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Resumen:

Los ganaderos del tropico tradicionalmente han usado dietas con base en gramineas con
limitaciones nutricionales. Tal deficiencia, exige la suplementacién con otras especies forrajeras
de alta calidad proteica. El objetivo de este estudio fue evaluar la asociacion de Pennisetum
purpureumPP) y Tithonia diversifolia (TD), asi como el efecto de la adicion de bacterias &cido
lacticas (BAL) sobre las variables de la cinética ruminal y la produccion de metano en un sistema
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de Simulacién del Rumen (RUSITEC). Se emplearon cuatro tratamientos: T1) ensilaje de PP al
100% sin in6culo como grupo testigo; T2) mezcla de PP y TD (67:33%) sin indculo; T3) mezcla
de PP y TD (67:33%) adicionada con indculo de BAL (Lactobacillus paracasei - T735); y T4)
mezcla de PP y TD (67:33%) adicionada con in6culo comercial (Sil-all®*%). Los datos se
analizaron mediante un disefio completamente al azar. No hubo efecto de los tratamientos (T2, T3
y T4) versus testigo (T1) en la concentracion de NH4-N (P<0.05). En comparacion con el control,
T4 redujo a los &cidos grasos volatiles un 57 % (P<0.0001). T4 redujo el CH4 liberado, frente al
testigo (T1) 1.36 y 2.43 (mmol/g), respectivamente (P<0.05). La reduccion de la poblacion de
protozoos ciliados no mostro diferencias (P>0.05). La disminucién en la emision de CH4 por gramo
de MS en ensilajes (PP/TD), posiblemente se explica por una menor degradacién de la fibra y
sugiere que habrd menos emisiones de CH4 por unidad de proteina comestible producida. Sin
embargo, la cantidad total de metano que se libera no fue diferente estadisticamente.

Palabras clave: Defaunacion, Fibra, Protozoos, Digestion, Ensilaje.

Recibido: 05/01/2018

Aceptado: 23/11/2018

Introduccion

En la zona tropical existe la mayor biodiversidad genética de plantas vasculares por unidad de area
del mundo, no obstante esta riqueza, los sistemas de alimentacion animal se han basado
principalmente en el uso de muy pocas especies vegetales, siendo méas reducida la gama de arboles
y arbustos forrajeros?. Por ello, ante la enorme demanda de carne y leche proyectada para
alimentar a una poblacién humana y ante los altos costos de produccion de las materias primas para
la alimentacion animal, es importante recurrir a esta biodiversidad para buscar otras fuentes
alimentarias y aprovechar asi la oferta natural local de manera racional®.

Los productores del trépico tradicionalmente han utilizado dietas basadas en la asociacion de
gramineas, nativas o introducidas, con significativas limitaciones nutricionales, derivadas de los
altos contenidos de pared celular, que se traducen en una baja ingestion y por tanto limitado
consumo de nutrientes digeribles. Generalmente, esto se debe a una fermentacién microbiana
deficiente que se refleja en un flujo y una absorcion de nutrientes inferior a la que requieren los
rumiantes®. Tal deficiencia demanda el uso de alimentos suplementarios, asi como la introduccion
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de leguminosas en pasturas de gramineas, la suplementacion con forraje de leguminosas arbustivas
o la suplementacion con otras especies lefiosas no leguminosas de alta calidad proteica®.

La mezcla de la diversidad de especies en la dieta de los rumiantes ha sido concebida como una
alternativa eficiente para mejorar la oferta proteica y energética en el tropico®. Tal alternativa
puede concebirse como la oferta de mezclas de forrajes ofrecidos mediante ramoneo, corte, acarreo
0 précticas de conservacion de forrajes por procesos de ensilaje®. Una mezcla apropiada para
mantener un balance adecuado de proteina energia lo constituye una proporcion de 70:30, entre la
fuente de energia y la fuente proteica, asi, generalmente la mezcla cominmente usada se ha
conformado entre gramineas y leguminosas en la proporcion sefialada”. No obstante, la fuente
proteica puede ser otra planta no leguminosa, entre la gran diversidad de lefiosas forrajeras que
existen en el tropico®. Tithonia diversifolia(TD) ha constituido una de las especies predilectas
usadas en alimentacion animal, por su alto contenido proteico, alta digestibilidad y versatilidad en
el manejo. Un estudio de Lezcano et al® reporta datos de MS para TD que varian desde 13.5 %
hasta 25.0 %, en funcion de la edad y la frecuencia de corte y los valores de proteina bruta las
cuales variaron entre 11.0 y 29.8 %, con diferencias significativas entre las hojas para los 30 y 60
dias. Por su parte, Fasuyi y Ibitayo®® reportan que las hojas de TD poseen un alto contenido de
proteina bruta (20.6 %).

