamiento) y por cada repeticion se realizaron tres inyecciones, cuyos
resultados se promediaron. Se perdid una repeticion del tratamiento en hielo de la muestra
del trébol, por lo que el nimero total de observaciones fue n=74. Los datos obtenidos de la
concentracion de Ci; (mg/kg MS) se analizaron mediante un analisis de varianza para un
disefio completamente al azar en arreglo factorial: cinco forrajes x cinco métodos de
conservacion. La comparacion entre medias se hizo a través del método de Bonferroni
(P<0.05). El perfil de n-alcanos fue diferente entre especies; predominaron los n-alcanos de
cadena impar; la cantidad (mg/kg MS) del n-alcano C;, para cada forraje fue: alfalfa,
290.80; kikuyo, 261.16; orchard, 37.03; ryegrass, 166.18 y trébol, 27.25. El método de
conservacion altero la concentracion de Cs; en los forrajes, excepto orchard y trébol,
disminuyéndola o aumentandola en comparacion con el trébol en NL, por lo que se
concluye que la congelacion en nitrogeno liquido parece ser el método mas confiable para

la conservacion del forraje que sera sometido al analisis de n-alcanos cuticulares.



1. INTRODUCCION

Los forrajes han sido y seguiran siendo una fuente sostenible de nutrientes para la
alimentacion de los rumiantes domésticos, que son utilizados por el humano para la
produccion de leche, carne y lana (22, 39). Existen dos sistemas de produccion animal:
intensivo, en el cual se ofrece a los animales forraje y concentrado, y extensivo, en el cual
el animal obtiene su sustento mediante el pastoreo (59). En pastoreo, la ingestion del forraje
esta limitada por la digestibilidad, especie y variedad vegetal, estacion del afio, alternancia
de corte, especie y estado fisiologico del animal (40). Una pradera de baja calidad
nutrimental disminuye el rendimiento de los animales por tres factores fundamentales:
concentracion limitada de nutrimentos, menor digestibilidad de los mismos y reduccion del
consumo de forraje (22). Por otro lado, en clima templado, los rumiantes domésticos
consumen mayor cantidad de leguminosas que gramineas, porque las leguminosas tienen
menor resistencia al desmenuzamiento durante la masticacion y la rumia. Ademas, se sabe
que los cambios en la maduracion de la planta afectan el consumo voluntario, cuando la

proporcion del tallo es mayor que la de las hojas (39).

El ganado tiene la particularidad de seleccionar lo que consume y, por lo general, lo hace
sobre el forraje mas suave y las especies mas nutritivas; incluso dentro de una pastura de
buena calidad, el animal ejerce seleccion bocado a bocado (22), aunque la seleccion

también depende de la variacion del apetito dia a dia y de la disponibilidad del forraje (39).

Se han realizado diversos estudios para estimar la cantidad de forraje consumido por el
animal en pastoreo; sin embargo, debido a los factores mencionados, ha sido dificil el
encontrar un procedimiento que indique con precision la cantidad y, principalmente, el

forraje que consume el animal.



2. ANTECEDENTES

2.1. Consumo voluntario

El consumo voluntario (CV) se define como la cantidad de materia seca de un forraje o la
cantidad total de un alimento que consume el animal en un dia (o en un periodo de tiempo)

sin interferencia del cuidador (14, 39).

Para determinar el CV se han usado diversos métodos, desde establecer la composicion
fisica y quimica del forraje, técnicas de digestion in vivo e in vifro, hasta evaluaciones con
modelos matematicos (14, 39). Uno de ellos, fue observar el cambio en el peso vivo de los
animales, tomar el peso de éstos antes (W) y después (W) de pastorear, considerar la
peérdida del peso corporal por la excrecion de heces (H), orina (O), pérdidas insensibles (1)

y considerar el agua que bebian los animales (A), con la siguiente ecuacion:

Consumo = (W, +H+O+1)-W,-A

El principal problema es la pérdida insensible del peso, que esta influida por las
condiciones ambientales (39) y por diferencias en la tasa metabolica, en el contenido

intestinal y en la tasa de fermentacion por parte del animal (36).

Otro método es ver el comportamiento que tienen los animales al pastorear: el tiempo de
pastoreo (T), el nimero de mordidas por unidad de tiempo (R) y el promedio del tamafio de

cada mordida (S), con la ecuacion (39):

Consumo=TxRx S

Puesto que se necesita una persona que monitoree el nimero de mordidas durante el dia,
€sta es una técnica inexacta, ya que el tamafio de la mordida no es constante. Por otro lado,
el periodo de observacion puede ser muy largo y es dificil vigilar el nimero de mordidas
sin llegar a perturbar al animal (23, 36). Actualmente existen equipos electronicos

(fotografico, de video, switches) para determinar si el movimiento de la mandibula esta
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asociado a la mordida, a la masticacion o a la rumia, pero todo esto aumenta el costo de la

investigacion y no indica qué tipo de forraje consume el animal (36, 39).

En 1934, Garrigus describié un método para estimar el consumo voluntario, mediante la
cantidad total de heces recolectadas (en bolsas de lona adaptadas a animales estabulados) y

la digestibilidad aparente de la materia seca (DMS) del forraje (39):

Consumo MS = Produccion total de heces
1 - DMS

Para utilizar este método se requiere de un muestreo representativo de toda la dieta, asi
como de evitar que las heces caigan fuera de la bolsa (36). Este método es laborioso y
requiere del control preciso de varios elementos, siendo finalmente inconveniente porque

puede interrumpir el comportamiento normal de los animales en pastoreo (39).

2.2. Marcadores

La técnica de marcacion se ha utilizado para estimar la produccion fecal, mediante la
administracion diaria de una cantidad conocida de un marcador, y en una muestra

representativa de las heces se determina la concentracion de éste (39):

Produccion diaria de heces (g/d) = marcador administrado (mg/d)
marcador en heces (mg/d)

El marcador no debe ser alterado a su paso por el tracto digestivo y debe recuperarse
completamente en las heces. Puede ser un constituyente natural del forraje (silice, hierro,
lignina, pinitol, calcio, celulosa, n-alcanos), en cuyo caso se conoce como marcador
interno, o puede ser agregado a la dieta como marcador externo (sesquioxido de cromo,

sulfato de bario, oxido de titanio, polietinelglicol) (36, 39, 50).



2.2.1. Oxido de cromo

El marcador externo mas usado ha sido el sesquioxido de cromo (Cry03), el cual se
administra una o dos veces al dia, ya sea en capsulas de gelatina, papel impregnado con
Crz03, pelets o en capsulas intrarruminales, que liberan el oxido de cromo durante un
periodo de tres semanas. El problema del Cr;05 es que su excrecion en las heces a veces no
es completa y presenta una variacion diurna, lo que provoca un error en la estimacion del
consumo. Sin embargo, estos factores de error se aminoran si se administra dos veces al dia

(14, 39).

Una vez estimada la produccion fecal, es necesario determinar la digestibilidad de la
materia seca del forraje consumido, lo que generalmente se hace a través del método de
Tilley y Terry, mejor conocido como digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS)
(59). Con la informacion sobre produccion fecal y DIVMS, el CV se calcula siguiendo la

formula de Garrigus, de la siguiente manera (39):

Consumo voluntario (kg/d MS)= produccion fecal (kg/d MS)
1 - DIVMS

La limitante de la técnica Cr,0;-DIVMS para la estimacion del consumo radica en la
metodologia de DIVMS mas que en el uso del Cr;0;, que ha probado ser un marcador
confiable para estimar la produccion fecal. La determinacion de la DIVMS de un forraje es
mas complicada. Primero esta el problema del muestreo del forraje, porque se necesita
tener una muestra lo mas representativa posible de lo que el animal selecciona. La mejor
manera de lograr esto es tener animales fistulados esofagicamente y tomar muestras
directamente del esofago mientras el animal come. Sin embargo, la técnica es invasiva y
cada vez se justifica menos realizar este procedimiento en los animales. Otra opcion es
obtener muestras manuales del forraje: se sigue a los animales y se corta el forraje de areas
adyacentes al pastoreo. El problema de esta técnica, que se conoce como “handplucking”,
es que la muestra tomada de esta manera no va a ser tan representativa como la muestra
esofégica. El segundo problema es el resultado de digestibilidad del forraje, porque es el

mismo para todos los animales y no considera la variacion individual (12, 23, 36).



2.2.2. n-Alcanos

Un reciente desarrollo para tratar de resolver los problemas de la técnica Cr203-DIVMS ha
sido el uso de la relacion entre un n-alcano sintético de cadena par (n-Cs2) y un n-alcano
natural (presente en el forraje) de cadena impar (principalmente n-C3; o n-Cs3). En las
investigaciones realizadas sobre n-alcanos (15, 30, 33) se ha encontrado que los principales
alcanos detectados en el forraje son de cadena larga (C;; a Cis), encontrandose en mayor

cantidad los n-alcanos de cadena impar que los n-alcanos de cadena par (Cuadro 1).

