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PREFACIO

Los congresos Internacional y Nacional en Microbiologia Pecuaria tienen su origen en otros
eventos organizados por el Dr. Luis Alberto Miranda Romero, Profesor-Investigador del
Departamento de Zootecnia de la Universidad Autdnoma Chapingo. Los eventos que marcaron
el inicio de estos congresos fueron el | Ciclo de Conferencias en Microbiologia Pecuaria (1989),
la | Reunién en Microbiologia Agropecuaria (1994), el Simposium en Microbiologia Pecuaria
(1998) y los Congresos Estudiantiles en Microbiologia Pecuaria (1999 a 2012). A partir del 2010
inician los Congresos Nacionales de Microbiologia Pecuaria y en 2011 los Congresos
Internacionales. En 2013, la Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo serd la sededel Il
Congreso Internacional de Microbiologia Pecuaria que, simultaneamente con el IV Nacional y el
XIV Estudiantil, tienen el objetivo de reunir a estudiantes, investigadores, productores,
empresarios y profesionistas en general para dar a conocer los avances cientificos y
tecnoldgicos obtenidos a nivel nacional e internacional en materia de microbiologia pecuaria y
areas relacionadas como la microbiologia agricola, microbiologia de alimentos y microbiologia
agroindustrial

En el lll Congreso Internacional de Microbiologia Pecuaria se abordaran temas de interés en
el ambito de la microbiologia pecuaria y areas relacionadas como microbiologia agricola,
microbiologia de alimentos y microbiologia agroindustrial. Este evento constara de un taller
precongreso (Evaluacion de Forrajes mediante la Produccidon de Gas in vitro), un Simposium
(Retos y Oportunidades en Microbiologia Pecuaria, Agricola, de Alimentos y Agroindustrial), asi
como ponencias cortas y sesion de carteles sobre resultados de investigacion.

www.ivconamipe2013.wix.com/iiicimpe2013
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RESUMEN

El estudio se realizé en el Laboratorio de Biotecnologia Animal de la Facultad de Ciencias Agricolas
con el objetivo de evaluar el Nivel de cuajilote (Parmentiera edulis) en un medio de cultivo in vitro para
mantener vivos a los protozoarios ciliados del rumen. Se utilizé un disefio completamente al azar con 4
tratamientos y 3 repeticiones. Las variables evaluadas fueron: concentracion de protozoarios,
degradacion in vitro de la materia seca (DIVMS), concentracién de acidos grasos volatiles y pH en los
medios. Entre los medios de cultivo adicionados con P. edulis (0.1, 0.2 y 0.3 g) no hubo diferencia
(P>0.05) en la concentracion de protozoarios al compararlos con el tratamiento testigo (A. sativa). El
extracto insoluble de P. edulis permiti6 mantener hasta por 72 h una concentracion de 2.3 x10*
protozoarios por mL, ademas no hubo diferencia (P>0.05) en los valores de pH, lo que indica que no
hay efecto del pH sobre los protozoarios. La degradacion de la MS de P. edulis fue total a partir de las
24 h de incubacion. El medio de cultivo in vitro adicionado con P. edulis permite mantener una
concentracion de protozoarios similar a la del rumen, y con ello se pueden hacer evaluaciones de

trabajos de desfaunacion.
Palabras clave: Anaerobiosis, desfaunacion, cultivo in vitro.

INTRODUCCION

Los arbustos forrajeros (AF) representan un potencial de estudio para generar conocimiento, cuando
son usados como una fuente de nutrientes en medios de cultivo para microorganismos especificos del
rumen (bacterias, hongos y protozoarios). Por otro lado, se han mantenido por 72 h concentraciones

de 10* protozoarios vivos por mililitro en medios anaerobios (Ley de Coss et al., 2011). El reto es
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evaluar el beneficio de los protozoarios hacia el animal, que consumen dentro de su dieta pastos mas
AF, y verificar las mejoras en la produccion. P. edulis es un AF se consume sus frutos como alimento,
ademds tiene usos medicinales se conoce poco de sus propiedades nutricionales y se utiliza en

alimentacion del rumiante.

METODOLOGIA

La investigacion se desarrollé en el Laboratorio de Biotecnologia Animal de la Facultad de Ciencias
Agricolas UNACH. Un medio de cultivo anaerobio, al cual se le adiciono 150 uL de extracto de A.
sativa (T1: testigo), ademas de 20000 pL de penicilina y 25 mg de estreptomicina (Ley de Coss et al.,
2011). Los tratamientos 1, 2 y 3 fueron el medio de cultivo anaerobio (MCA) mas antibiéticos, pero en

lugar de avena se les adiciono 0.1, 0.2 y 0.3 g de P. edulis.

El medio de cultivo anaerobio esta compuesto por cada 100 mL de: 47 mL de agua destilada, de 30
mL de liguido ruminal clarificado (filtrado en una gasa triple y centrifugado a 10,000 rpm, por 15
minutos a 4°C, esterilizado 20 minutos a 15 psi, 121 °C), 5 mL de solucién mineral | (contenido por
1000 mL 6g K,HPO,), 5 mL de solucién mineral Il (contenido por 1000 mL 6g K;HPOy; 6 g (NH4),SOy;
12 g NaCl; 2.45 g MgSO, y 1.6 g CaCl, H,0), 5 mL de carbonato de sodio, solucién 8% (8 g carbonato
de sodio en 100 mL de agua destilada), 5 mL de acetato de sodio al 1.5% (1.5 g acetato de sodio en
100 mL de agua Destilada), 2 mL solucion de sulfido-cisteina (2.5 g L-cisteina disuelta en 15 mL de 2N
NaOH + 2.5 g Na,S-9H,0 en 100 mL de H,O), 0.1 mL al 0.1% de solucién resazurina (0.1 mL de
resazurina en volumen final-de 100 mL calentado hasta que el indicador pierde su coloracion) , 0.2 g

de tripticasa-peptona y 0.10 g de extracto de levadura.

Para obtener el concentrado de protozoarios, 250 mL de FR fue depositado en un embudo de
separacion a 38 °C, posteriormente se retir0 el sobrenadante y el material precipitado (masa
blanquecina) representd el concentrado de protozoarios que se utilizé como inéculo. Posteriormente a
la inoculacion con 0.5 mL de FR, los tratamientos fueron incubados a 38 °C durante 3, 6, 12, 24, 48, 72
h. Al terminar el periodo de incubacion se homogenizé el medio de cultivo y se retir6 1 mL para
determinar la concentracién de protozoarios mediante una camara de Neubauer y un microscopio de
contrastes de fase (40x), 3 mL de medio fue retirado en cada tiempo para medir el pH con un

potenciometro.
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Para determinar la concentracion de protozoarios con pipeta Pasteur se extrajo 0.5 mL de medio de
cultivo inoculado de cada tratamiento evaluado y se llenaron las dos camaras Neubauer se realiz6 el
conteo, primero en la cdmara uno tomando el numero total de los protozoarios de los 5 cuadros, lo
mismo fue para cédmara dos y los resultados se calcularon y analizaron estadisticamente en el

programa Microsoft Excel®.

Para digestibilidad del fruto de cuajilote se realiz6 la siguiente prueba: en tubos de ensayo de 18 x 150
mm se adiciono 0.2 g de cuajilote previamente esterilizado, se agregaron 9 mL del medio de cultivo,
bajo flujo de CO, de acuerdo a Cobos y Yokoyama (1995) y se incubaron a 38 °C a 3, 6, 12, 24, 48, 72
y 96 h, después de ser inoculados con 1 mL de FR. Al terminar el tiempo de incubacion.se determiné

la concentracién de sustrato no degradado.

Para la concentracion de acidos grasos volatiles (AGV).se tomaron 2 mL de los diferentes periodos de
incubacién de las pruebas de DIVMS se les adiciono 0.5 mL de &cido metafosférico al 25 % y se
depositaron en viales de plastico se centrifugo a 10,000 rpm por 10 min; y se agito en un vortex para
homogenizar las muestras y en seguida se almacenaron a -10 °C, el andlisis se llevd a cabo en un
equipo de cromatografia de gases.