Por otra parte, el ensilaje constituye una estrategia de conservacion de los nutrientes basada en la
fermentacion anaerdbica gobernada por bacterias del genero Lactobacillus®?. Sin embargo, el
conocimiento del proceso de acidificacion del medio y la ensilabilidad de TD es limitado; esto
obliga a evaluar el potencial acidificador de las cepas nativas de Lactobacillus® y la estabilidad
del ensilaje y la reduccidn de las pérdidas de nutrientes bajo condiciones aerobias, una vez que el
ensilaje es expuesto a condiciones aerobias®?. Al respecto, existen reportes que indican una
optimizacion del proceso de fermentacion anaerdbica inducido por mezclas que pueden mejorar
las caracteristicas del alimento, especialmente con TD®:10),

Las técnicas de simulacion de la fermentacion ruminal (mediante cultivos continuos como el
artificial rumen simulation system - RUSITEC) y de produccién de gas, constituyen dos de los
procedimientos experimentales in vitro mas utilizados en la actualidad para el estudio de los
procesos de fermentacion ruminal, pues permiten el control de las condiciones bajo las cuales se
lleva a cabo la fermentacion y de los factores de variacion que la afectan®®. Los métodos de
simulacion se basan en el mantenimiento de pequefias cantidades de fluido ruminal bajo
condiciones ambientales (anaerobias, de temperatura y cinética) controladas, de modo que la biota
microbial pueda actuar a discrecion sobre la materia prima en prueba**!®). En este sistema, un
equipo debidamente acondicionado permite el mantenimiento de una poblacion normal del fluido
ruminal, bajo condiciones estrictamente controladas durante largos periodos de tiempo®®). Este
sistema fue desarrollado por Czerkawsky y Breckeridge” y modificado por Machmuller et al*®
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y se usa especificamente, para determinar la fermentacion, mediante la simulacion de actividades
fisiologicas de la digestion ruminal, durante periodos de tiempo relativamente largos. Esta técnica
de simulacion de rumen permite analizar la fermentacion in vitro durante una escala de tiempo
suficiente que evidencie la posible adaptacion de los microbios en el rumen. El objetivo de este
estudio fue evaluar la asociacion de Pennisetum purpureum (PP) y Tithonia diversifolia (TD), asi
como el efecto de la adicion de bacterias acido lacticas (BAL) sobre las variables de la cinética
ruminal y la produccion de metano en un sistema de simulacion del rumenRUSITEC).

Material y métodos

Esta investigacion se desarroll6 en el Laboratorio de Calidad de Forrajes del Centro Internacional
de Agricultura Tropical (CIAT), coordenadas geograficas 3°30°09"" Ny 76°21°°18""0, localizado
en el Municipio de Palmira (Valle del Cauca), Colombia.

Forrajes utilizados

La biomasa de TD fue obtenida en etapa de prefloracion (60 dias) a un corte de 40 cm sobre el
nivel del suelo incluyendo hojas y tallos en febrero del 2013 en la granja experimental de la
Universidad Nacional de Colombia, Sede Palmira (1,000 msnm, 24°C, precipitacion anual de 1,020
mm y humedad relativa de 72 %). PP fue recolectado a los 75 dias de edad (10 cm sobre el nivel
del suelo). Ambos forrajes fueron cortados a un tamafio de particula de 2-3 cm usando un molino
de tres cuchillas, 7.5 HP, 1400 rpm y 4.5 Amperios Marca Gaitan.

Preparacion de ensilajes

Los forrajes TD y PP se ensilaron con una humedad de 30 y 35 % de materia seca respectivamente.
Se emplearon cuatro tratamientos: T1) ensilaje de PP al 100% sin indculo como grupo testigo; T2)
mezclade PPy TD (67:33%) sin inoculo; T3) mezclade PPy TD (67:33%) adicionada con inéculo
de BAL (Lactobacillus paracasei - T735 previamente aislado de TD); y T4) mezcla de PPy TD
(67:33%) adicionada con indculo comercial Sil-all®4x4 [mezcla de BAL: Streptococcus faecium
(CNCM (National Collection of Microorganisms Cultures) 1-3236), L. plantarum (CNCM [-3235),
Pediococcus acidilactici (CNCM 1-3237) y L. salivarius (CNCM 1-3238)] como se muestra en el
Cuadro 1. Los microsilos fueron hechos en triplicado. Ambos indculos se aplicaron a una
concentracion de 104 UFC/g. Las mezclas de los forrajes (1,000 g cada uno) fueron empacadas en
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vacio siguiendo las recomendaciones del modelo Rostock para ensilajes? y fueron almacenadas
durante 90 dias en oscuridad a temperatura ambiente (25 °C). Al dia 90, los ensilajes fueron
abiertos, liofilizados y molidos (Thomas Wiley Mill 4, con una criba de 1.0 mm).