Cuadro 1. Rango de concentraciones (mg/kg MS) de n-alcanos en la cera cuticular de cinco

forrajes de clima templado

n-alcano (mg/kg MS)
Forraje Cis Cs Cy Cux Cp Cy Cy Cn Cs Cis Cis  Ref

Alfalfa 36 9 202 12 324 7 21 0 33

13 55 207 103 8 10

Kikuyo 174 21.7 252 84 141.4 1033 55

2.7 5.2 93 345 697 358 55

10.9 16.4 262 83 2047 104 2407 1059 49 48

Orchard 20 2 38 2 58 2 21 0 33
Ryegrass 36 6 142 12 220 7 99 9 33
6 29 11 159 18 317 10 149 11 12

19 5 73 9 137 9 116 18 12

26 7 163 14 261 8 110 7 12

6 20 109 215 141 12 10

Trébol 3 7 109 5 67 1 7 0 55

19 75 66 5 0 12

4 12 6 88 4 55 3 26 3 12

Mayes y colaboradores (37) indicaron que la recuperacion fecal de los n-alcanos de cadena
impar era incompleta, por eso trabajaron con la relacion de los n-alcanos C3;:C3; 0 C32:Cs3,
ya que estos tienen una recuperacion fecal similar porque las longitudes de cadena varian

solo en un carbono. Sus resultados y los de otros investigadores (11, 14) han sugerido que



la estimacién del consumo con n-alcanos en comparacion con la técnica Cr;03-DIVMS es

mas precisa.

La ventaja de la técnica de los n-alcanos con respecto al uso del Cr;O; es que no se necesita
una estimacion de la digestibilidad, ademas de que el n-alcano dosificado (de cadena par)
puede administrarse solamente una vez al dia. Sin embargo, si junto con el n-Cj; se
proporciona otro n-alcano (Cse) u Cr,03; como marcadores externos, entonces se estimara el
consumo voluntario y la produccion fecal de cada animal. Con esta informacion se puede

estimar la digestibilidad de la materia seca del forraje (32, 39):

DMS (%) = MS consumida — MS excretada x 100
MS consumida

Asi, se puede obtener para cada animal una determinacion de digestibilidad, lo que hace a
esta técnica muy atractiva, desde el punto de vista de investigacion. Ademas, si se conoce el
perfil de n-alcanos de los forrajes que los animales consumen y se obtiene el perfil de n-
alcanos de las heces de los animales, puede llegarse a identificar, por medio de modelos
matematicos, la composicion botanica de la dieta (10, 37). Esto es una ventaja que, hasta
ahora, ninguna otra técnica de marcadores podia ofrecer. Por todo lo anterior, es importante

conocer las concentraciones individuales de n-alcanos de las especies forrajeras.

Los n-alcanos que se encuentran en la cera cuticular de las plantas son insolubles en agua,
faciles de identificar y se encuentran en cantidades suficientes para permitir su estimacion.
Se ha trabajado también con alcoholes de cadena larga y B-dicetonas, presentes en la cera
cuticular, como marcadores, pero su analisis es dificil y no estan disponibles sus analogos
sintéticos (10, 14, 39).

La desventaja de los n-alcanos es su recuperacion en las heces, porque puede variar de
acuerdo con la edad, estado fisiologico y especie del animal. Asi también, la concentracion
de n-alcanos puede variar en el forraje con relacion a la especie, variedad, edad y parte de
la planta (15, 37).



2.3. Caracteristicas fisicoquimicas de los n-alcanos

Los n-alcanos son hidrocarburos que contienen solamente enlaces sencillos. Tienen el
mayor namero posible de atomos de hidrogeno por atomo de carbono y se les denominan
hidrocarburos saturados. El prefijo “n” indica que son estructuras lineales. Se pueden

escribir diversas formulas generales:

CiHy CoHanz H(CHy),-H  CHa-(CHa)n1-H CH3-(CH;),2-CH3

Los alcanos son notablemente regulares en sus caracteristicas estructurales. Los atomos de
carbono son tetraédricos, con angulos de enlace cercanos a 109° y longitudes de enlace

C-H~1.10 Ay C-C ~ 1.54 A, muy constantes (4, 61).

Los n-alcanos son moléculas no polares; por ello son casi completamente insolubles en
agua, pero se disuelven facilmente en otros disolventes no polares. Ademas, tienden a ser
menos volatiles al aumentar el peso molecular, debido a las fuerzas de dispersion de
London. Estas fuerzas se refieren a la correlacion de electrones, lo que causa la atraccion
entre moléculas de alcanos. Por lo tanto, su punto de fusion, punto de ebullicion y densidad
se incrementan al aumentar el peso molecular a causa de una mayor atraccion de dichas
moléculas (4, 61). Sin embargo, estas fuerzas son todavia relativamente débiles, e incluso
los alcanos de peso molecular elevado tienen puntos de fusion relativamente bajos, como
los alcanos lineales Ca9Hgo y C31Hgs, que poseen puntos de fusion menores a 70°C. A
temperatura ambiente (25°C), los hidrocarburos de menor peso molecular son gases o
liquidos incoloros y los hidrocarburos de mayor peso molecular son solidos con apariencia
de ceras(61).

Los alcanos son poco reactivos. Por ejemplo, a temperatura ambiente no reaccionan ni con
acidos, ni con bases, ni con oxidantes fuertes, ni son atacados por el acido nitrico hirviente.
Una razon de su baja reactividad quimica es la fuerza de los enlaces carbono-carbono (C-C)

y carbono-hidrogeno (C-H). Sus reacciones mas importantes son la combustion (ruptura de



enlaces) y la halogenacion (reaccion de sustitucion de fluor, cloro y bromo por un

hidrogeno) (4).

Los n-alcanos son los componentes mas ampliamente distribuidos, principalmente en la
cera cuticular de las plantas e insectos. En muchas de las plantas, cerca del 50% del total de

la cera son n-alcanos (2).

2.4. Cera cuticular de las plantas

Chibnall y colaboradores, por los afios 30’s del siglo pasado, demostraron la presencia de
n-alcanos en la cera cuticular de las plantas (14). El término “cera” es usado para describir

una mezcla de lipidos cubriendo la superficie de la planta; también se usa el término cutina

).

La cera da un aspecto lustroso a muchas hojas y frutos, siendo muy importante en la
impermeabilizacion de la superficie del organo (reduce la pérdida de agua); protege a la
planta de lesiones por el viento, abrasiones fisicas y heladas. Es la primera barrera contra

insectos, hongos y otros patogenos, y sirve de filtro contra la radiacion solar (2, 34, 43).

La epidermis (Figura 1) es la capa celular mas externa en hojas, tallos, frutos, semillas y
raices. En la cara externa de las células epidérmicas se encuentra una capa de pectina muy
pura que separa la pared celular de la cuticula y se denomina capa de pectina. La cuticula
(= 0.5 mm de ancho) se encuentra sobre la pared celular de las células epidérmicas y esta en
contacto con el medio externo, constituida por cutina y una capa cuticular (0.1-0.5 mm de
ancho). Existen dos tipos de cera: epicuticular (sobre la superficie cuticular) e intracuticular
(en la matriz de la cutina). La cera intracuticular esta compuesta principalmente por

monomeros de cadena corta (Cy5) (35, 43).

La cera cuticular esta constituida por una mezcla compleja de acidos grasos de cadena

larga; los hidrocarburos son principalmente n-alcanos, estos pueden presentarse en forma



de granulos, bastoncillos, placas irregulares o disponerse en laminas continuas. La mayoria
de estos compuestos se encuentran en cadenas largas de 21 a 35 carbonos, los cuales
pueden ser facilmente removidos sin dafar la membrana subyacente con disolventes
organicos. También en menor proporcion se encuentran alcanos ramificados y alquenos,
alcoholes primarios, secundarios y a-o-dioles, cetonas, monocetonas, B-dicetonas e hidroxi

B-dicetonas (en algunas ceras) (30, 34, 43).

Ceras Ceras

Cuticula

Capa cuticular
Capa de

pectina

Pared

celulosica

Cuticula
Pared celular transversal

Figura 1. Esquema de la cuticula de una hoja de peral (Pyrus communis) mostrando

diferentes capas (43)

2.5. Cromatografia de gases

El método de eleccion para la identificacion de los n-alcanos ha sido la cromatografia de
gases (CG). Es un método de analisis para compuestos organicos térmicamente estables,
volatiles y que estan presentes en una muestra (como ejemplo, los n-alcanos que se
encuentran en la cera cuticular de las plantas). El fundamento de la técnica involucra una
distribucion diferencial de los componentes entre dos fases: fase estacionaria y fase movil;

ésta ultima usualmente es un gas inerte o un liquido (46, 47).