El pH se midi6 respectivamente a las 0, 3, 6, 12, 24, 48, 72 h de incubacién de los tratamientos. En
cada tratamiento se tomaron las medias y fueron ajustados a valores logaritmicos para hacer los
promedios.

El disefio estadistico fue un completamente al azar, la concentraciébn de protozoarios se analizo
mediante la prueba de Kruskal-Wallis (procedimiento GLM) con datos de rangos independientes
(Wilcoxon) del programa SAS®.

RESULTADOS

Entre los medios de cultivo de los diferentes tratamientos T1, T2, T3 adicionados con P. edulis (0.1, 0.2
y 0.3 g) respectivamente no hubo diferencia significativa (P>0.05) en la concentracion de protozoarios,
al compararlos con el testigo (A. sativa). P. edulis permiti6 mantener hasta por 72 h de incubacion una
concentracion de 2.3 x 10* protozoarios por mililitros de medio de cultivo (Cuadro 1), lo cual fue similar

a lo reportado por Ley de Coss et al. (2011) donde el sustrato fue A. sativa.
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Cuadro 1. Concentracién de protozoarios en un medio de cultivo con la fraccion insoluble de P. edulis
(10%).

Tiempo de incubacion (h)

Trata.
0 3 6 12 24 48 72
1 2.23a 3.00b 4.40a 4.23a 2.50a 2.00a 1l.17a
2 1.83a 3.00b 3.53a 4.27a 2.17a 1.93a 1.20a
3 3.83a 3.40ab 4.23a 2.87a 3.90a 1.27a 0.967a
4 4.37a 3.83a 4.30a 3.30a 2.77a 0.967a 2.30a
E.EM 8.56 1.93 16.22 6.75 9.10 8.02 6.71

a, b, ab valores con diferente letra en la misma hilera, son diferentes (P< 0.05). E. E. M, Error estandar

de la media.

A diferencia de lo reportado por Garcia-Castillo et al. (2008). La digestibilidad de la MS de P. edulis fue
superior, a partir de las 24 h de incubacion el valor fue de 100%, este valor coincide con lo reportado

por Moctezuma et al. (1993), quienes reportan una digestibilidad del 87.8%.

La concentracién de AGV totales (cuadro 2) a 72 h de incubacién no fue diferente (p>0.5) con 56.26,
52.59 mM L* para los tratamientos 1,2 y 3 respectivamente, solo el testigo (MCA mas A. sativa) tubo la
menor concentracion con 30.26 mM L™ con diferencia estadistica (p<0.05) con el resto de los
tratamientos. Estos resultados obtenidos coinciden con los datos reportados por Dinius et al. (1976)
quienes obtuvieron cambios en la relacion de acético propionico, mientras que Domestik y Martin

(1999) citado por Ley de Coss et al. (2011), reportan reducciones en la concentracion de AGV totales.
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Cuadro 2. Concentracién de acido grasos volatiles (AGV) totales

AGV totales, mM L*

TIEMPO 0 3 6 12 24 48 72
T1 29.27a 30.432 30.712 32.3a 40.93ab  40.14ab 56.262
T2 28.67a 31.482 30.48ab 29.41a 46.01a 49.29a 52.592
T3 33.33a 33.192 31.802 26.71a 47.95a 47.72a 57.262
T4 23.62a 30.762 29.36b 29.94a 31.59b 31.63b 30.26b
E.E.M 5.29 1.35 0.90 3.76 4.44 4.62 8.68

T1=0.1gdeP.edulis; T2 =0.2 g de P. edulis; T3=0.3 g de P. edulis; T4 =0.2g de A. sativa; a,b y c
medias con diferente letra en una columna son diferentes (P < 0.05); E. E. M, Error‘estandar de la

media.

Los valores de pH a las 72 h en el tratamiento 2 y 3 fueron menores a (P<0.05) esto se debe a que la
mayor adicion de cantidad de P. edulis (0.3 gr) y la mayor cantidad de MS fermentable produjo una
reduccion en el pH. Sin embargo en estos resultados se observa que no hubo reduccion drastica del

pH (< 5.5), lo que indica que no hay efecto del pH sobre los protozoarios (Ley de Coss et al., 2011).

CONCLUSION

P. edulis después de las 24 horas de incubacion alcanza una digestibilidad del 100% y permite
mantener una concentracion de 2.3 x10* protozoarios por mL de FR sin alterar el pH en los medios de
cultivo. Este medio de cultive permitira in vitro evaluar la capacidad desfaunante de arboles y arbustos

forrajeros que contienen compuestos secundarios (taninos, saponinas, etc.).
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DETERMINACION DE AGENTES PATOGENOS CAUSANTES DE MASTITIS BOVINA EN BAJA
CALIFORNIA.
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! Laboratorio de Biologia Molecular. ? Laboratorio de Brucelosis y Tuberculosis.? Laboratorio de
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Resumen

La mastitis en ganado lechero es el problema de salud mas importante en los establos dedicados a
esta actividad debido a las pérdidas que provoca por la baja calidad de la leche, la merma en la
produccion, el aumento en la tasa de desecho de animales y el costo de los tratamientos. En el estado
de Baja California no se han realizado investigaciones documentadas sobre la identificacion y
prevalencia de agentes etiolégicos que provocan mastitis en bovinos. En el presente estudio se
tomaron muestras de leche de vacas en produccion positivas a mastitis en 4 establos lecheros de la
region, se aislaron los agentes etiolégicos, se identificaron por PCR y se determind su perfil de
resistencia a antibiéticos. De un total de 1192 animales, el 3.5% fueron positivos a mastitis, y de estos
el 66.7 presentaron infeccion bacteriana. El agente méas frecuentemente encontrado fue
Staphylococcus aureus (65.2%), seguido por Streptococcus dysgalacteae (6.5%), Staphylococcus
chromogenes (4.3%), Staphylococcus sciuri (2.2%), Staphylococcus haemolyticus (2.2%) y E. coli
(2.2%). El restante 17.4% de los aislados estan en proceso de identificacién por secuenciacion del gen
16s.Finalmente se determiné que el 87% de los aislados fueron antibiético multirresistentes,
principalmente a penicilinas y cefalosporinas, aunque también a aminoglucdsidos, quinolonas,
macrolidos y tetraciclinas. El presente trabajo esta impactando en los tratamientos a aplicar dentro de
los establos participantes, por lo que esperamos que la prevalencia y las pérdidas asociadas a mastitis

puedan disminuir a mediano plazo.

Palabras clave:Staphylococcus spp., Streptococcusspp.,identificacion por PCR, resistencia a

antibioticos.
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Introduccion

En Baja California no se han realizado investigaciones documentadas sobre los agentes etiolégicos
gue provocan mastitis bovina, sin embargo, habiendo una poblacion ganadera de 46,617 bovinos de
leche (SIAP, 2011), se presume que la prevalencia es relativamente alta. La Mastitis subclinica es la
principal forma en que se presenta la mastitis en los establos lecheros, afectando generalmente entre
el 20 y el 50% de las vacas. Las pérdidas por mastitis subclinica en los establos es muy dificil de
cuantificar, sin embargo muchos expertos coinciden en que cuesta en promedio mas que la mastitis
clinica. Asumiendo una prevalencia del 45%, el costo se ha estimado entre 180 a 320 dolarespor caso
de vaca con mastitis, siendo aproximadamente 70% de estas pérdidas econdémicas por la reduccion en
la produccién de leche (Zhao X. y Lacasse P., 2007), y el resto por el incremento_enrles costos del
cuidado de la salud del hato y el desecho prematuro de animales (Bradley, 2002), asi como el

usoindiscriminado de antibi6ticos, lo que ha provocado un aumento'en la resistencia a éstos.

Debido a lo anterior, el objetivo de esta investigacion es determinar la frecuencia relativa de las
especies patdgenas causantes de mastitis bovina en establos de Baja California y su perfil de
resistencia a antibiéticos, esto con el fin de que los productores de la regién conozcan que agentes
etiologicos los estan afectando, y puedan tomar mejores decisiones en cuanto al manejo de los

animales en general y en cuanto a los tratamientos a utilizar en particular.