Cuadro 1: Tratamientos analizados en el proceso de digestion en microsilos elaborados a partir
de Pennisetum purpureum (PP) y Tithonia diversifolia (TD)

Mezcla (%) In6culo
T1 PP (100) Sin in6culo
T2 TD /PP (33/67) Sin in6culo
T3 TD /PP (33/67) T735
T4 TD /PP (33/67) SIL-ALL®>4

T1=ensilaje de PP al 100% sin in6culo como grupo control; T2= mezcla de PP y TD (67:33%) sin indculo; T3=
mezcla de PP y TD (67:33%) adicionada con indculo de bacterias acido lacticas - BAL(Lactobacillus paracasei -
T735); y T4=mezclade PPy TD (67:33%) adicionada con inéculo comercial (Sil-all®4x4).

Fermentacion ruminal in vitro en el sistema RUSITEC

El sistema RUSITEC consta de ocho tubos fermentadores que permiten la evaluacion simultanea
de méximo ocho tratamientos. En este estudio, se analizaron cuatro tratamientos con dos
repeticiones, el efecto de corrida se usé como repeticion. El periodo experimental fue de 10 dias,
de los cuales los primeros cuatro dias corresponderan al periodo de adaptacion de los
microorganismos a las dietas experimentales y los siguientes seis dias para la recoleccion de datos
y toma de muestras.

Se tomaron los ocho tubos fermentadores y se les adicionaron 890 ml de liquido ruminal y 110 ml
de solucion buffer o saliva artificial®. El liquido ruminal, previo a su adicion se filtro a través de
cuatro capas de gasas. El flujo de saliva artificial se dosifico en una bomba que garantizo el
suministro continuo de 500 ml por dia cada fermentador, equivalente a una tasa de dilucion de 0.5
por dia.

Al inicio de cada periodo experimental se pusieron a incubar 60 g de contenido ruminal y 16 g de
MS de los ensilajes experimentales empacadas por separado para cada tubo fermentador. Las dietas
se empacaron en bolsas de nylon con medidas de 13.5 x 6.5 cm (NItex 03-100/32, SEFAR, Heiden,
Suiza) y poros de 100 um. Posteriormente, cada 24 h se remplaz6 una de las bolsas por una nueva,
empezando con la bolsa que tenian contenido ruminal, para tener cada bolsa incubada por 48 h.
Posterior al cambio de las bolsas, el aire de los fermentadores se desplazo con N2 para restablecer
las condiciones anaerobicas. Las bolsas se retiraron de los fermentadores y se lavaron con agua fria
hasta que el agua fuese clara para ser almacenadas a -20 °C.
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La alimentacion de los fermentadores fue diaria; 4 h antes de hacer esta alimentacion se tomaron
muestras de liquido ruminal para determinar el potencial redox, el pH, concentracion de amonio y
el recuento de microorganismos. El gas colectado se almacend en bolsas Supel™ Inert Foil Gas
Sampling Bags, Screw Cap Valve 10 Liter y se cuantifico mediante desplazamiento de agua.

Analisis bromatoldgico

Previo al proceso de digestion en RUSITEC a las muestras de cada tratamiento se les determind la
composicion quimica al igual que después del proceso a los residuos de la incubacion. Los analisis
bromatoldgicos de calidad nutricional fueron efectuados siguiendo las normas AOAC®?Y 930.15,
NFTA Method 2.1.4 para determinacion de en horno a 105°C, AOAC?? 973.18, NFTA Method
4.1 para Fibra detergente Acida(FDA), Van Soest®® para fibra detergente Neutra(FDN), Tilley y
Terry®® modificado por Moore®®: para la determinacion de Proteina cruda (PC) por Kjeldahl se
aplica la norma AOAC 984.13. La digestibilidad estimada de la materia seca (DEMS) fue
determinada mediante la ecuacién: DEMS =88.9 — (0.779 x FDA).

Para hacer la determinacion de la concentracion de amonio se hizo siguiendo el “Intruction Manual
for Ammonia Electrode (NHs)”. Para esto se calibraron 3 puntos 1.10 y 100 mmolar tomando en
cada calibracion 20 ml de la solucion molar se agitd y se le agreg6é 1 ml de hidréxido de sodio y
asi sucesivamente con los otros dos puntos (10 y 100 mmolar); una vez calibrado se tomd la muestra
la cual a 1 ml de in6culo se le adicion6 18 ml de agua destilada y 1 ml de hidréxido de sodio y se
hizo la lectura.