Las partes basicas del cromatografo son (38, 41, 46, 47, 58) (Figura 2):

»  Gas de arrastre: transporte por el cual la muestra circula a lo largo de la columna.

+  Puerto de inyeccion: es donde se lleva a cabo la introduccion de la muestra usando una
jeringa a través de un tapon elastico, septo para evitar que la muestra se escape.

»  Columna: se encuentra dentro del horno; su fase estacionaria, diametro y largo influyen
en la eficiencia de separacion y rapidez del analisis.

» Detector: indica la presencia y cantidad de componentes que salen de la columna; es
selectivo y altamente sensible a ciertos compuestos (dependiendo del tipo de detector).

» Registrador: permite obtener un registro grafico de los componentes.

Figura 2. Esquema de un cromatografo de gases (8)

El procedimiento para la preparacion de muestras y su analisis cromatografico es el
siguiente:

» Muestreo: Consiste en separar aleatoriamente la muestra del resto del material.

» Purificacion: consiste en la extraccion, concentracion y aislamiento de los componentes
de la muestra.

» Analisis cromatografico: es el paso final que permite la identificacion y cuantificacion

de los compuestos de la muestra (45). Se inyecta la muestra (1 ul es suficiente para el



analisis), ésta se volatiliza y es acarreada por la fase movil y el gas de arrastre a través de la

columna, donde tiene lugar la separacion de los componentes

Si tenemos una muestra A+B+C que se desea separar y se sabe que “C” es un compuesto
retenido mas fuertemente que “B” y éste mas que “A”, entonces “A” saldra primero de la
columna, seguido de “B” y, finalmente, de “C” A esto se le conoce como tiempo de
retencion. La informacion de estos compuestos pasan al detector, el cual responde a la
cantidad o concentracion del analito; como se utiliza una cantidad tan pequeiia de la

muestra (ug), el CG responde con una alta sensibilidad.

Toda esta informacion llega a un registrador, donde se obtiene el resultado del analisis de
una manera grafica, conocida como cromatograma (Figura 3), donde se espera una
resolucion alta, esto es, que los picos y las bases de los componentes estén definidos y
separados. Durante todo el proceso, el sistema esta a una temperatura suficiente para

mantener a los componentes de la muestra en fase de vapor (27, 47).

Tiempo

Figura 3. Cromatograma (57)

2.6. Gramineas

La familia de las gramineas es una de las mas importantes del reino vegetal, porque junto
con ellas se asocian hierbas subdominantes, que dan a la pradera una distribucion de

sociedades mixtas; ademas, estan formadas por un gran nimero de géneros y especies (22).



Las gramineas son monocotiledoneas (embrion con un cotiledon). Tienen tres habitos de
crecimiento. matas, macollo, césped. En cuanto a la altura que alcanzan se dividen en
pastos bajos (10 — 45 cm), medianos (60 — 120 cm) y altos (150 - 250 cm). Son anuales o
perennes, tienen raices fibrosas, los tallos pueden ser rastreros (estoloniferos) o
subterraneos (rizomas) (Figura 4). La hoja esta constituida por la vaina que envuelve al
tallo y la lamina o limbo, que se desprende de la vaina, suele ser larga y estrecha. Entre la
vaina y el limbo se encuentra la ligula (pequefia membrana a modo de prolongacion de la
vaina) y auriculas (prolongaciones del limbo) (40). La unidad de la inflorescencia es la
espiquilla (Figura 5), habiendo tres tipos basicos: espiga, racimo y panicula. El fruto de las
gramineas suele ser un grano o cariopside. La forma del grano es un criterio importante de

identificacion de la especie (22, 40). Para el presente estudio, se describen tres gramineas.

<— Espiguilla

Inflorescencia
Arista
Tallo floral
Lamina —> _
Hoja Ligula
Auricula > \
Vaina

Estolon
(Tallo rastrero)

Rizoma
(Tallo subterrineo)

Figura 4. Esquema general de plantas gramineas (40)



Raquilla  Palea

X

Lemma

Glumas

Figura 5. Espiguilla (40)

2.6.1. Dactylis glomerata

e Sinonimos: orchard, pata de gallo (16, 44).

o Distribucion geogrdfica. nativa de Europa (centro y oeste), Asia (este) y norte de
Africa; introducida en América del Norte. En la Republica Mexicana se encuentra
principalmente en Coahuila, San Luis Potosi, Puebla, Oaxaca, Chiapas (16, 44, 52).

e Descripcion: planta perenne de tallo erecto (20 — 120 cm de altura); lamina alargada,
plana, puntiaguda; no tiene auricula; ligula membranacea, grande, irregular; hojas sin
vellos, plegadas, de color grisaceo o azulado, con nervadura central muy marcada;
espiguillas de pocas flores (3 a 6), dispuestas en extremos de las pocas ramas que
constituyen la panicula; glumas desiguales; palea mas corta que el lema; raices
subterraneas (pequefios rizomas), de crecimiento amacollado (9, 16, 22, 40, 44, 52).

e Caracteristicas: resistente a heladas y sequias (no a sequias prolongadas); florece en
tierras fértiles; usada para pastura, heno y ensilado. Crece mejor durante el otofio;
parcialmente tolerante a la sombra; presenta buena adaptacion bajo condiciones

semihumedas (16, 22, 44).



2.6.2. Lolium perenne

e Sindnimos: ryegrass perenne, raigrass inglés, zacate centeno, zacate americano, ballico
perenne (17, 22, 52).

e Distribucion geogrdfica: nativa de Europa, introducida en el norte de Africa, en zonas
templadas de Asia, norte y sur de América En México se puede localizar en Baja
California, Chihuahua, Sonora, Coahuila, Tamaulipas (17, 22, 52)

e Descripcion: planta perenne, robusta, de talla mediana, sin vellosidades. El tallo es un
poco aplanado y rojizo, alcanza de 10 a 60 cm de altura, ramificado en la base. Las hojas
estan dobladas en estado joven, después son planas de color verde obscuro y con envés
muy brillante, de 5 a 15 cm de largo; la ligula es corta, las auriculas estrechas; la vaina es
lisa y esta bien marcada. La inflorescencia es en espiga erecta, de 10 a 20 cm de largo;
presenta varias flores (6 a 10), solitarias; primera gluma ausente; lema a veces aguda o con
aristas cortas; palea de color verde, ligeramente mas corta que la lema. Raices densamente
fasciculadas, que alcanzan 1 — 1.5 m de profundidad; de tallos subterraneos, crece en
forma amacollada (9, 17, 22, 52).

e Caracteristicas: resistente al pastoreo; menos susceptible al frio que el ryegrass italiano
y sensible a las altas temperaturas. En México se ha observado que temperaturas de 5°C no
afectan mucho su produccion. Crece en tierras drenadas, se cultiva en zonas templadas (17,
22, 52).

2.6.3. Pennisetum clandestinum

e Sinonimos: zacate kikuyo, pasto africano (53).

o Distribucion geogrdfica: nativa de Zaire y Kenia, introducido en Sudamérica, Australia,
Estados Unidos, Guatemala. En México se puede encontrar en el Distrito Federal, Morelos,
Veracruz, Tlaxcala, Chihuahua (19, 53).

e Descripcion: perenne, tallo de 3 a 15 cm de alto (puede llegar a 45 cm), cubierto de

vellosidades; laminas planas triangulares; la ligula presenta un anillo ciliado, las vainas son
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quilladas. La inflorescencia presenta numerosas espigas, flor pequefia; primera gluma
ausente, segunda gluma ausente o reducida. Raices con rizomas y estolones (19, 53).
e Caracteristicas: tustico, de facil propagacion; resistente al pastoreo, sequia, frio y

humedad; se adapta a diversas calidades de suelo (22)

2.7. Leguminosas

La familia de las leguminosas es uno de los grupos mas extensos del reino vegetal, la gran
mayoria vive en simbiosis con bacterias (Rhizobium) fijadoras de nitrogeno libre en la
atmosfera del suelo. Forman numerosas nudosidades en las raices; asi enriquecen los suelos
y permiten cosechas mas abundantes de pastos y cereales. Son dicotiledoneas (embrion con

dos cotiledones), pueden ser anuales, bianuales o perennes.

Las hojas estan dispuestas alternadamente, pueden ser simples o compuestas y es
caracteristico que tengan grandes estipulas (Figura 6). Las hojas trifoliadas son
caracteristicas de tréboles y medicagos. Los tallos varian en longitud, grado de ramificacion
y lignificacion. La mayoria de las leguminosas tiene raices pivotantes. Las flores estan en
racimos, cabezuelas o racimos que parecen espigas. El fruto es una vaina que puede
contener una o varias semillas (22, 40).