Material y Métodos

Se realizd un estudio epidemiolégico observacional de tipo transversal con un muestreo no
probabilistico por conveniencia. El muestreo se realizd en 4 establos lecheros ubicados en distintos
municipios del estado. Se tomaron muestras de leche de los cuartos de las vacas que a la prueba de
California tuvieron grado 2 o mayor, siguiendo la metodologia del Consejo Nacional de la Mastitis
(NCM) de los Estados Unidos (2004). 100 uL de cada muestra se cultivaronen medio agar sangre e
incubaron a 35°C por 24 a 48 h (MacFaddin, 2003). Se aisl6é cada tipo de colonia de cada cultivo
tomando solo las que fueran mas de 10 y no mas de tres colonias por caja. Se hicieron antibiogramas
de cada bacteria aislada empleando el método de difusién en caja con multidisco para gram positivos y
gram negativos (BIO-RAD inc.). Se extrajo DNA de los aislados obtenidos utilizando un paquete
comercial(QIAGEN DNeasy®). Posteriormente se realiz6 la deteccion e identificacion molecular de los
patégenos aislados mediante PCR (icycler BIO-RAD inc.) siguiendo la metodologia descrita por Riffon
et al. (2001) y Shomeet al. (2011).Los aislados que no pudieron identificarse con el panel de
oligonucledtidos utilizados, el cual puede identificar varias especies del género Staphylococcus y

Streptococcus, asi como Escherichia coli, se les hizo secuenciacion del gen 16S con los
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oligonucledtidos UNI8-535 (Negoro E., et al. 2012). Finalmente, los datos fueron capturados vy
analizados en una base de datos en Excel®.

Resultados y Discusion

De un total de 1192 vacas a las que se les realiz6 la prueba CMT (California Mastitis Test) o conteo de
células somaticas, se obtuvieron 71 muestras positivas correspondientes a distintos cuartos afectados
de un total de 42 vacas por lo que la prevalencia general fue de 3.5%, sin embargo la prevalencia por
establo fue muy diferente, variando desde 1.5% hasta 25% en los diferentes establos muestreados, lo
cual puede deberse a que solo se les realizé la prueba de mastitis a los animales en produccion,
siendo estos una proporcion diferente del total de animales en cada establo. Deltotal de vacas
muestreadas, al 66.7%se les aisl6 un agente patdgeno infectante,Por lo tanto el otro 33.3%
presentaron mastitis subclinica (CMT grado 2 o mayor) posiblemente por razones no infecciosas, como
irritacion por el desinfectante, traumatismo, malas practicas en el proceso de la ordefia, o en ese
momento tenian tratamiento antimicrobiano.Se ~obtuvieron 46 aislados en total, de los
cualesStaphylococcus aureus fue la especie mas frecuentemente encontradala cual estuvo presente
en el 652% de los aislados, seguida por Streptococcus dysgalactiae (6.5%),
Staphylococcuschromogenes, (4.3%), Staphylococcussciuri (4%), Staphylococcus haemolyticus (2.1%)
y E. coli (2.1%). Se aislaron 8microorganismos mas, los cuales estan en proceso de identificacién por
secuenciacion del gen 16S.Se encontraron 2 coinfecciones; en una muestra se aislé Staphylococcus
sciuriyStaphylococcus chromogenes y en otra se aisloStaphylococcus aureus y Streptococcus
dysgalactiae.

En los antibiogramas, S. aureus presentd mayor resistencia a los antibiéticos de la clase penicilinas
(60%) y cefalosporinas (56.6%).S. sciurifue resistente a eritromicina, a penicilinas y ceftazidima, S.
haemolyticus presenté resistencia a la clase de cefalosporinas y penicilinas. S. chromogenesfue
resistente a aminoglucésidos, penicilinas, quinolonas, macrélidos, tetraciclinas, y a ceftazidima.E. coli
presento resistencia a penicilinas (ampicilina) y carboxipenicilinas (carbenicilina).De los 3 aislados de
S. dysgalactiae uno fue resistente a tetraciclina y gentamicina, en tanto los otros dos fueron sensibles
a todos los antibiéticos utilizados. El 87% de los aislados mostré ser multirresistente, lo cual puede ser

debido al uso indiscriminado de antibiéticos de amplio espectro en los establos lecheros de la region.
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Conclusion

La mastitis es un problema de alto impacto en la produccién de leche en la region, afectando a todos
los establos muestreados. El principal agente etiolégico encontrado fue Staphylococcus aureus
multirresistente, por lo que se hace necesario reorientar los tratamientos utilizados actualmente en los
establos y establecer buenas préacticas de manejo en los hatos para mejorar la salud de los animales,

aumentar la productividad y disminuir los costos de produccién.
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EFECTO DE ENZIMAS FIBROLITICAS EXOGENAS EN LA GANANCIA DE PESO Y CONSUMO DE
ALIMENTO DE CORDEROS EN FINALIZACION

Almaraz Buendia 1. ¥, Carreén Luna L.?, Gonzélez Mufioz S. S.?, Rivera Martinez J. G., Arias Margarito
L.%, Soriano Robles R.}, Buendia Rodriguez G. * y Sanchez Meraz J. A. °.

'Universidad Auténoma Metropolitana-lztapalapa, México. “FMVZ-BUAP, Puebla. *Colegio de
Posgraduados, Montecillo, México. “CENIDFyMA INIFAP, Ajuchitlan, Querétaro, *Universidad de la

Canada, Teotitlan, Oaxaca.
Resumen

La adicion de enzimas fibroliticas (EFE) exdgenas en dietas para rumiantes procura una mayor liberacion
de nutrientes energéticos que los microorganismos del rumen pueden transformar en metabolitos Utiles
para el rumiante. Por lo tanto el objetivo de este estudio fue evaluar la adicion de EFE (3 g kg MS™) en
dietas altas en concentrado en ovinos en finalizacion sobre la ganancia diaria de peso y el consumo de
materia seca. Los resultados se analizaron como medidas repetidas en el tiempo y no se detecté efecto
alguno en respuesta a la adicion de EFE. Esto puede atribuirse a la especificidad del extracto enzimético

en relacion a la estructura del forraje.
Palabras clave: ovinos, medidas repetidas, xylanasas

Introduccion

La produccion nacional de carne ovina cubre aproximadamente 50% del consumo nacional y es uno de
los productos pecuarios con menor consumo per capita en México (SAGARPA, 2004). Los sistemas de
engorda de ovinos en corral son recientes y se localizan en la zona centro del pais donde hay alto
consumo de carne ovina (De Lucas y Arbiza, 2000; Vargas et al., 2004). En estos sistemas los ovinos se
alimentan con dietas altas en concentrado y los resultados al adicionar enzimas fibroliticas exégenas
(EFE) han sido mas consistentes que con dietas altas en forraje (Beauchemin et al., 2003). En algunos
estudios la adicion de EFE en rumiantes ha mejorado la ganancia diaria de peso (Basurto, 2002), pero
en otros no (Cano et al.,, 2003; Pinos-Rodriguez et al, 2008). Por tanto el objetivo del presente
experimento fue evaluar el efecto de EFE en la ganancia de peso y consumo de alimento de corderos

alimentados con una dieta alta en concentrado.
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Materiales y métodos

El experimento se realiz6 en San José Tuzuapan, Municipio de Quecholac, Distrito de Tecamachalco,
Puebla. Se utilizaron 48 corderos (17.6 = 2.5 PV) criollos X ovinos de pelo distribuidos al azar en 10
corrales (8 corrales con 5 corderos y 2 con 4) asignandoles en forma aleatoria una dieta (tratamiento, T):
T1 = control, T2 = T1 + 3 g de EFE kg™ MS. Los corderos se trataron con antiparasitarios y recibieron
una dosis de vitamina ADE, se identificaron por medio de un arete y se pesaron dos dias consecutivos a
los 0, 21, 42, 63 y 84 d; el peso inicial se consideré6 como covariable. La dieta contenia 30% de forraje
(15% rastrojo de maiz y 15% heno de alfalfa, ambos molidos con criba de 3.2 cm @, tamafio de particula
2a4cm)y 70% de concentrado (maiz molido 30%, sorgo molido 28%, pasta de soya 10.9%, minerales
1%). El alimento se ofreci6 en forma totalmente mezclada y el consumo fue la diferencia entre:lo ofrecido
y rechazado. En muestras de cada T se midi6 MS, PC, cenizas (AOAC, 1985) FDN y FDA. El compuesto

enzimético fue especifico para rumiantes (Fibrozyme®, Alltech INC. de México, S. A. de C. V.).