Determinacion de pH y potencial redox
La determinacién de potencial redox y del pH se hizo con un equipo acondicionado para tomar
ambas lecturas, modelo SG8, marca Mettler-Toledo serie: B 337764747. Para esto se tomaron 6
ml del liquido ruminal de cada fermentador y se hizo la medicion con el electrodo respectivo. Los
equipos fueron calibrados antes de iniciar la toma de los datos.
Recuento de protozoarios
Para el recuento de protozoarios se tomaron 2,000 pL de solucion Hayem (HgCl2, 2.5 g/L; Na2SOs,

25 g/L; NaCl, 5.0 g/L) y 500 pl de liquido ruminal (dias 0y 1) 0 100 ul de solucién Hayem y 1,000
pl del liquido ruminal (dias 2 a 8) en tubos plasticos. Para el recuento se utilizé la Camara
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NEUBAUER, 0.1 mm Deep HAUSSER SCIENTIFIC. Posteriormente se contaron los
protozoarios presentes en el total del area de la camara siguiendo la metodologia de Rojas®@®.

Determinacion de metano

Para la determinacion del CHs se utilizo un cromatdgrafo: Shimadzu GC-2014.Columna:
Shimadzu; el cual posee una serie de columnas empaquetadas para metano: 4m H-D 80/100, 0.7m
S-Qy 1.5 P-N. Temperatura columna: 80 °C. temperatura del detector: FID 25 °C. temperatura del
inyector: la inyeccion en este equipo se maneja directo a un cable, el cual esta a temperatura
ambiente, pues no se hace por puerto de inyeccion tradicional como lo manejan otros equipos. Gas
de arrastre: Nitrégeno Column Flow: 30.83 ml/min.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante un disefio completamente al azar (P< 0.05). Para el analisis de
las variables evaluadas se us6 un procedimiento de modelos lineales generales y mixtos de medidas
repetidas usando el software Infostat VVersion 2010. En el modelo se incluyeron los efectos fijos de
tratamiento, tiempo de medicion y su interaccion. El tiempo de incubacion se considerd un efecto
aleatorio. En cada variable evaluada se analizaron diferentes estructuras de covarianza y se estimo
el mejor modelo de analisis teniendo como criterio de seleccion los estadisticos de informacién
Akaike (AIC) y Bayesiano (BIC).

Resultados y discusion

En el Cuadro 2 se presenta la composicion quimica de los ensilajes que se sometieron a un proceso
de digestién en el sistema RUSITEC. Se observa que en el nivel de PC de los ensilajes no hubo
diferencias significativas (P=0.5182). Este resultado es posiblemente debido a que la inclusion de
TD no fue lo suficientemente importante para modificar este pardmetro; una mayor proporcion de
TD en los ensilajes podria haber generado diferencia significativa entre los tratamientos.
Principalmente, el ensilado preparado con PP/TD y enriquecido con T735 es el que tiene la PC mas
alta (7.8 %), que es parecida a la proteina de ensilaje obtenido por Roa et al®”, que alcanz6 el 8 %
y 6 %, a los 30 y 90 dias de fermentacion, respectivamente.
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Cuadro 2: Composicién bromatolégica de los ensilajes analizados antes de RUSITEC (valores
expresados como porcentaje de la materia seca)

T1 T2 T3 T4

Variable Media DE Media DE Media DE Media DE

MS % 9246  0.01b 9252 0.04bc  91.77 0.08a 92.74 0.1c
PC % 555 0.64a 7.20 1.70a 7.80 1.13a 750 2.12a
FDN % 7405 0.11a 69.1 0.63b 65.09 0.07c  68.56 0.3b
FDA % 51.02 0.00a 52.15 1.31a  49.92 0.18a 51.21 0.4a
Cenizas % 1251 0.01b 11.96 0.29b 10.91 0.07a 11.71  0.4ab
MO % 87.49 0.0la 88.04 0.29a 89.09 0.07ab  88.29 0.4b

DEMS % 49,15 0,00a 48,28 1,02a 50,01 0,14 a 49,01 0,34a
MS= materia seca; PC= proteina cruda; FDN= fibra detergente neutra; FDA= fibra detergente acida; MO= materia
organica; DEMS=digestibilidad de la materia seca.
ab Valores con distinta literal son diferentes P<0.05.