Para el presente estudio se describen dos leguminosas:

2.7.1. Medicago sativa var. Puebla 76

e Sinonimos: alfalfa, alfalfa parpura (18).

Distribucion geogrdfica: ampliamente distribuida en zonas templadas de todo el mundo
(18). La variedad Puebla 76 fue creada por el Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas (actualmente Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y

Pecuarias) en 1976, se puede localizar en el Bajio, Puebla y Estado de México (5, 22).
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Figura 6. Trébol blanco mostrando parte de un estolon. Las estipulas membranosas

que abrazan el estolon son caracteristicas de esta especie (40)

e Descripcion: erecta o ascendente, 56 cm de altura promedio. Hojas trifoliadas
alternadas, inflorescencias con racimos compactos, flores purpura, raices profundas (18,
22).

e Caracteristicas: de clima templado o templado frio. Conservacion en heno o ensilado.

Temperatura optima de crecimiento entre 15 y 25°C; resistente al frio (7, 18).

2.7.2. Trifolium repens

e Sinonimos: trébol blanco, trébol rastrero, trébol ladino, trébol amargo (20).

e Distribucion geogrdfica: nativa de Europa y Asia menor. Mundialmente distribuido en
zonas templadas (20, 44).

e Descripcion: planta perenne, rastrera, de tallos estoloniferos, los estolones inician en la
axila de la hoja (se forman raices en los nudos). Las hojas son trifoliadas, con foliolos
ovales entre si, sin ninguna vellosidad. Puede o no presentar una mancha clara en los
foliolos. Las inflorescencias son globulares, conteniendo de 50 a 200 flores blancas o
blanco-rosadas (6, 20, 22, 40).



e (Caracteristicas: usado para pastoreo y heno, palatable; requiere fosforo, potasio y

calcio. De clima templado, pero crece bien en regiones frias (20, 44)

2.8. Métodos de conservacion de Ia muestra para analisis en laboratorio

Para llevar a cabo una investigacion cientifica en plantas, por lo general se necesita un

medio de transporte o de almacén para conservarlas.

Al momento de realizar un muestreo del forraje, se busca reducir la temperatura para su
almacenaje; por ejemplo, las leguminosas y gramineas a una temperatura de 2-6°C pueden

durar aproximadamente un afio en buenas condiciones (64).

El método de conservacion de uso mas comin es el nitrogeno liquido. Por la temperatura
que alcanza (-196°C), casi cesa por completo la actividad bioquimica y hay un menor
riesgo de que se presenten cambios fisiologicos y genéticos en las muestras (4,21)
También se usa la refrigeracion (5°C o menos) para almacenar las muestras durante unos
afios (64). El hielo seco, de igual manera, se utiliza como un medio de conservacion para

transportar alimentos (28).

Otros métodos de conservacion en los cuales no se ve involucrada la disminucion de
temperatura, es por medio de la deshidratacion de las muestras, ya sea por el simple secado
al sol, que practicamente no requiere de ningun costo adicional y no se necesita de
estructuras permanentes (42), y por el papel, que permite la evaporacion del agua,
impidiendo que la humedad favorezca el crecimiento de microorganismos que

descompondrian la muestra (59).

La conservacién que se haga de la muestra es importante, pues si no se trata de forma
adecuada los resultados de analisis que se obtengan no van a ser confiables; por eso las
muestras de forraje deben ser protegidas para evitar que se altere su composicion quimica
(59).



3. JUSTIFICACION

En los estudios realizados hasta el momento para determinar los n-alcanos de la cera
cuticular de las plantas, no esta claro el método de conservacion o de transporte utilizado en
la muestra de forraje. Por lo general, se usa el nitrogeno liquido para trasladar o conservar
las muestras (dependiendo del estudio que se lleve a cabo). La ventaja del nitrogeno liquido
es que detiene el metabolismo celular de la planta, lo que redunda en una mejor
conservacion y en analisis mas exactos. Sus desventajas son el costo, la dificultad en el

transporte (se necesita de recipientes especiales) y su peligrosidad.

Con esta investigacion, se espera encontrar una alternativa menos cara y mas segura al uso
de nitrégeno liquido, que conserve la muestra de forraje del campo al laboratorio, sin que se
altere la concentracion o el perfil de n-alcanos cuticulares. Esto es importante porque las
concentraciones de ciertos n-alcanos, principalmente C3; y Csi, se utilizan como
marcadores internos para la determinacion del consumo voluntario en animales en pastoreo.
Si el método de conservacion de la muestra afecta la concentracion de los n-alcanos,
entonces los calculos de consumo voluntario estaran equivocados, lo que puede conducir a

tomar decisiones incorrectas sobre el manejo nutricional de los animales.



HIPOTESIS

El perfil de n-alcanos varia de acuerdo con la especie vegetal.

El método de conservacion de las muestras vegetales del campo al laboratorio no altera
el perfil de n-alcanos de la cera cuticular de tres gramineas y dos leguminosas.

El método de conservacion no altera la concentracion del n-alcano C;, de la cera

cuticular de tres gramineas y dos leguminosas.

OBJETIVOS

Estandarizar la técnica de determinacion de n-alcanos en el laboratorio.

Determinar el perfil de n-alcanos de tres gramineas y dos leguminosas de clima
templado.

Encontrar el método de conservacion que, comparado con el nitrogeno liquido, no altere

la concentracion de Cj; de las plantas en estudio.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Fase de campo

Se recolectaron muestras de tres gramineas, ryegrass perenne (Lolium perenne), orchard
(Dactylis glomerata) y kikuyo (Pennisetum clandestinum), y dos leguminosas, trébol

blanco (Trifolium repens) y alfalfa (Medicago sativa L. var. Puebla 76).

La recoleccion de las gramineas y el trébol blanco se realizo a los 35 dias de rebrote en las
praderas del Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Produccién Ovina
(CEIEPOQ), ubicado en el kilometro 53.1 de la carretera federal México-Cuernavaca,
poblado de Tres Marias, municipio de Huitzilac, Estado de Morelos, a 10°03” latitud norte,
99°14’ longitud oeste y a 2180 m de altitud. La zona presenta clima tipo Cb(m)(w), una

temperatura promedio anual de 18°C y una precipitacion pluvial anual de 1724 mm (24).

La alfalfa se recolecté después de 36 dias de rebrote en un alfalfar de primer ciclo,
establecido en el Campo Experimental Santa Isabel, del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en el kilometro 18.5
de la carretera México-Lecheria, Texcoco, Estado de México, a 19°29” latitud norte, 98°53’
longitud oeste y a 2250 m de altitud. La zona presenta clima tipo Cb(w,)(w}i”)g, una
temperatura anual que oscila entre 12 y 18°C, con una precipitacion pluvial anual de
691mm (24).

Para la recoleccion se tomo la parte aérea de diferentes plantas de cada especie y se corto a
5 cm del suelo, con una podadora eléctrica manual. Las muestras se colocaron en una bolsa
de plastico, se homogeneizaron revolviendo con las manos e inmediatamente se dividieron

de acuerdo con los siguientes métodos de conservacion (tratamientos):

— Congelacion con nitrogeno liquido (NL) (testigo): Se tomo la muestra y se introdujo en

una bolsa de plastico, que se enrollo, se ataron los extremos con hilo de nylon y se
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sumergio la bolsita en el tanque de NL, a los pocos minutos se volteo la muestra para un

mejor congelamiento.

- Hielo (H): La muestra se deposito en una bolsa de plastico y de manera encontrada se
coloco en otra bolsa de plastico. La muestra se guardo en una hielera que contenia

refrigerantes.

— Hielo seco (HS): La muestra se manipulo de la misma forma que en H, se guardo en

una hielera y se le coloco encima el hielo seco para su congelamiento

— Secado en papel periodico (PP): La muestra se distribuyo en hojas de papel periodico,

se doblo y se deposito en una bolsa de plastico para su transportacion

—» Secado al sol (8S): El forraje se colocé en una hoja de papel periodico, se doblo e
introdujo en una bolsa de plastico para su transportacion. Después de 24 horas se expuso al

sol para su deshidratacion.

Todas las muestras se identificaron y se transportaron al laboratorio del Departamento de
Nutricion Animal y Bioquimica de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
UNAM.

6.2. Fase de laboratorio

Un dia (24 horas) después de la recoleccion comenzo el procesamiento de las muestras en
el laboratorio, por que se considero que ese seria un tiempo razonable de transporte cuando

la zona de muestreo esta lejos de algun laboratorio.