Disefio experimental. Los datos se analizaron usando un disefio completamente al azar con medidas

repetidas en el tiempo (Wang y Goonewardene, 2004), con el siguiente modelo estadistico:
Yik=H + G+ ajp + d + (Cd)i (@ + Z)x; + &k

Donde: Yjx= variable de respuesta; u = media general; {; = efecto fijo del i-ésimo T; a5 = efecto aleatorio
del j-ésimo cordero dentro del i-ésimo T; d¢ = efecto fijo del k-ésimo tiempo; ({d)ix = efecto fijo de la
interaccion entre T y tiempo; a = coeficiente de regresion del peso inicial del j-ésimo cordero en el i-ésimo
T; z = desviacion de la pendiente del i-ésimo T de la pendiente del coeficiente de regresion del peso
inicial del j-ésimo cordero; x; = peso inicial del j-ésimo cordero en el i-ésimo T; &y = error aleatorio; i = 1,
2;)=1234..24; k = 1,2,3,4. Se us6 PROC MIXED (SAS, 2003) y el enunciado REPEATED; para
modelar la estructura de la covarianza se uso la opcion ANTE(1) (Wang y Goonewardene (2004). La
comparacion de medias se realizé con LSMEANS.

Resultados y discusion

La ganancia de peso (GP) y el consumo de materia seca (CMS) no cambiaron por la adicién de EFE
(Cuadro 1); sin embargo, en la GP se detectdé efecto del tiempo (p<0.001) y de la interaccion
tratamiento*tiempo (p<0.04). Por lo tanto, la GP se model6 como funcion polinomial para comparar el
efecto de los T en los tiempos de muestreo (Cuadro 2). El coeficiente cuadratico para T1 fue
significativo e indica que la GP de los corderos en respuesta a T1 fue mejor al inicio que al final del

estudio. El coeficiente cuadratico para T2 no fue significativo e indica que la respuesta a T2 fue lineal.
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Cuadro 1. Efecto de EFE en el peso promedio (PP, kg) por tratamiento (T), CMS (g d*) promedio y

diferencia entre T en corderos.

Tiempo
Interaccion 1 2 3 4
PP
T1 x tiempo 21.77 27.49 31.36 35.76
T2 x tiempo 21.37 26.31 31.14 35.46
EE 0.32 0.47 0.56 0.61
P NS 0.08 NS NS
CMS
T1 x tiempo 711.1 883.5 1020.9 1063.9
T2 x tiempo 703.0 883.5 1034.4 1063.3
EE 1.25 6.09 7.48 3.24
P 0.003 NS NS NS

T1= control; T2 = T1 + 3 g EFE kg™ MS; el peso promedio a los 21, 42, 63 y 84 d es referido como el
tiempo 1, 2, 3y 4; P = probabilidad; NS = diferencias no significativas; EE = error estandar.
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Cuadro 2. Efecto de EFE en la interaccién tratamiento x tiempo en el peso promedio (PP, kg)y

consumo de materia seca (CMS, g d*) en corderos.

Pardmetro Aproximado Probabilidad EE
T1 15.96 <0.0001 0.67
T2 15.69 <0.0001 0.67
Tiempo*T1 6.56 <0.0001 0.62
Tiempo*T2 5.42 <0.0001 0.62
Tiempo®*T1 -0.38 0.0023 0.12
Tiempo®T2 -0.14 NS 0.12

T1= control; T2 = T1 + 3 g EFE kg MS™; NS = no significativo; EE = error estandar.

Los resultados del presente estudio coinciden con'los reportados por Cano et al. (2003) y Pinos-
rodriguez et al. (2008) quienes no reportan incrementos en GP y CMS en novillos y en ovinos
alimentados con EFE en la dieta; sin embargo, contrastan con los resultados publicados por Beauchemin
et al. (1999), quienes reportan-aumento en la GP en novillos por la adicion de EFE, pero el CMS no
cambi6. En estudios realizados por Zinn y Salinas (1999), la adicién de EFE (7.5 g novillo™ dos veces al
dia) en dietas altas en concentrado aumento el CMS, la ganancia diaria de peso y el peso final de
novillos en finalizacion. Titi y Tabbaa (2004) adicionaron EFE (150 g t™ forraje consumido) en dietas para
bovinos, y mencionan que el peso final de bovinos machos aumenté por la adicion de enzimas, no asi en
las hembras; el CMS no fue diferente en los bovinos de ambos sexos, aunque tendié a aumentar en los

animales tratados con EFE.

Conclusion

En las condiciones experimentales descritas en las que se llevd acabo el presente estudio, la adicién de
3 g kg™ MS de enzimas fibroliticas exdgenas con actividad preferente sobre los xilanos en dietas altas en
concentrado (70%), no cambid la ganancia de peso y el consumo de materia seca en corderos en

finalizacion intensiva en corral.
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Resumen

Las lacasas son enzimas que actlan en la degradacién de la lignina de paredes celulares, su uso
podria mejorar la disponibilidad de energia en pajas destinadas a la alimentacién de rumiantes. Los
objetivos fueron relacionar la actividad de lacasas (AE)de extractos enzimaticos (EE) de
Pleurotusostreatus(PO) con extractos de rastrojos de maiz H324 y AS951, y confracciones de la pared
celular (FDN, FDA y LDA), y observar el efecto en la actividad de un concentrado comercial (CC) de
lacasas,de extractoscon y sin hongos ligninoliticos.La actividad de lacasas se determiné por la
oxidacion de ABTS (£420 36,000 M'cm™).Se realizaron tres etapas: 1) AE de extractos de PO a los 1,
3,5 7,9 12, 15, 19y 23 d, en AS951 y H324: el pico de AE ocurrio a los 9 d y AS951 promovio
mayor AE (6676 vs. 618 UE/L de EE); 2) AE de extractos de PO a los 3, 5, 7, 10, 13y 16 d, en FDN,
FDA y LDA (de AS951): la mayor AE fue en los EE de LDA (23846 vs. 1000.3 y 949.1 UE/L de EE) a
los 10 d; y 3) AE del CC en presencia de extractos con y sin hongos: los medios afectaron
negativamente la AE del CC. Los medios con mayor cantidad de FDA y LDA podrian mejorar la
actividad de lacasas de PO, sin embargo, parte de esta actividad podria verse afectada por las

caracteristicas quimicas de los medios de cultivo.

Palabras clave: lignina, fenoloxidasas, rastrojo de maiz, fracciones FDN, FDA y LDA.

Introduccion

El rastrojo de maiz, es ampliamente utilizado en la alimentacibn de rumiantes en México. Sin
embargo, gran parte de su composicion corresponde a la proporcion de paredes celulares, las cuales
estan compuestas principalmente por celulosa, hemicelulosa y lignina. Tanto la celulosa, como el

heteropolimero de la hemicelulosa representan fuentes potenciales de energia para los
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microorganismos de los rumiantes, pero su baja disponibilidad esta relacionada principalmente con la
lignificacion que ocurre durante el desarrollo de las plantas (Hatfiel y Fukushima, 2005). Dependiendo
del tipo y estado fenoldgico de las plantas, cada unidad de lignina disminuye aproximadamente en dos
unidades la degradabilidad de la pared celular (Delgado et al., 2002).