Por otra parte, también es evidente que el nivel de fibra (FDN) fue mayor en T1 (P<0.0001) con
diferencias significativas respecto a los otros tratamientos, siendo T3 el ensilaje en el cual este
parametro fue significativamente menor. A diferencia de proteina cruda, el contenido de fibra en
PP en relacion a TD en la mezcla, modificd significativamente esta variable y pudo ser la razén de
obtener menores valores de FDN. La FDN en los microsilos, tiene una respuesta opuesta al
incremento de la proporcion de TD en la mezcla, ya que con el incremento del nivel de inclusion
de TD, el porcentaje de FDN se reduce. Barahona y Sanchez?® sugieren que el contenido de FDN
en los forrajes oscila entre 30 y 80 % y que entre mayor es la proporcion de fibra, disminuye la
productividad de los animales que los consumen. Esto se asocia con el consumo de MS, asi,
mientras mayor sea el contenido de fibra, mayor sera el tiempo de retencion en el rumen, lo que
disminuye el consumo voluntario de forraje. Cabe sefialar que la FDN obtenida en los ensilajes que
contienen TD fue entre 15 y 19 puntos mas alta de los reportados en los ensilajes de esta misma
especie®” que fue de 54.5 %; también la FDA reportada por este autor fue mas alta (32%) en 90
dias de ensilaje. En el presente estudio, para la variable de FDA, el efecto de tratamiento no
presento diferencias significativas, aunque se muestra una tendencia a disminuir en T3. Estas
diferencias posiblemente obedecen al estado de madurez de PP, el cual en este ensayo tubo una
edad mayor (75 dias) que el forraje de TD usado en los microsilos usados por Roa et al®” Las
cenizas mostraron diferencias significativas en T3 respecto a T1 y T2 (P<0.0141). La materia
organica fue significativamente mayor en T3 respectoa T1y T2.

Para el caso de la digestibilidad de los ensilajes, no se observo diferencias entre los tratamientos
(P=0.1311). Mayores contenidos de FDN sugieren una menor digestibilidad de la materia seca,
especialmente cuando la proporcién de lignina es mayor en tratamientos con especies lefiosas
-como T2, T3y T4 que incluyeron hojas y tallos de TD-. Sin embargo, esto no se refleja en este
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estudio. Las implicaciones de los altos contenidos de pared celular han sido reportadas como causa

de una baja digestibilidad, lo cual puede restringir el uso de los forrajes para el consumo animal®6:
28)

Caracteristicas del liquido ruminal

El proceso de fermentacion al interior de RUSITEC después de 8 dias, indica que las caracteristicas
del liquido ruminal aislado (Figura 1), durante la evaluacion de las dietas presenta un ligero
aumento en el pH respecto a la acidez normal del rumen oscilando entre 7.3 y 7.4, sin embargo,
entre tratamientos no presentd variacion significativa (P>0.05). Es probable que el incremento de
pH constituya una respuesta a una dieta basicamente fibrosa, dado que la fibra larga estimula la
rumia y la secrecion puede incrementar la produccion de saliva®, la cual acttia como lubricante
del alimento consumido, con un pH 8.2 en promedio, alto contenido de sodio, potasio, bicarbonato
y fosfato®>30), Estas caracteristicas que se simulan en la saliva artificial del RUSITEC, podrian
tender a subir el pH en el licor ruminal para luego estabilizarse por su capacidad buffer. Ademas
de este efecto de la saliva artificial, la tendencia creciente, desde un pH &cido hacia la basicidad,
puede explicarse en la tendencia a la baja, a medida que trascurren los dias, de la produccion de
acidos organicos.

Figura 1. Acidez del rumen de ensilajes elaborados a partir de Pennisetum purpureum (PP) y
Tithonia diversifolia (TD) en RUSITEC
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T1=ensilaje de PP al 100 % sin indculo como grupo control; T2= mezcla de PP y TD (67:33%) sin in6culo; T3=
mezcla de PP y TD (67:33%) adicionada con inculo de bacterias 4cido lacticas — BAL (Lactobacillus paracasei -
T735); y T4=mezclade PPy TD (67:33%) adicionada con indculo comercial (Sil-all®4x4).
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El equilibrio del ambiente ruminal se mantiene gracias a la solucion tampén derivada de la
secrecion salival alcalina, que modula la acidez propia de la fermentacion de carbohidratos en el
rumen el cual se debe mantener alrededor de 5.8 a 7 por lo que tiende a mantener el pH del rumen
cerca de la neutralidad®®. De todos los factores del medio ruminal, el pH es el mas susceptible a
variacion, y la racién es el factor mas determinante de los cambios. EI mantenimiento del pH
ruminal es el resultado de la produccion y la neutralizacién o eliminacion de protones en el medio
ruminal. Mientras que las fermentaciones de carbohidratos no estructurales (CNE) son
energéticamente mas eficientes, son altamente acidogénicas, y su aportacion debe limitarse o
contrarrestarse con carbohidratos estructurales (CE) ya que estos aportan capacidad de tampon al
medio ruminal®.