Las muestras se trabajaron de la siguiente manera:
1) El tratamiento SS se expuso al sol por 48 horas; una vez deshidratada, se guard en una

bolsa de plastico.
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2) Los tratamientos H, HS y PP se dividieron en varias partes, segun la cantidad recolectada
de forraje, y se depositaron en bolsas de plastico que se enrollaron y sellaron con cinta
adhesiva, se hicieron perforaciones pequefias con un estilete a las bolsas de plasticoy
se colocaron en un ultra congelador (-70° C) por dos horas.

3) Para el tratamiento NL, las bolsas se sacaron del tanque de nitrogeno para hacerles
perforaciones y se volvieron a depositar en el nitrogeno liquido.

4) Las muestras de los diferentes tratamientos (NL, H, HS, PP) se colocaron en un
contenedor para alto vacio, que a su vez se depositod en un recipiente de plastico con hielo
seco y acetona para obtener el congelamiento del envase, y evitar que las muestras se
descongelaran rapidamente. Estos recipientes se conectaron a la liofilizadora durante 24
horas.

5) Las muestras liofilizadas se guardaron en bolsas de plastico con cierre hermético y

posteriormente se molieron en un molino Wiley, usando un tamiz de 1 mm de diametro.

Las muestras se trabajaron aleatoriamente. La cantidad de muestra utilizada de acuerdo a

los tratamientos aparece en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Cantidad de muestra (gramos de materia seca) utilizada de cinco forrajes

sometidos a cinco métodos de conservacion

Forraje

Meétodo de

conservacion Alfalfa Kikuyo  Orchard Ryegrass Trébol
Nitrogeno liquido 20 0.5 05 0.5 0.5
Hielo 20 05 05 05 0.5
Hielo seco 05 0.5 0.5 0.5 0.5
Secado en papel 2.0 2.0 05 0.5 0.5
Secado al sol 2.0 2.0 05 0.5 0.5

El analisis cromatografico de las muestras se realizo siguiendo la técnica de Mayes ef al.
(38), Dove (10) y Vulich er al. (62), con las siguientes modificaciones: el peso de la
muestra (Cuadro 2), la cantidad de estandar interno (0.040 g), la saponificacion (en bafio
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maria), la separacion (30 ml de n-heptano), la utilizacion de una columna de silica gel con
elucion con n-heptano (25 ml), la evaporacion de la muestra (completa) y, por dltimo, las
condiciones del cromatografo. La extraccion en Soxhlet (1) se realizo en el laboratorio del
Departamento de Nutricion Animal y Bioquimica y el resto de la técnica se llevo a cabo en
el laboratorio de Disefio de Experimentos del Departamento de Quimica Organica de la
Facultad de Quimica, de la UNAM. La metodologia completa se describe en los Anexos

12.1al 12.5.

Las muestras se trabajaron por triplicado (tres repeticiones por combinacion
forraje/tratamiento) y por cada repeticion se realizaron tres inyecciones, cuyos resultados se
promediaron. Se determino el perfil de n-alcanos de cadena impar (Czs a C33 0 Cis) para
cada combinacion forraje/tratamiento. En la muestra del trébol se perdio una repeticion del

tratamiento en hielo, por lo que el niimero total de observaciones fue n=74.

6.3. Anailisis de la informacion

Se calculo la relacion entre los diversos n-alcanos. Esto se hizo porque Dove y Mayes (13)
indican que en la mayoria de los casos en que se usan los n-alcanos (estimaciones de
consumo, composicion de la dieta y digestibilidad) no es importante tener una precision
absoluta en las mediciones, siempre y cuando las concentraciones relativas se determinen

con precision.

Para evaluar el efecto de tratamiento se utilizo la concentracion de C3; como variable de
respuesta. Se decidio realizar el analisis estadistico con este alcano porque es uno de los
mas abundantes en muchas plantas y porque el calculo de consumo de MS en animales en
pastoreo utilizando la técnica de n-alcanos se basa, por lo general, en la relacion Cs,:Cs:

(siendo Cj) el marcador interno y Cs; el externo).

Los datos de la concentracion de Cs; (mg/kg MS) se analizaron de acuerdo con un analisis

de varianza para un disefio completamente al azar en arreglo factorial: cinco forrajes x
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cinco métodos de conservacion, con tres repeticiones por tratamiento (29). La comparacion

entre medias se hizo a través del método de Bonferroni (P<0.05) (56).

El método estadistico fue:

Yix=u+Fi + C; + FC; + E

Donde:

Y=  concentracion de Cj;enla k-ésima repeticion del i-ésimo forraje sometido al

j-ésimo método de conservacion

= media general
Fi= efecto del i-ésimo forraje (i=1,...,5)
C= efecto del j-ésimo método de conservacion (j=1,...,5)

FCij= efecto de la interaccion forraje x método de conservacion

Ej=  error experimental (k=1,...,3)
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7. RESULTADOS

7.1. Perfil de n-alcanos

En los Cuadros 3 a 7 se muestra el perfil de n-alcanos de la cera cuticular de los forrajes en
estudio y el efecto que el método de conservacion tuvo en dicho perfil. El método de
referencia, con el cual se hicieron las comparaciones, fue el de NL. ya que proporciona el
mayor grado de confiabilidad, puesto que al sumergir el tejido vegetal en NL
inmediatamente después de un muestreo, cesa toda actividad metabolica y lo que se mide

refleja mas fielmente las caracteristicas de la planta al momento de ser cortada.

7.1.1. Alfalfa (Cuadro 3)

¢ Los n-alcanos mas abundantes fueron el Cy y Cs:.

e La relacion C/C3; se mantuvo constante en los diferentes tratamientos, lo que
significa que los cambios (aumento o descenso) que se presentaron en las concentraciones
de estos dos n-alcanos fueron proporcionales.

e La relacion Cy7/Czs disminuyéd en los tratamientos de H y SS con respecto a NL,
principalmente debido a que en estos dos tratamientos se registro un aumento importante
(39 % y 57 %, respectivamente) de C,s con relacion al tratamiento de NL.

e La relacion C;9/Cz7 presentd mayor variacion entre los tratamientos, especialmente en
los dos que involucraron una deshidratacion (PP y SS). La concentracion de Cz9 aumento
18% en el tratamiento de PP con respecto a la detectada en NL, mientras que la
concentracion de Cy7 aumento 23% en el tratamiento de SS con respecto a NL. Esto
ocasiono6 que en el primer case (PP), la relacion aumentara (8.7) y en el segundo (SS),
disminuyera (6.8).

e La relacion Cs;/Cs3 fue menor en los tratamientos con H y SS. En el caso del hielo, la
concentracién de Cs, disminuyo 10% con respecto al tratamiento con NL y en el
tratamiento de SS, la concentracion de C33 aumento 16% con respecto al tratamiento de
NL
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e En general, el efecto de los tratamientos en la concentracion de los diferentes n-alcanos

fue poco predecible. El n-alcano que menos se vio afectado por el método de conservacion
fue el Cy7.

7.1.2. Kikuyo (Cuadro 4)

e Los n-alcanos mas abundantes fueron Cs3, C3; y C3s. En general, en todos los n-alcanos
se observo el mismo fenomeno: una disminucion en la concentracion en todos los
tratamientos en comparacion con nitrogeno liquido, excepto para Cis, que registro un
aumento de 20% en el tratamiento con hielo y no tuvo cambio significativo con los otros
tres métodos.

e [Las relaciones mas constantes fueron las de C;7/Cys, C33/Cay y C33/Css. La relacion
C27/Cys aumento en todos los tratamientos con relacion a NL, principalmente debido a una
marcada disminucion en la concentracion de Cys.

* La relacion Cs33/C3; aumenté en todos los tratamientos con relacion al NL porque hubo
una disminucion en la concentracion de ambos n-alcanos, pero ésta fue ligeramente mas
pronunciada para Cs;.

e La relacion Cs3/Css fue mas estable, disminuyendo un poco en el tratamiento con H y
SS por un aumento en la concentracion de Css en estos tratamientos, especialmente en el
tratamiento con hielo.

e Las otras dos relaciones, C29/C27 y C31/Cz9, fueron mas variables, principalmente la
ultima. En ambas hubo un aumento casi del doble en el tratamiento de hielo seco
comparado con la relacion de NL, pero en todos los tratamientos las relaciones aumentaron
debido a una disminucion considerable en la concentracion de los n-alcanos Cz7 y Cas,

respectivamente, con respecto a NL.
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7.1.3. Orchard (Cuadro 5)

e Los n-alcanos en mayor concentracion fueron el Cs3 y el Ci;. Todos los tratamientos
disminuyeron la concentracion de n-alcanos con relacion al tratamiento de NL, pero la

mayor disminucion se detecto para Cyo en el tratamiento de HS

e Las relaciones entre alcanos fueron constantes, lo que indica efectos proporcionales de
los diferentes tratamientos en las concentraciones de los distintos n-alcanos. La excepcion
fueron las relaciones C9/Cz7 y C31/Cy9. En el primer caso, la relacion disminuyo y en el
segundo, aumento marcadamente debido a la baja concentracion de Cys en el tratamiento
de HS. En las muestras en HS se registro menos del 40% de la concentracion de Cyo

obtenida en el tratamiento con NL.