Las lacasas(E.C. 1.10.3.2; benzenodiol: oxigeno reductasas), son enzimas producidas por muchos
hongos de pudricion blanca, son polifenoloxidasas y juegan un papel multifuncional en la degradacién
de la lignina. Su uso en la industria (Ponce y Pérez, 2002) y en programas de
biorremediacién(Eibeset al., 2006), ha sido exitoso. Por lo que es posible que su utilizacion en el
pretratamiento de rastrojos, pueda mejorar la disponibilidad de energia para la alimentacién de
rumiantes (Tricarico y Dawson, 2005; Eun y Beauchemin, 2007). Los objetivos del presente trabajo
fueron relacionar la actividad enzimatica de lacasas del hongo Pleurotusostreatuscon extractos de
sustratos completos de H324 y AS951, y de fracciones de la pared celular (FDN, FDA y LDA) y
observar los efectos de los mismos extractos, tratados y no tratados con cultivos de hongos

ligninoliticos, sobre la actividad de un concentrado comercial de lacasas.

Material y Métodos

Se utilizaron dos variedades, de ciclo intermedio de rastrojo de maiz (AS951, de germoplasma de
origen subtropical y H324, de valles altos, cosechadas a los 170 d), proporcionadas por el Campo
Experimental del INIFAP en Pabellon de Arteaga, Aguascalientes (a 1920 msnm, 22°10’ LN y 102°20’
LW). Las muestras de rastrojo de maiz se secaron en una estufa de aire forzado a 60°C y se molieron
en un molino Thomas Willey con una malla de 1.0 mm de diametro. Se obtuvieron las fracciones de
FDN, FDA, LDA, celulosa (Cel), hemicelulosa (Hem) y Cenizas (Cen) de acuerdo a lo descrito por Van
Soestet al. (1991). La cepa de Pleurotusostreatus, proporcionada por la Universidad Auténoma de
Aguascalientes (identificada molecularmente: cepa 7980), inoculé un medio liquido rico en glucosa
(Glucosa Malta Levadura: GYM). A los 5 d de incubaciéon en GYM, se tomé 1g del hongo y se
inocularon medios liquidos (25 mL) que contenian uno de los sustratos (AS951, H324 o alguna de las
fracciones FDN, FDA o LDA de AS951), disueltos en un buffer de fosfato de potasio (2% p/v, pH=6.0);
el cultivo se mantuvo a 28°C y agitacién constante a 4 rpm. Se observaron las actividades de lacasas
de extractos enzimaticos (EE) obtenidos en los dias 1, 3, 5, 7, 9, 12, 15, 19 y 23 de los cultivos con
extractos de rastrojo completo, yalos 3,5, 8, 11, 15y 17 d, de los cultivos de extractos de FDN, FDA
y LDA. Para la obtencién de los EE en condiciones estériles, se tomaron muestras de 2 mL/d de
muestreo. Las muestras se colocaron en tubos Eppendorf estériles, se centrifugaron a 1,000 x g por
20 min a 4°C y se recuper0 el sobrenadante (EE). La actividad de lacasas se determind a temperatura

ambiente (33 £ 1°C), por la oxidacion de 2-2’-Azinobis-3-etilbenztiazolina-6-sulfonato (ABTS), pH 5.0 y
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€420 =36,000 M*cm™ (Caballazziet al., 2004). El volumen de reaccién estuvo constituido por 400 pL de
extracto de la enzima, 500 pL de un buffer de acetato de sodio (pH 5.0, 0.1 M) y 100 pL de ABTS
(ImM). La unidad enzimética se defini6 como 1 UE = la cantidad de extracto enzimético necesario
para oxidarl pmol de ABTS" por min; la actividad enzimatica (AE) se refiere a la cantidad de UE
contenidas en 1 L de extracto enzimético (EE).

Para observar el efecto de los extractos sobre la actividad de las lacasas, se realizaron extractos
completos y de fracciones FDN, FDA y LDA (E), semejantes a los medios de cultivo de los hongos,
pero sin inocular y se obtuvieron muestras de cultivos de 16 d de extractos completos de rastrojo y de
las fracciones de fibras inoculados de la forma ya descrita con una mezcla de hongos ligninoliticos
(Bjerkandera adusta, Trametestrogii, Sporotrichumpulverulentum y Pleurotusostreatus); sus posibles
enzimas presentes se inactivaron calentandolos a 90°C por 15 min (El). Se utilizé agua destilada
como testigo para esta prueba (Testigo). La actividad de las lacasas se realiz6 de la manera ya
referida, so6lo que el volumen de reaccion estuvo constituido por 300 pL del EC (4% p/v), 300 yL de
buffer de acetato de sodio (pH 5.0, 0.1 M), 300 pL de extractos de medios de cultivo o de Testigo y
100 pL de ABTS (1mM). En éste caso, se consider6 la actividad enzimatica relativa (ARel) como el
porcentaje de actividad observada con respecto al Testigo (ARel= AE tratamiento/AE Testigo*100).

El analisis estadistico se realizé con ayuda del paquete SAS (v. 9.0, 2002). Para el perfil de
actividades enzimaticas a través del tiempo, se utilizaron modelos de disefios completamente al azar
con arreglos factoriales; mientras que el efecto del sustrato sobre la actividad enzimética se analiz6
utiizando un disefio completamente al azar.Se utiliz6 la prueba de Tukey (P<0.05) para la

comparacion de las medias de los tratamientos.

Resultados y Discusion

El rastrojo de la variedad AS951, de origen subtropical, mostr6 mayores contenidos de FDA, Cel y
LDA, que H324, de valles altos (50 vs. 45.5; 43 vs. 39; y 3.8 vs. 2.6; P<0.05). Los picos de actividad
maxima se observaron a los 9 y 10 d (P<0.05; Figura 1). AS951 y LDA promovieron mayor actividad
de lacasas (Figura la y 1b). El tiempo del cultivo y condiciones del sustrato (Cavallazziet al., 2004)
son factores que afectan la expresion de genes que codifican para la produccion de cada enzima
como respuesta adaptativa del hongo (Cohen et al., 2002). Los presentes resultados sugieren que

mayor cantidad de FDA y LDA puede estimular la produccion de lacasas.
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Figura 1. Actividad de lacasas de Pleurotusostreatus cultivado en medios liquidos con‘rastrejo de maiz
de las variedades AS951 y H324 (a) y las fracciones de fibra (FDN, FDA y LDA) de AS951 (b).

Cuadro 1. Actividad de un concentrado de lacasa comercial (4% p/v) en extractos de sustratos
con y sin pretratamiento de hongos ligninoliticos.
SUSTRATO HONGO Actividad Enzimatica (UE/L EE)  Act. Enz. Relativa (%)

H324 SH 2.8° 9.4°
AS951 SH 3.1° 10.6°
FDN SH 16.6° 60.9°
FDA SH 12.5% 42,1«
LDA SH 10.9% 33.6%°
H324 MH 9.2 32.9%4
AS951 MH e 7°° 23.5%
FDN MH 16.6° 60.7°
FDA MH 13.4%¢ 46.4°
LDA MH 15.6° 56.4%
Testigo SH 28.41°% 100°

*Medias sin letras en comun son diferentes estadisticamente (P<0.05); H324 y AS951,
variedades de rastrojo de maiz; SH y MH, sin y con cultivo de hongos; EE, extracto enzimatico;
UE, es la unidad de enzima = la cantidad de extracto enzimatico que oxida 1 pmol de
ABTS'/min; Actividad enzimaética, es la cantidad de unidades de enzima contenidas en 1 L de

extracto enzimatico; Act. Enz. Relativa, es la actividad enziméatica en relacion a la del testigo.
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Todos los sustratos evaluados afectaron negativamente la actividad enzimatica del concentrado
comercial de lacasas (Cuadro 1).Los extractos de FDN, FDA y LDA tuvieron la mayor actividad
enzimatica relativa al Testigo, el tratamiento con hongos en los extractos completos de H324 y AS951
mejord la ARel. Ya que las lacasas requieren de la presencia inicial de ciertos metabolitos (O,, H,O, y
Mn?") que funcionan como parejas redox y posteriormente de mediadores (Héfer y Schlosser, 1999;
Rochefortet al. 2002), los efectos negativos observados en el presente trabajo, podrian deberse a la
ausencia inicial de alguno de éstos en los extractos, 0 bien, a la presencia de algun secuestrador
(catecol, tiourea, azide de sodio o benzoato de sodio) de especies activas de O,, H,O, y OH’, que
pueden provocar una disminucién sustancial en la actividad de lacasas y en la mineralizacion de

ligninas artificiales y naturales (Gonzélez et al., 2003).