El potencial redox se mantuvo en los niveles adecuados del ambiente ruminal (Figura 2), sin
diferencias significativas entre tratamientos (p>0.05); esto sugiere una simulacion en el RUSITEC
muy aproximada al ambiente anaerobio del rumen. Alli, es posible encontrar algo de oxigeno en
ocasiones, producto posiblemente, de su introduccion a través del alimento ingerido o el agua®*).
Asi, la baja concentracidn de oxigeno, segun lo indica un potencial negativo de oxidacion (Eh)
generan un Eh entre -250 y -450 milivoltios (mV), el cual estimula el crecimiento de
microorganismos anaerobios®?),

Figura 2. Potencial redox de ensilajes elaborados a partir de Pennisetum purpureum (PP) y
Tithonia diversifolia (TD) en RUSITEC
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T1 ensilaje de PP al 100 % sin in6culo como grupo control; T2= mezcla de PPy TD (67:33%) sin indculo; T3=

mezcla de PPy TD (67:33%) adicionada con in6culo de bacterias acido lacticas - BAL(Lactobacillus paracasei -
T735); y T4= mezclade PPy TD (67:33%) adicionada con in6culo comercial (Sil-all®4x4).
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Degradacion de la materia seca

La degradacion media de la MS en ocho dias de digestion en RUSITEC fue significativamente méas
alta (P<0.0001) en T3 (41.33+5.63) respecto a T1 (37.88 + 5.76) y T2 (34.61 + 4.79) (Figura 3)
aunque sin diferencias significativas frente a T4 (39.71+5.90). El analisis longitudinal permite
apreciar diferencias (P<0.0001) de la degradacion después de 8 dias respecto al inicio. Las dietas
con inclusion de TD en el ensilaje reflejan una mayor degradacién de la MS, lo cual es explicado
por el menor contenido de fibra de las dicotileddneas proteicas no leguminosas y una mayor

digestibilidad y degradabilidad de los forrajes, inversamente relacionados con su contenido de
FDN@®

Figura 3. Degradacion de la materia seca de ensilajes elaborados a partir de Pennisetum
purpureum (PP) y Tithonia diversifolia (TD) en RUSITEC
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T1=ensilaje de PP al 100% sin in6culo como grupo control; T2= mezcla de PP y TD (67:33%) sin indculo; T3=
mezcla de PP y TD (67:33%) adicionada con indculo de bacterias acido lacticas - BAL(Lactobacillus paracasei -
T735); y T4= mezcla de PP y TD(67:33%) adicionada con indculo comercial (Sil-all®4x4).

Acidos grasos volatiles (AGV)

Como se puede ver en la Cuadro 3, la produccion de AGV no fue afectada por los tratamientos,
mostrando una produccion menor para el T3 frente a los otros tratamientos y el control; sin
embargo, no hubo diferencias significativas. Es importante anotar que con una dieta a base de
forrajes, los AGV pueden proveer entre el 50 y el 85 % de los requerimientos energéticos del
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animal; también es importante saber que la proporcion entre AGV, gases de efecto invernadero
(GEI) como CO», CH4 y H> libre es en promedio 65, 27 y 0. 2% respectivamente, de los gases
presentes en el rumen®?,

Cuadro 3. Efecto de diferentes dietas de la mezcla Pennisetum purpureun (PP) y Tithonia
diversifolia (TD) sobre la fermentacion in vitro en el rumen

Testigo Mezcla (33% TD + 67% PP)

(100% PP) Sin Inoculo  T-735 Silall P valor
Variables T1 T2 T3 T4
AGV, mmol/Il 50.10+14.2a 40.5A+8.57a 39.87+10.2a 41.18+11.2a 0.3247
Acetato, mmol/I 27.86+8.5a 23.45t5.1a 24.34+6.2a 25.14+6.5a 0.4875
Propionato, mmol/l  13.34+2.9a 10.83+2.2a 10.86+2.5a  10.99+2.6a  0.3525
Butirato, mmol/I 8.35+2.6a 5.87+1.2b 4.22+1.1c 4.26+1.7¢c <0.0001

Acetato/Propionato  2.06+0.2c 2.16£0.1bc 2.23+01ab 2.29+0.1a 0.0009
Metano, mmol/g 2.43t1.1a 1.53+0.9ab 1.42+1.6ab 1.36+1.4b <0.0001
Amonio, mmol/Il 0.13+0.07a 0.06£0.00bc  0.05+0.00bc  0.06+0.01bc  <0.0001
Protozoarios(1*10°)  0.05+0.00a 0.1+0.00a 0.05+0.00a  0.15+0.00a  0.7681

T1=ensilaje de PP al 100% sin in6culo como grupo control; T2= mezcla de PP y TD (67:33%) sin indculo; T3=
mezcla de PP y TD(67:33%) adicionada con indculo de bacterias acido lacticas — BAL (Lactobacillus paracasei -
T735); y T4=mezclade PPy TD (67:33%) adicionada con indculo comercial (Sil-all®4x4).

a | etras diferentes significan diferencias significativas (P<0.05).