7.1.4. Ryegrass (Cuadro 6)

e Los n-alcanos mas abundantes fueron el C;; y el Css. Al igual que en alfalfa, el efecto
del tratamiento en la concentracion de los n-alcanos fue poco predecible, lo que se reflejo
en los valores de las diferentes relaciones.
e Las relaciones mas estables fueron C;31/Cae y C31/C3s. La primera aumento en el
tratamiento de SS porque la concentracion de Cye disminuyo mas que la de C3; con
relacion al tratamiento de NL. La segunda relacion (Cs;/Cs3) disminuyo igualmente en el
tratamiento de SS porque la concentracion de Ci; disminuyé mas que la de Cs3 con
respecto a NL.
e Las demas relaciones fueron mas variables, basicamente porque el efecto de los
tratamientos no fue similar en todos los n-alcanos:

El tratamiento con hielo disminuyo las relaciones C;7/Cszs, C29/Cz7 y C33/Css

por un aumento en los n-alcanos Cas, C27 y Cis, respectivamente.

* El tratamiento de HS aumenté las relaciones Cy7/Cas, v Cz9/Cay, pero

disminuy¢ la relacion Cs3/Css en comparacion con el tratamiento de NL.
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El tratamiento de PP aumento la relacion C;7/Cys, pero no cambio
apreciablemente las otras dos (Cz/Cy7 y C3:/Cis), con respecto al
tratamiento de NL.

El tratamiento de SS no alterdo la relacion C,7/C,s, pero disminuyo las

relaciones Cy9/Ca7 y C33/Css con respecto a NL

7.1.5. Trébol (Cuadro 7)

e El n-alcano mas abundante fue el Cy9, seguido del Cy7.

® No se registraron valores para los n-alcanos Ci; y Cs.

e Las mejores relaciones fueron Cze/Cz7 v C26/Csy. El tratamiento en hielo aumento la
concentracion de Cy7, lo que provoco que la primera relacion disminuyera, mientras que el
tratamiento de SS aumento la concentracion de Cs;, lo que hizo disminuir la relacion
Ca/Cs1.

e La relacion C;:/Czs fue mas variable porque el tratamiento en hielo hizo aumentar
ambos n-alcanos, pero el efecto fue mayor en Cas. Por el contrario, los demas tratamientos

hicieron disminuir en mayor proporcién la concentracion de C;s con respecto a la de Ca7.

7.2 Concentracion del n-alcano Cs,

La concentracion de Cs; encontrada en la alfalfa, el pasto kikuyo y el ryegrass (Cuadro 8)
estuvo dentro del rango de valores indicados en la literatura (14, 33, 49, 56). Los valores
consignados en la literatura para trébol blanco oscilan entre 55 y 67 mg/kg MS (14, 56) y
aquellos para orchard son de 58 mg/kg MS (33). Estos valores son mayores a los
encontrados en este estudio (27 y 37 mg/kg MS, respectivamente, Cuadro 8, tratamiento
NL).
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Cuadro 8. Concentracion del

n-alcano Ci; en cinco forrajes con cinco meétodos de

conservacion.
Gy, mg/kgMS -
RAJ Nitrogeno Papel

RORRAIE liquido Hielo Hielo seco periodico  Secado al sol
Alfalfa 290.80° 264 08" 277.47*° 334.15° 307.79°
Kikuyo 261.16" 205.67° 198 11" 193.04" 198 82°
Orchard 37.03* 28.06° 23.63" 34.52° 31.44°
Ryegrass 166.18" 189.08" 159.19° 184.19" 121.72¢
Trébol 27.25° 23.80° 21.07° 2147 28.24°
EEM 5.1

*b<4 iterales diferentes en la misma hilera indican diferencia estadistica (P<0.05).
El error estandar de la media (EEM) para trébol blanco en hielo fue de 6.3

El analisis de varianza para la concentracion de Cs; se encuentra en el Cuadro 9. Como
puede observarse, el efecto de la interaccion forraje x método de conservacion fue

significativo (P<0.0001, Cuadro 9).

Cuadro 9. Analisis de varianza para la concentracion del n-alcano Cs; en cinco forrajes con

cinco métodos de conservacion.

Fuente de

e GL CcM F P
variacion
Forraje 4  200392.805 2555888  <0.0001
Método 4 1307.7548 16.6796 < 0.0001
52?332" 16 1390.3513 17.7341 < 0.0001
Error 49 78.4
Total 73

Se perdid una repeticion del tratamiento en hielo del trébol

e El método de conservacion no tuvo efecto en la concentracion de Cs, del pasto orchard

y del trébol blanco, quiza debido en parte a la mayor variabilidad en los datos (Cuadro 8).
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e En el pasto kikuyo, en comparacion con el tratamiento NL, los demas métodos de

conservacion disminuyeron la concentracion de Csy, entre 27 y 35% (P<0.05) (Cuadro 8).

e En la alfalfa, los métodos de SS y PP incrementaron la concentracion de Cs; en 6% y
15%, respectivamente (P<0.05) con relacion al NL, mientras que el tratamiento de hielo la

disminuy6 un 9% (P<0.05) y no hubo diferencia estadistica con HS (Cuadro 8).

e En el caso de ryegrass, en comparacion con el tratamiento de NL, la conservacion en H
y en PP aumento la concentracion de Ci; en un 12% (P<0.05), el SS la disminuyo

aproximadamente un 30% (P<0.05) y no hubo diferencia estadistica con HS (Cuadro 8).

Debido a que el n-alcano con mayor concentracion fue Ca9 para trébol, se decidio realizar
un analisis de varianza por separado para este forraje (Cuadro 10), el cual indico un efecto
de tratamiento. Los tratamientos HS, PP y SS disminuyeron entre 14 y 23% la
concentracion de Cas, en comparacion con NL, pero no hubo diferencias con H (Cuadro
).

Cuadro 10. Analisis de varianza para la concentracion del n-alcano Cas en trébol

Fuente de

variacion oL CM ¥ 5
Método 4 134330 5.1912 0.0190
Error 9 25877
Total 13

Se perdio una repeticion del tratamiento en hielo.
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Cuadro 11. Concentracion del n-alcano Cys del trébol con cinco métodos de conservacion.

Ca9, mg/kg MS
Nitrogeno Papel
liquido Hielo Hielo seco periodico  Secado al sol
Trébol 71.25° 66.00 54.79" 36.45% 61.15°
EEM 5.1

"< Literales diferentes en la misma hilera indican diferencia estadistica (P<0.03).
El EEM fue de 2.94 para todos los tratamientos excepto para hiclo, que fue de 3.60
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8. DISCUSION

La revision del perfil de n-alcanos de los forrajes que se estudiaron (Cuadros 3 a 7) indica
que los n-alcanos mas abundantes fueron el Cy, el Cy, v el Ci; En un forraje, el trébol
blanco, el Cy7 fue relativamente importante y en el kikuyo, lo fue el Css. Existieron
diferencias entre familias y especies. Para el caso de las leguminosas (alfalfa y trébol), la
concentracion mas elevada fue la de Cy9, aunque las concentraciones fueron sensiblemente
diferentes entre ellas, y en las gramineas, el C3; fue mas abundante en los pastos kikuyo y
orchard, mientras que el C3, lo fue en el ryegrass. Estas diferencias en el perfil de n-alcanos
entre familias y especies también se mencionan en la literatura. Tulloch (60), en un estudio
realizado de la cera epicuticular de 28 géneros de gramineas, encontro que las ceras de los
pastos son generalmente mezclas de Cz7, Ca9, C31 y Cas, siendo los hidrocarburos mas
importantes el Cys 0 el C3;. De las 34 especies que éste autor examind, 23 mostraron al Cs,

como el n-alcano mas importante, ocho indicaron al Cys y dos al C;7 y Cs;.

En cuanto al hecho de que las concentraciones de Cs; encontradas en trébol blanco y pasto
orchard fueran menores a las indicadas en la literatura, los estudios sobre n-alcanos sefialan
que las condiciones medioambientales, como luminosidad y humedad, pueden afectar su
concentracion en las plantas (2) y es posible que la elevada precipitacion pluvial en el area
de Tres Marias, Morelos, donde se recolectaron ambos forrajes, influyera en la
concentracion de este n-alcano, disminuyendo su produccion. Malossini er al. (33)
encontraron elevadas concentraciones de los n-alcanos de cadena impar mas importantes en
muestras de ryegrass del norte de Italia e indicaron que un descenso en la humedad

ambiental y del suelo puede tener efectos estimulantes en la produccion de cera.