Conclusiones

El extracto de la variedad de rastrojo AS951, con mayores contenidos de FDA, Cel y LDA, promovi6
mayor actividad de lacasas. De igual manera se observaron mejores actividades enziméaticas en los
medios con el sustrato de fraccion LDA. Todos los sustratos evaluados afectaron la actividad del
concentrado comercial de lacasas. Lo anterior sugiere que hay mayor potencial de produccion de
lacasas del hongo Pleurotusostreatus en medios con altos contenidos de FDA y LDA, aunque las
caracteristicas quimicas de algunos sustratos pueden esconder parte de la actividad enzimética de

lacasas.
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Resumen

Staphylococcus aureus es un patégeno versétil capaz de causar infecciones en humanos y animales
con diferentes tipos de patologias. El gen spa de S. aureus presenta secuencias cortas repetidas
(SSR’s) que se utilizan en la técnica de spa-typing para la caracterizacion molecular de aislados del
patdégeno con fines epidemioldgicos. Las bases de datos y los programas disponibles para spa-typing
son poco amigables y presentan la informacion fragmentada. En este trabajo se disefid un software
alternativo que relaciona de forma amigable la informacion de spa-typing con la informacién presente
en las bases de datos globales. de. epidemiologia molecular de S. aureus. El software se denominé
NiTSspa (Nicolaita Tecnoldgica-Software para spa-typing) fue disefiado en lenguaje python para
identificar spa-tipos de S. aureus Yy fue comparado con las herramientas disponibles en linea utilizando
secuencias de spa encontradas en bases de datos internacionales. A diferencia de las herramientas de
internet, este software presenta simultaneamente el analisis de los spa-tipos junto con los datos
epidemioldgicos sobresalientes, en forma ordenada, no redundante y en un solo formato de salida

visualmente amigable.
Palabras claves: Proteina A, spa-tipos. SSR’s, Secuencias Cortas Repetidas

Introduccién

Staphylococcus aureus es un patdgeno exitoso gracias a que existen diferentes genotipos de y cada
genotipo contiene variantes de un conjunto de factores de virulencia (Baizabal Aguirre et al., 2009).
Uno de estos es la Proteina A (Spa), que es la mas abundante de la pared celular. Para su mejor
estudio, Spa se divide en diferentes regiones funcionales: una region involucrada en su secrecion (S),
5 dominios (E, D, A, B y C) de union a inmunoglobulinas isotipo G (IgG) y una region denominada
region X. Esta se encuentra subdividida a su vez en una region constante (Xc), la cual es responsable
de interactuar con la pared de S. aureus sirviendo como anclaje y la regién (Xr), la cual esta

compuesta por un namero variable secuencias cortas repetidas (SSR’s) con un tamafio variable de 21
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a 30 pares de bases y que promueve procesos inflamatorios de una manera dependiente de la longitud
de los SSR’s (Garofalo et al., 2012). La regién Xr se encuentra delimitada por dos secuencias
consenso que la flanquean y que se denominan secuencias “firma” (signature sequences). Las firmas
en los extremos 5’ (RCA MCA AAA) y 3" (TAY ATG TCG T), se utilizan asi para identificar y delimitar la
region de SSR’s en Xr. La variabilidad en la longitud y en el polimorfismo de secuencias de las SSR’s
se ha aprovechado para utilizar a la regién Xr como un marcador molecular en la caracterizacion de
este patégeno, con la técnica llamada spa-typing (Harmsen et al., 2003). A la combinacién de SSR’s
en la region Xr se le denomina spa-tipo y a la técnica se le conoce por su nombre en inglés spa-typing.
En internet existe un sitio para spa-typing conocido como Ridom SpaServer (http://spa.ridom.de/). Este
sitio un curador asigna un nimero de repetido (r) a cada SSR y al conjunto del nUmerosde. repetidos le
asigna un spa-tipo (t). El conjunto de spa-tipos reportados por los usuarios ha sido recopilado en esta
base de datos internacional de libre acceso. Actualmente, se han reportado mas de 616 repetidos
distintos y 12,000 spa-tipos derivados de las combinaciones de repetidos cuyo nimero contindia en
aumento. De manera alterna, para designar el spa-tipo de forma rapida y sin tener que esperar a la
evaluacion del curador, existen herramientas en internet como SPA Searcher (PeiXe<software>; http://
seqtools.com/) y Spa Typer/ldentifier (http://fortinbras.us/cgi-bin/spaTyper/ spaTyper.pl) destinados
exclusivamente para la identificacion de los spa-tipos y de las firmas que flanquean a la region Xr.
Estas dos herramientas dependen de la base de datos en la pagina de Ridom SpaServer. Sin
embargo, no manejan los datos epidemioldgicos presentes en Ridom SpaServer. A la fecha no existen
programas de cdodigo abierto para el analisis de los spa-tipos y de la informacion epidemiol6gica
relevante a los aislados, por10 que en el presente trabajo se cred, hasta donde sabemos, el primer
programa bioinformatico de cAdigo abierto para la busqueda de spa-tipos que permita usar la base de

datos internacional de spa-typing.

Material y Métodos

NiTSspa se desarroll6 como una aplicacion de escritorio en la plataforma Ubuntu 12.04 y con el
Lenguaje de Programaciéon Python en su version 2.73, en tanto que la parte de la interfaz gréfica fue
desarrollada con la biblioteca PyQ4 versién 4 y la herramienta para desarrollo de interfaces gréaficas Qt
Designer version 4.81, todas estas herramientas con variantes de licencia libre. La implementacion
realiza una busqueda inicial de lo que se conoce como firmas 5’ y 3 ‘, y una vez detectadas y sobre la
cadena resultante realiza una busqueda exhaustiva de los repetidos y asi finalmente se puedan
localizar los spa-tipos contenidos en la secuencia analizada. Para las busquedas se recurrio a la

estructura de datos denominados Listas y a algunas funciones de manejo de cadenas contenidas en

26



LAy obiobo
Il Congreso Internacional de Microbiologia Pecuaria U Tecuaris

IV Congreso Nacional y XIV Congreso Estudiantil de Microbiologia Pecuaria
24 y 25 de Octubre de 2013

Python. Este software se compone de dos archivos principales, int3i que contiene la interfaz gréafica y
itf0000000000 que es donde esta implementada la técnica spa-tipos.

Resultados y Discusion

NiTSspa procesa la informacion obtenida de la secuenciacion de la regién Xr para la basqueda e
identificacion independiente de las secuencias firma 5 y 3’ que flanquean la regién de SSR’s y la
secuencia correspondiente a cada uno de los spa-tipos disponibles en la base de datos recuperada de
Ridom SpaServer (Figura 1). Para validar el software disefiado, se analizaron secuencias obtenidas
del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) en el Laboratorio de Epidemiologia Molecular y
Biotecnologia de Enfermedades Infecciosas. Las secuencias se analizaron con el software de NiSspa
y se compararon con lo obtenido en SPA Searcher (SeqTools) (http://seqtools.com/) y Spa
Typer/Analyzer (http://fortinbras.us/cgi-bin/spaTyper/spaTyper.pl)SPA Searcher y Spa Typer/Analyzer
siendo estas las herramientas de las que depende el andlisis de spa-typing en internet. NiTSspa ocupa
la base de datos de Ridom SpaServer (http://spa.ridom.de/) que aunque concentra la informacion de
los spa-tipos no permite al usuario realizar comparaciones. Un aporte fundamental de Ridom
SpaServer es que incluye datos epidemioldgicos de los aislados y una relacion de los perfiles
genéticos obtenidos por las, distintas. técnicas utilizadas en S. aureus como Multi-locus Sequencing
Typing (MLST) (http://saureus.mist.net/), la identificacion por la secuencia parcial del gen ARN
ribosomal 16S (SRV’s) (http://www.ridom-rdna.de/), SCCmec typing (http://www.staphylococcus.net/) y
de perfiles de macro-restriccion en electroforesis de campos pulsados (PFGE; http:// www.harmony-
microbe.net/microtyping.htm). SPA Searcher y Spa Typer/Analyzer son herramienta que solamente
manejan el analisis de secuencia de repetidos pero no ligan la base de datos de Ridom SpaServer con
su informacion epidemioldgica, al analisis de la secuencia de la regién Xr. NiSspa aporta en una sola
ventana el spa-tipo de la secuencia problema y toda su informacion epidemioldgica relacionada
encontrada en la base de datos internacional.