La composicion de estos productos de la fermentacion difiere entre las dietas. El efecto entre
tratamientos, aunque no fue significativo (P=0.4875), sugiere que T1 aumento el drenaje de acetato
respecto a los tratamientos que incorporan TD. La misma tendencia se present6 en el drenaje de
propionato, aungue sin diferencias estadisticas entre los tratamientos (P=0,3525). En el caso del
butirato, si presentd diferencias significativas entre tratamientos (P<0.0001), siendo notoria la
mayor produccidn de este acido en el testigo (T1) y mas bajo en los tratamientos que incorporan
TD, con una menor proporcion en los tratamientos T3 y T4 posiblemente, por efecto del indculo
adicionado a estos dos tratamientos.

Es sabido que para el rumiante, la formacion de propionato es energéticamente mas eficiente que
la de butirato y que la de acetato, ya que la produccion de estos dos ultimos lleva al escape de
atomos de carbono que no pueden ser quemados, en forma de CH4 (o atomos de H que no se
convierten en AGV)®Y. Eso significa que las dietas de solo gramineas conducen a una alta
segregacion de butirato, perdiendo carbonos en forma de CHa4. Similar a lo reportado por Garcia-
Gonzalez et al® en una evaluacion de aditivos probados en RUSITEC, en este estudio se verifica
que, si bien el total de AGV no fue afectado por los tratamientos, su perfil fue notablemente
modificado. Esto se confirma en que hubo diferencias significativas en la relacion
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acetato/propionato, siendo significativamente mayor en T4 y T3 (P=0.0009), respecto a T1. Segln
Jarrige et al®), la proporcion molar de los AGV en el rumen es: acético (65 %); propidnico
(20 %); butirico (13 %) y otros (2 %). Los perfiles de estos &cidos en el presente estudio estan
ligeramente alterados, sin embargo, se conserva la tendencia, siendo evidente que es en el T4 donde
se encuentran las proporciones mas cercanas a las sugeridas por Jarrige: 60.7; 26.7; 9.7 y 2.9 %
para los &cidos acetato, propionato, butirato y otros, respectivamente. En dietas totalmente a base
de forrajes, la relacion acetato:propionato se acerca a 3:1 pero, a medida que se aumenta el
porcentaje de concentrados en la dieta, la relacion se estrecha a 2:1 0 menor:9),

Nitrégeno amoniacal (NHs-N)

La produccion de NHz-N (como medicion del metabolismo del N dietario) fue mas baja en los
tratamientos que incluyeron TD. Esto podria indicar una méas baja degradacion de la proteina
dietaria en estos tratamientos. EI mas alto nivel de amonio en el T1 esta probablemente relacionado
a una mayor protedlisis. La produccion diaria de NHs-N cambio a lo largo del tiempo en todos los
tratamientos (P<0.0001). En general, los valores se incrementaron el primer dia, pero luego
decrecieron gradualmente, confirmando el desempefio de este parametro reportado por Martinez
et al®,

En el dia 8 NH3-N fue mas alto en T1 con diferencias significativas frente a los tratamientos que
incorporan TD. Sin embargo, a pesar de lo similar de la digestibilidad de la MS en los tratamientos
que contienen TD, NHz-N fue més bajo en T3, pero sin diferencias significativas frente a T4y T2.
Se observo esta respuesta a pesar de la mayor entrada de N en el sistema con T3. Estudios han
demostrado que se aumenta la incorporacion de N dietético en N microbiano y reduce NHz-N©738)
con forrajes de alta calidad proteica.

Esto indicaria un ritmo més lento la degradacion de proteinas en las dietas que incorporan TD. La
concentracion de amoniaco que se observé en el liquido ruminal en los diferentes tratamientos fue
mucho més baja respecto a lo reportado®® de 3.26 mmol/I, pero mas cercana a lo que encontraron
Hess et al® (1.76 mmol/1) al incubar un sustrato compuesto por 1/3 de Cratylia argéntea y 2/3 de
Brachiaria dictyoneura en un sistema RUSITEC. Estas cifras estan por debajo de la concentracion
sugerida por Satter y Slyter®® de 3.6 mmol/l para maximizar la sintesis de proteina microbial en el
rumen.
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Emision de metano

El andlisis de la produccion neta de CHa4 por g de MS, generado a los ocho dias de incubacion en
RUSITEC (Cuadro 3.), fueron cercanas a las reportadas por Abreu et al® de 1.47 y 1.61 mmol/g
de MS de una mezcla de heno de Brachiaria dictyoneura y con aditivos. Asi, los resultados de este
estudio indican que estas emisiones fueron mayores en T1 con diferencias significativas frente a
T4 que fue el que menos cantidad de CH4 emitido presento. EI T1 presenta las mayores emisiones
dada su condicién de ensilaje de graminea con altos niveles de pared celular.