Cada forraje tuvo una respuesta diferente a los diversos tratamientos, lo que podria ser un
indicio de su respuesta al estrés por frio y deshidratacion. Las plantas pueden experimentar
lo que se conoce como estrés por enfriamiento (a cualquier temperatura desde los 10-15° C
hasta los 0° C) y estrés por congelamiento (por debajo de los 0° C) (31). El significado
biologico del frio yace, parcialmente, en disminuir la velocidad de los procesos quimicos y

en alteraciones de estructuras biologicamente importantes (51). Para sobrevivir, la planta
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debe evitar el dafo letal que estas tensiones puedan producir. Muchas plantas han
desarrollado adaptaciones que las protegen en varias formas. Una de estas adaptaciones se
conoce como “robustez” (hardiness) o “aclimatacion”, es decir, la habilidad de la planta
para resistir o tolerar un estrés de baja o alta temperatura o una sequia (31). De esta manera,
las plantas se pueden clasificar como sensibles o tolerantes al enfriamiento y sensibles o
tolerantes al congelamiento (31, 51). El tratamiento en hielo equivaldria a un estrés por
enfriamiento, el tratamiento en HS seria semejante a un estrés por congelacion y los

tratamientos PP y SS serian equivalentes a un estrés por deshidratacion.

El ryegrass, por ejemplo, se considera una planta tolerante al congelamiento y en este
estudio no se encontré ninguna diferencia en la concentracion de Cs, entre el tratamiento de
HS y el de NL, pero el enfriamiento en hielo aument6 su concentracion significativamente
(Cuadro 8). Por otro lado, la concentracion de Cs; en la alfalfa en hielo [la alfalfa varia en
robustez dependiendo de la variedad (25)] no fue diferente de la concentracion en el
tratamiento con HS, pero fue significativamente menor que en el tratamiento con NL
(Cuadro 8). Ambos forrajes (ryegrass y alfalfa), sin embargo, fueron sensibles a la
deshidratacion, aunque en direcciones contrarias. La concentracion de Cs; en las muestras
de alfalfa deshidratada con PP o en SS aumento [una respuesta que en otras plantas, como
el algodon, se ha interpretado como una mejoria en la proteccion contra el estrés hidrico
(3)], mientras que en el ryegrass la concentracion de Cs; en las muestras SS disminuyo

significativamente en comparacion con el tratamiento de NL.

Por otra parte, el pasto kikuyo es sensible tanto al congelamiento como a la deshidratacion
y esto podria explicar por qué la concentracion de Cs; disminuyé significativamente en
todos los tratamientos con relacion a la congelacion en NL. Por el contrario, el pasto
orchard es mucho mas tolerante que el pasto kikuyo al congelamiento y a la deshidratacion,
lo que podria explicar la ausencia de diferencias entre los tratamientos. Finalmente, el
trébol blanco se comportod de manera similar al pasto orchard, aunque no se considera una
planta resistente a la sequia. Sin embargo, en el caso del trébol se observo un efecto del

tratamiento cuando se analizo la concentracion de Cys y el resultado fue que los dos
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tratamientos de deshidratacion (PP y SS) disminuyeron la concentracion de ese n-alcano (al

igual que HS) en comparacion con NL.

La hipotesis de que las plantas respondieron a los diferentes tratamientos alterando la
concentracion de Cs se estaria apoyada por lo encontrado al calcular las relaciones entre

los diferentes n-alcanos.

Las relaciones (Cuadro 3 a 7) que se mantuvieron mas estables entre tratamientos fueron
C2/C3; para alfalfa; Cz7/Cys, C33/Csy y C33/Css para pasto kikuyo, Cii/Cs; para pasto
orchard; C31/Cy9 y C3,/Cas3 para ryegrass, y C9/C3, para trébol. La “estabilidad” estuvo dada
por el hecho de que las concentraciones de esos n-alcanos variaron (aumentaron o
disminuyeron) de manera similar en todos los tratamientos. Es decir, el tratamiento afecto a
ambos alcanos en la relacion proporcionalmente: si uno disminuyo, el otro aumento
proporcionalmente, o los dos aumentaron o disminuyeron proporcionalmente. En las demas
relaciones, aparentemente uno de los n-alcanos fue mas afectado que el otro. Por ejemplo,
en la relacion Cy/Cy7 de la alfalfa (Cuadro 3), el tratamiento PP aumenté mas la
concentracion de Cy que de C,7, mientras que en el tratamiento SS el aumento fue mayor
para Cy7; o el efecto del HS en la concentracion de Cas, que hizo que las relaciones C20/C27

y C31/Cy fueran muy diferentes a las del tratamiento con NL.

De todo lo anterior, puede concluirse que no existe evidencia para aceptar dos de las
propuestas en el estudio, que el perfil de n-alcanos y que la concentracion de Ci; no
cambiaria, independientemente del método de conservacion utilizado. Es decir, el estudio
mostro que el método de conservacion si afect6 tanto el perfil como la concentracion de Cs,
en algunos de los forrajes estudiados. El experimento se disefi¢ solo con este proposito,
pero es importante tratar de entender qué pudo haber pasado en las plantas sometidas a los
diferentes tratamientos. La literatura indica que el robustecimiento o aclimatacion
(“hardening™) de una planta es un proceso complejo, que incluye cambios fisiologicos,
fisicoquimicos y quimicos (26). Hietala e al. (26), trabajando con tallos de clones del sauce
mimbrero (Salix viminalis) estudiados bajo tratamiento de congelamiento controlado,

concluyeron que la aclimatacion podia dividirse en tres etapas. La etapa de pre-
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aclimatacion, que podria parecerse mas a lo que sucedio con las muestras enfriadas, se
asocié con una disminucion de n-alcanos, de la cantidad total de acidos grasos y de la
proporcion de acidos grasos insaturados con respecto a los saturados. Estos cambios

indicaron que ceso el crecimiento y disminuyo en la actividad metabolica.

Los n-alcanos se sintetizan a través de wuna via de elongacion-
descarboxilacion/descarbonilacion (2). Los pasos iniciales ocurren en el mesofilo de las
células de la palizada interna (2) y son similares a los pasos de la sintesis de acidos grasos
hasta acido palmitico (54). Posteriormente, se realiza la elongacion de la cadena en las
células de la epidermis para producir los acidos grasos de cadena mas larga, que pueden
reducirse o descarboxilarse/descarbonilarse para generar alcoholes de cadena larga o
alcanos, respectivamente (2, 54). Se ha confirmado que el paso final en la formacion de n-
alcanos es una descarbonilacion en lugar de un descarboxilacion y se ha consignado

actividad enzimatica de descarbonilacion en la region pared celular-cuticula (2).

Wilkinson y Kasperbauer (63), trabajando con hojas de tabaco, encontraron que el
contenido de alcanos de las hojas respondia a su estado metabolico, que estaba en sintonia
con las condiciones ambientales. Estos investigadores concluyeron que ia variabilidad total
de la calidad y cantidad de la cera epicuticular en hojas de tabaco genéticamente uniformes
parecia ser un reflejo de la actividad de los procesos enzimaticos individuales bajo
diferentes condiciones ambientales. Consecuentemente, argumentaron, la cera epicuticular
presente en hojas que crecen naturalmente podria ser la suma de estos sistemas en cambio

constante, que responden al medio ambiente.

En el presente estudio, cinco diferentes forrajes se sometieron a estrés por frio (0° C, hielo,
y -80° C, hielo seco) y a estrés hidrico (deshidratacion con papel periddico y por sol). Los
resultados observados quizas se debieron a cambios en los procesos enzimaticos que
conducen a la sintesis de n-alcanos. En el caso de las muestras congeladas en NL, la
temperatura del NL (-196° C) (31) probablemente ceso toda actividad metabolica y, por lo

tanto, este tratamiento puede considerarse como el de referencia.
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9. CONCLUSIONES

El perfil de n-alcanos vario entre las diferentes especies vegetales.

En los forrajes muestreados, predominaron los n-alcanos de cadena impar, siendo el Cy,

(n-hentriacontano) el mas abundante.
El método de conservacion altero el perfil de n-alcanos de los forrajes muestreados en el
presente estudio, quiza debido a cambio en los procesos enzimaticos que conducen a la

sintesis de n-alcanos.

La congelacion en nitrogeno liquido parece ser el método mas confiable para la

conservacion de forrajes que van a someterse a la determinacion del perfil de los n-alcanos.
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10. RECOMENDACIONES

Para una mejor evaluacion de la concentracion de n-alcanos en los forrajes, se recomienda

utilizar dos estandares internos (Csz y Cia).

Como los valores obtenidos de los n-alcanos de menor longitud fueron muy variables, seria
mejor realizar el analisis con mayor cantidad de muestra (5 g), al momento de preparar la
curva de calibracion, se recomienda hacer diluciones de menor concentracion para obtener

una mayor precision en los resultados.