Para realizar la comparacion de la informacién generada con la informacién contenida en las bases
de datos es necesario utilizar programas bioinformaticos especializados. En la actualidad existe un
aumento en la tendencia a crear programas de uso libre. Existen pocos programas especializados para
el andlisis global de datos de epidemiologia molecular, como los spa-tipos en S. aureus. Hasta donde
sabemos ninguno de ellos es de codigo abierto por lo que NiTSspa ser& el primer programa distribuido
y desarrollado libremente cuya funcion principal serd la deteccion del spa-tipo a partir de una
secuencia curada de la region Xr del gen spa de S. aureus y que puede mostrar en una sola ventana la
informacion epidemiolégica relacionada, y permite la identificacion de spa-tipos pudiendo trabajar sin

necesidad de una conexion continua al internet.
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La aplicacion tiene como principales caracteristicas el ser una aplicacion de tipo escritorio, lo que no
hace necesaria una conexion a Internet para su funcionamiento. Dado las herramientas en las que fue
desarrollado le hacen ser un software libre y puede ser ejecutado tanto en plataformas Linux (Ubuntu),
Windows y Mac OS. Los requerimientos del hardware son minimos en cuanto a velocidad del
procesador, memoria RAM minima de 512 MB, y solamente requiere 4 MB de espacio en disco duro.
En su etapa de desarrollo actual de NiTSspa se estan desarrollando los cédigos para incrementar las
capacidades del software de manera que: 1) realice actualizacion automatica de las bases de datos
derivadas de la pagina http://spa.ridom.de/; 2) realice operaciones estadisticas y 3) identifique las

caracteristicas de los posibles SSR’s nuevos.

Conclusion
En el presente trabajo se reporta la creacion de NiTSspa el primer programa de codigo abierto para el
analisis de los spa-tipos de aislados de S. aureus y de su informacion epidemiolégica relevante que

utiliza la base de datos internacional de spa-typing.
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Sequence;

AGACGATCCTTCAGTGAGCAAAGAAATTTTAGCAGAAGCTAAAAAGCTAAACGATGCTCAAGCACCAAAAGAGGAAGACAACAACAAGCCTGGCAAAGAAGACAACAACAAGCCTGGTAAAGAAGACGG
CAACAAACCTGGTAAAGAAGACAACAAAAAACCTGGCAAAGAAGATGCCAACAAACCTGGTAAAGAAGACGGCAACAAGCCTCCTAAAGAAGATCGCAACAAGCCTCCTAAAGAAGAC

) —>

Length:
% Notification
247
ﬁ Click for next...
2) - > | Andlyze | | Clean |

OK
Sequence Found

PR GERIINGACGAAGACAACAACAAGCCT CGCHNNGRRERERRERRBRRGEEIBE . /. GAA GACG ACCTGG! RNERRCACARCRRRNRREEIBAE . ACAAGA GGCAACAAACC T
3)
___> 3'signature: Not Found 77
4)
S'Signature:  GCACCAAAA I Repeat
5) p- Repetitions: 15,12, 16,02, 25,47, 4] W Repeat
9 Spalype: t37 I signature
6)
Frequency: 01.28% Nothing
7)—*
» MLST: ST-239, ST-240, ST-241
8) ‘ , . pa—
) Comment: (C8/239, Vienna MRSA, Brazilian/Hungarlan, ST239 ORSA Ill, ST240 ORSA lIl, EMRSA-1,-4,-7,-9,-11
9 —»
Argentina, Australia, Austria, Belgium, Bulgaria, Canada, Chile, China, Croatia, Czech Republic, Denmark, France, Germany, Iceland, Iran, Ireland, Israel, Italy,
Origin: Jordan, Latvia, Lebanon, Malaysia, Netherlands, New Zealand, Norway, Poland, South Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, Lgawﬁ, United Arab
10) —— 1 Emirates, United Kingdom, United States

Figura 1. Imagen del cuadro de dialogo de NiTSspa. En ella se muestran los siguientes elementos: 1)
ventana para insertar la secuencia a analizar; 2) botones para las acciones buscar/limpiar, con los que
se activa la basqueda, la limpieza de la ventana para insertar una nueva secuencia o la salida del
software; 3) secuencia del spa-tipo delimitada por las firmas y que marca secuencias de los repetidos
por colores; 4)marcas indicadoras de la integridad de las secuencias firma 5 y 3’; 5) indicador de la
secuencia de repetidos; 6) indicador el spa-tipo encontrado, seguido de 7) frecuencia del spa-tipo
encontrado; 8) la secuencia-tipo (MLST) asociada; 9) comentarios derivados de la base de datos de
Ridom SpaServer y 10) origen reportado de los aislados.
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Resumen

La lignocelulosa (celulosa, hemicelulosa y lignina) es el principal componente de la pared celular de las
plantas, representa una fuente de carbono con potencial para solucionar los problemas de energia
actuales. Dentro de los diversos métodos que mejoran la hidrélisis de la celulosa se encuentran los
hongos ligninoliticos, puesto que degradan el material lignocelulésico a través de la produccion de
enzimas extracelulares. El objetivo de este trabajo fue evaluar la produccion de celulasas y xilanasas
de los hongos Phanerochaete chrysosporium y Fomes sp. cultivados por fermentacién en estado
sélido en rastrojo de maiz con y si mazorca, con 20% de salvado de trigo como aditivo. El extracto
crudo enzimatico (ECE) se analiz6 para medir la actividad enzimatica de celulasas y xilanasas con el
reactivo DNS. Los dos hongos y los dos sustratos se evaluaron en un disefio completamente al azar
2x2 con arreglo factorial con una comparacion de medias con la prueba de Tukey con el programa
estadistico SAS 9.0. La mayor produccién de celulasas y xilanasas se obtuvo con Phanerochaete
chrysosporium. En el caso de de celulasas, el mejor sustrato fue el rastrojo de maiz sin mazorca,
presentando el mayor pico de produccién en el dia 12. Phanerochaete chrysosporium es un hongo con
un alto potencial para degradacion de materiales fibrosos. Los sustratos con alto contenido de
celulosa, hemicelulosa y lignina favorecen la produccién de enzimas fangicas que hidrolizan estos
materiales.