Debe recordarse que en un experimento con la metodologia de produccion de gases“? a las 60 h
después del inicio de la incubacion, se detectd en el punto de inflexién un 80 a 88 % del gas total
producido. En el estudio citado, los ensilajes de solo graminea generaron altos niveles de CHs
emitido, pero disminuye con la inclusion de TD. A su vez, es consistente con los datos reportados
por La 0“2, que en mezclas de forraje (TD/PP) encontraron una produccion descendente de CHa
(33.3; 30.1 y 28.06 ml) a medida que se incrementa la inclusiéon de TD en 15, 30 y 100 %,
respectivamente. Abreu et al®® sugieren que la disminucion en la emision de CH4 por gramo de
MS degradada, es probable que se explique por la menor degradacion de la fibra y sugiere que
habra menos CH4emitido por unidad de proteina animal comestible, a pesar de la cantidad total de
CHa liberado no se reduzca.

La diferencia en la produccién de CHasa partir de un ensilaje de PP/TD podria ser debido, en parte,
a la accion de taninos condensados (TC), ya que se ha informado que la presencia de estos en
forrajes de especies lefiosas, reduce las emisiones de CH4“®- El forraje de TD, aunque presenta
niveles leves de TC® no es despreciable la presencia de estos TC entre un 1.0 y un 1.4 %,
respectivamente, en épocas de bajas precipitaciones y estaciones de Huvia®®.

Por otra parte, la mayor proporcion de pared celular en un forraje esta relacionada con una mayor
produccion de CHa, como es el caso del ensilaje T1. Esto debido a que la baja digestibilidad ruminal
de la FDN, significa mas FDN sobrepasante del rumen y ser depositada ésta en el intestino grueso,
donde puede ser fermentada y producir CH4 por accion de microbios metanogénicos®® 4,

La poblacién de protozoarios, como medida de la biomasa microbiana del rumen constituye un
buen indicador, dado su alto peso en la microbiota, pues aungque su nimero es menor en
comparacion con las bacterias, estos microorganismos tienen un mayor volumen individual, dando
lugar a una masa celular de protozoarios semejante a la masa de las bacterias®, ademas estos
microrganismos colonizan y degradan los tejidos vegetales en el rumen y producen enzimas
capaces de degradar los polisacaridos vegetales y hemicelulosas®®®. En este estudio, esta poblacion
cambio a lo largo del tiempo en todos los tratamientos. En general, los valores decrecieron
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gradualmente durante los tres primeros dias, estabilizandose en valores medios sin diferencias
significativas (P>0.05) durante los Gltimos cuatro dias.

No se presentaron diferencias significativas (P>0.05) en el recuento de protozoos entre los
diferentes tratamientos, sin embargo, entre los tratamientos que contenian TD (T2, T3y T4) el
numero de protozoos se redujo en el ensilaje T3 que presento el méas alto porcentaje de PC, lo cual
coincide con lo afirmado por Abreu et al®® de que la mayor defaunacion se presenta en un sustrato
suplementado con una leguminosa de alta calidad. En su estudio, el mismo autor, sugiere que la
reduccion de la poblacion ciliada (protozoos) esta asociada a un potencial de defaunacion de los
forrajes con altos contenidos de metabolitos secundarios, como taninos y saponinas, que no
necesariamente esta relacionado con la reduccion de la metanogénesis, pero sin duda la utilizacion
de nitrégeno es mas eficiente.

Conclusiones e implicaciones

Las caracteristicas del liquido ruminal aislado en el RUSITEC, se mantuvo en los niveles propios
del rumen. Tanto el potencial de hidrogeniones como el potencial redox, no presentaron diferencias
significativas en sus fluctuaciones tanto en los tratamientos de Pennisetum purpureum (PP)
(100 %) y en las mezclas PP/ Tithonia diversifolia (TD), con y sin inoculo en el ensilaje. Los
ensilajes que incorporaron TD, presentaron la menor cantidad de CHa4 emitido. Se presentd un
ligero aumento en el pH respecto a la acidez normal del rumen (7.3 y 7.4). Sin embargo, entre
tratamientos no hubo variacion significativa. El potencial redox no presentd diferencias
significativas entre tratamientos. El nitrégeno amoniacal, fue mas bajo en los tratamientos que
incluyeron TD. Los ensilajes que incorporaron TD presentaron la menor cantidad de CH4 emitido.
Esta reduccién, podria traducirse en condiciones practicas, en una reduccion de CHs emitido por
unidad de proteina animal producida que seria Util aun cuando la cantidad total de CH4 emitido no
disminuya.
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