Se sugiere realizar algunos cambios a la técnica referida, para ahorrar tiempo seria
favorable utilizar la saponificacion directa (omitir el paso de extraccion por sistema
Soxhlet) y para disminuir costos, seria necesario realizar una serie de experimentos con

algun otro disolvente organico que no sea n-heptano.
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12. ANEXOS

12.1. Técnica para la determinacion de n-alcanos por cromatografia de gases

Material Reactivos
v" Pipeta volumétrica clase A de Iml v' Heptano (n-C7) (J.T. Baker,
v" Cartucho para Soxhlet pared sencilla 99.5%)
v Matraz de ebullicion fondo plano de v Tetratriacontano (n-C34) (Fluka
250 ml Chemic, 97%)
v" Perlas de vidrio de 5 mm diametro v Silica gel 60 — 200 mallas (J.T.
v" Rotavapor Baker)
v Probeta (10 y 25 ml) v Solucién hidroalcohdlica de
v" Soporte universal KOH 1M
v Pinza de tres dedos
v" Condensador Liebig 309 mm
v"  Pipeta Pasteur 9’
v Bulbo de hule ambar
v" Matraz de ebullicion fondo redondo de
50 ml
v Vial sin tapa de 2 ml
v Jeringa de 10 ml
v" Embudo estriado tallo corto
v'  Pipeta digital con punta inyectora de
1000 pl
v

Punta de pipeta de 50 — 1000 pl
v Vial de vidrio de borosilicato de 2 ml

con tapa
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Método

El pasto molido, liofilizado y tamizado (criba de 1 mm) se coloca en un cartucho de
celulosa. se le agrega 1 ml de estandar interno n-C34 y como disolvente n-heptano: se
coloca en el sistema de extraccion Soxhlet durante 6 horas: posteriormente se deja enfriar el
extracto y se destila en un rotavapor. Una vez recuperado el extracto seco se le anade Sml
de la solucion hidroalcohdlica de KOH 1M y se coloca en un sistema de reflujo a baiio
Maria, durante tres horas y media. Concluido el tiempo, se enfria ¢l extracto saponificado y
se efectua la separacion de la fase organica y de la fase acuosa con una pipeta Pasteur.
mediante “lavados™ con n-heptano (3x10 ml). La fase organica se transfiere a un matraz de
fondo redondo de 50 ml y se coloca en un sistema de destilacion para recuperar el
disolvente. El residuo de la destilacion se transfiere a un vial y se le agrega silica gel para

adsorber la muestra.

A continuacion se coloca la silica gel mas la muestra, en una columna con silica gel (2.5 g)
y se eluye con 25 ml de n-heptano. Ll extracto purificado se recibe en un matraz de 50 ml y
se destila hasta su concentracion; el residuo de la destilacion se coloca en un vial de 2 ml y

se almacena hasta la realizacion del analisis cromatografico.

Al momento de hacer las inyecciones, a la muestra seca se le agregan 300 pl de n-heptano
para su disolucion y se inyecta 1ul en un cromatografo de gases Hewlett Packard Serie 11
5890. equipado con una columna capilar HPS5 (95% dimetil polisiloxano, 5% difenil) con
30 m de largo, 0.32 mm de diametro y 0.25 pm de fase estacionaria; con detector de
ionizacion de flama (aire comprimido extra seco — INFRA; hidrégeno cromatografico
pureza 99.998% — INFRA). Temperatura del inyector y del detector, 250° C. Rampa de
temperatura de la columna: 250° C por 3 min; 10° C/min hasta 300° C; 7 min a 300° C;
10°C/min hasta 320° C: 15 min a 320° C. Se usa nitrogeno (cromatografico pureza

99.998% — INFRA) como gas acarreador a un flujo de 10 psi.

El analisis cualitativo se realiza comparando los tiempos de retencion con estandares de n-

alcanos conocidos (Cuadro 12). El andlisis cuantitativo se lleva a cabo por el método de
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estandarizacion interna, haciendo una relacion del area bajo la curva de las sefales de los n-

alcanos del pasto con la senal del estandar interno (n-C34).

Cuadro 12. Estandares de n-alcanos

Analytical Standards Fluka Chemic Aldrich Chem
Stockroom
n-Alcano Pureza (%) n-Alcano Pureza (%) n-Alcano Pureza (")’;f -

 Ca 99.0 Ca 995 Cr 99.0

Cy 99.5 Css 97.0 Cao 99.0

Caxn 99.5 Caa 97.0

Cax 99.0 Css 995

Cas 99.0

Cys 99.0

Cas 99.0

Cas 99.5

Cso 99.4

Cx 99.0

Css 99.1

12.2. Preparacion del estiandar interno Cs4

Material

v' Matraz volumétrico de 25 ml v
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Reactivos

Heptano (n-C5) (J.T. Baker,
99.5%)

Tetratriacontano (n-Cis) (Fluka
Chemic, 97%)



Método
Con relacion a la concentracion en moles. se pesa la cantidad calculada de n-alcano n-C .

se disuelve en aproximadamente 5 ml de n-heptano, se coloca en ¢l matraz y se afora.

12.3. Preparacién de los estiandares para la curva de calibracion

Material Reactivos

v" Matraz volumétrico de 5 ml v Kit de estandares (n-Cyp a n-Cs)

v' Matraz volumétrico de 10 ml (Analytical standards stockroom.

v Pipeta digital con punta inyectora de Aldrich Chem. Fluka Chemic)
1000 pl v Tetratriacontano  (n-Css)  (Fluka

Chemic, 97%)
v Heptano (n-C;) (J.T. Baker.
99.5%)

Método
De acuerdo a la concentracion en moles, se pesa la cantidad calculada de cada uno de los
alcanos (excepto n-Csy) (Cuadro 13), se disuelven juntos en 5 ml de n-heptano y se vacian

en un matraz de 10 ml; se afora. A ésta se denomina solucion madre de estandares.

Por otro lado, se pesa la cantidad calculada de n-C34 (Cuadro 13), se disuelve en 5 ml de n-
heptano y se coloca en un matraz de 10 ml. el cual se afora. A esta se denomina solucion

madre de estandar interno.

De la solucion madre de estandares se toma respectivamente 0.025. 0.05. 0.25, 0.5. 2.5 y
4.5 ml y se coloca en matraces de Sml. después a cada matraz se le agrega 0.5 ml de la
solucion madre de estandar interno. Se aforan y se identifican para su posterior inyeccion

en el cromatografo de gases, v asi obtener los valores de la curva de calibracion.
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Cuadro 13. Cantidad calculada de cada n-alcano.

n-Alcano Peso (g) Concentracion (M)
Cx 0.0141 5x107 o
Ca 0.0148 5x107
Cxn 0.0155 5x107
Cn 0.0162 5x107
Cas 0.0169 5x107
Cas 0.0176 5x107
Cas 0.0183 5x107
Cx 0.0190 5x107
Cas 0.0197 5x10™
Ca 0.0204 s5x107
Cio 0.0211 5x10™
Cx 0.0218 5x107
Cn 0.0225 5x10°
Cy 0.0232 5x107

Cs4(E.L) 0.0400 1x10*

Css 0.0246 5x107
Cse 0.253 5x107

E.1.= Estandar interno

12.4. Preparacion de la columna de silica gel

Material

¥ Jeringa de 10 ml

v' Algodén

v Vaso de precipitado
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Reactivos

Silica gel 60 —~ 200 mallas (J.T.
Baker)

Heptano (n-C7) (JT. Baker
99.5%)



Método

Se coloca un trozo pequefio de algodon al final de la jeringa (Figura 7) para evitar que la
silica salga. En un vaso de precipitado se pesan 2.5 g de silica gel, se le agrega n-heptano
para que se disuelva y se agrega a la jeringa, se enjuaga con n-heptano hasta limpiar de
silica el vaso de precipitado y se le va agregando n-heptano a la columna para que asiente la

silica. Al momento de vaciar la muestra a la columna, ésta ultima tiene que estar himeda.

Jerninga

Silica gel ——»

<+— Algodon

Figura 7. Columna de silica gel

12.5. Preparacion de la solucién hidroalcohélica KOH 1M

Material Reactivos

v Matraz volumétricode 1 L v" KOH (Lentejas J.T. Baker 98%)
v" Vaso de precipitado de 500 ml v" Alcohol etilico (Q.P.)

¥ Balanza v Agua destilada

Método

Se miden 500 ml de agua destilada y 500 ml de etanol, se mezclan. Se pesan 57 g de KOH
y se coloca en el matraz; se disuelve con un poco de la solucion de etanol-agua; una vez

que esté completamente disuelto, se aforaa 1 L.
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