Palabras Clave: Celulasas, Xilanasas, Hongos ligninoliticos.
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Introduccion

Los residuos, desperdicios, desechos agricolas y de la industria de alimentos constituyen una
proporcién importante, ya que llegan a alcanzar méas del 30% del total de la productividad agricola
mundial (Ugwuanyi et al., 2009); estos materiales representan un gran potencial para solucionar los
problemas de nutricibn animal si se implementan tecnologias adecuadas para el uso apropiado de
dichos desechos. En la actualidad existen productos comerciales obtenidos a partir de hongos que son
utilizados ampliamente para mejorar la digestibilidad de forrajes o granos (Beauchemin et al., 2004).
Entre los aditivos para aumentar la digestibilidad de los alimentos lignocelulésicos, las enzimas
exbdgenas fibroliticas, al agregarse a estos materiales, pueden mejorar la utilizacion de los
polisacaridos de los forrajes (Pinos-Rodriguez et al., 2002). Los hongos de pudricidn-blanca han sido
ampliamente estudiados, ya que son capaces de producir enzimas hidroliticas, como las celulasas,
xilanasas y lacasas; las cuales han sido probadas para su aplicacion en la industria textil, del papel y
en la produccion de alimentos y biocombustibles (Rodrigues et al., 2008). Se han utilizado diversas
cepas de hongos como Trichoderma reesei, Phanerochaete chrysosporium, Aspergillus humicola,
Trametes versicolor, Bjerkandera adusta, Pleurotus ostreatus y Fomes fomentarius (Pérez et al., 2002;
Rodrigues et al., 2008; Ovando y Waliszewski, 2005) para la obtencion de extractos enziméaticos en la
degradaciéon de materiales ‘fiborosos. En diversas investigaciones realizadas con tratamientos
enziméticos sobre la degradacién de los materiales fibrosos, se ha observado un comportamiento
favorable, ya que se incrementa la digestibilidad de manera considerable (Colombatto et al., 2007). El
objetivo de este trabajo fue evaluar la actividad enzimatica producida por los hongos Phanerochaete

chrysosporium y Fomes sp. cultivados en rastrojo de maiz con y sin mazorca.

Material y Métodos

Para el cultivo del hongo se utilizé caldo papa dextrosa (24 g L™) y agar bacteriolégico (15 g L ™), en
cajas Petri en las cuales se resembr6 el hongo para su crecimiento. Las cajas Petri con el hongo se
dejaron incubando a 35 °C por 10 dias. Para la medicion de la actividad enzimatica de celulasas y
xilanasas, se obtuvo un cultivo por fermentacién en estado sélido utilizando como sustrato rastrojo de
maiz con y sin mazorca, con 20% de salvado de trigo. La humedad de estos materiales fue ajustada al
80%. Los cultivos se prepararon en cajas Petri de vidrio conteniendo 14 g de sustrato. Estos materiales
se esterilizaron a 121°C por 40 minutos. A cada caja Petri se le afiadieron 4 discos (10 mm de
diametro) de micelio de cada hongo crecido en PDA y se incubaron a 35°C hasta su lectura. Las
lecturas enzimaticas se realizaron a los 0, 3, 6, 9, 12 y 15 dias de incubacién. Para obtener el extracto

enzimatico, se traspaso el cultivo en estado solido a matraces Erlenmeyer de 250 mL y se afiadieron
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70 mL de agua destilada a cada matraz, posteriormente se colocaron en un bafio de hielo sobre una
agitadora orbital y se agitaron a 120 rpm por 30 minutos. El liquido fue centrifugado a 7,000 rpm en
tubos coénicos de 15 mL. Posteriormente se tomaron 2 mL para colocarlos en una centrifuga
refrigerada a 4°C a 10,000 rpm por 15 minutos. El sobrenadante obtenido se utiliz6 para la medicion de
actividad enzimatica, denominado extracto crudo enzimético (ECE). Para la medicion de celulasas y
xilanasas se utilizé el método descrito por Miller et al., (1960). Para celulasas se utiliz6 como sustrato
una solucién de carboximetilcelulosa (Sigma-Aldrich) al 1%, disuelta en amortiguador de citrato de
sodio (50 mM, pH 5.0). Para xilanasas, se utilizd6 como sustrato una solucién de xilano de madera
(Sigma-Aldrich) al 0.5%, el cual fue disuelto en amortiguador de citrato de sodio (50 mM, pH 5.3). Para
ambas enzimas, se midié la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un espeectrofotbmetro
LAMBDA 35 PerkinElmer a 595 nm. El disefio experimental fue un completamente al azar con arreglo
factorial 2x2x6 Se realiz6 un andlisis de varianza para comparar la actividad enzimética de los
sustratos, utilizando la prueba de Tukey con el procedimiento GLM para realizar la comparacion de

medias, con el paquete estadistico SAS 9.

Resultados y Discusion

Para la produccion de celulasas, hubo diferencias significativas respecto al hongo utilizado (p<0.01) ya
gue Phanerochaete chrysosporium obtuvo los valores mas altos. Ademas se observd que el sustrato
sin mazorca de maiz tuvo la mejor respuesta para la produccién de esta enzima (p<0.01). El mejor dia
para produccion de enzima fue el dia 12 (p<0.01) como se observa en la figura 1. Respecto a
xilanasas, también hubo diferencia para los hongos estudiados (p<0.05), ya que Phanerochaete
chrysosporium obtuvo los valores mas altos. Para esta enzima no se presentaron diferencias entre los

sustratos utilizados.
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Figura 1. Produccién de celulasas de Phanerochaete chrysosporium y Fomes sp. Cultivados en
rastrojo de maiz.
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Figura 2. Produccién de xilanasas de Phanerochaete chrysosporium y Fomes sp. Cultivados en
rastrojo de maiz.
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Los resultados de produccion de celulasas y xilanasas concuerdan con otros autores, ya que P.
chrysosporium es uno de los mas eficientes en degradar lignina de la madera, ademas de liberar
varios tipos de celulasas (Pérez et al., 2002), lo cual puede permitir que haya una mayor hidrdlisis del
complejo lignocelulésico de los materiales fibrosos. Estudios similares realizados con este hongo
cultivado en rastrojo de maiz por fermentacion en estado solido, indican que la mayor hidrélisis de este
material fibroso se obtuvo en el dia 9 (Zhang et al., 2012). Probablemente esta diferencia se deba a

una mayor cantidad de sustrato utilizada en el presente estudio.

Conclusiones
El hongo Phanerochaete chrysosporium puede ser utilizado para la produccién_deenzimas que
favorecen la degradacion de los materiales lignocelulésicos. El rastrojo de maiz sin mazorca promueve

una produccion de celulasas por los hongos ligninoliticos.

Literatura citada

Beauchemin, K.A., D. Colombatto and D.P. Morgavi., 2004. A rationale for the development of feed
enzyme products for ruminants. Canadian Journal of Animal Science 84(1): 23-35.

Colombatto, D., F. L Mould.,"M.’K. Bhat and E. Owen. 2007. Influence of exogenous fibrolytic enzyme
level and incubation pH on the in vitro ruminal fermentation of alfalfa stems. Anim. Feed Sci. and
Tech. (137):150-162.

Pérez J., J. Mufioz-Dorado, T. de la Rubia y J. Martinez. 2002. Biodegradation and biological
treatments of cellulose, hemicellulose and lignin: an overview. Int. Microbiol. (5): 53—63

Pinos-Rodriguez, J. M., S. S. Gonzalez, G. D. Mendoza, R. Barcena, M. A. Cobos, A. Hernandez y M.
E. Ortega. 2002. Effect of exogenous fibrolytic enzyme on ruminal fermentation and digestibility of
alfalfa and rye-grass hay fed to lambs. Journal of Animal Science. (80): 3016-3020.

Miller, G. L., R. Blum, Glennon, W. E., Burton, A. L. 1960. Measurement of carboxymethylcellulase
activity. Analytical Biochemistry. (2): 127-132.

Ovando C.S.L. y K.N. Waliszewski. 2005 preparativos de celulasas comerciales y aplicaciones en
procesos extractivos. Universidad y ciencia, Universidad Juarez Auténoma de Tabasco.
(21):42;113-122.

Pinos-Rodriguez J. M., S. Gonzalez., G. Mendoza., J. C. Garcia., L. Miranda., G. A. De La Cruz., y V.
De Lerma. 2005. Efecto de enzimas fibroliticas exdgenas en la degradacién in vitro de

ingredientes alimenticios, y en la produccién de leche de vacas holstein. Interciencia (30):12.

34



LAy obiobo
Il Congreso Internacional de Microbiologia Pecuaria acuaris %

IV Congreso Nacional y XIV Congreso Estudiantil de Microbiologia Pecuaria
24 y 25 de Octubre de 2013

Rodrigues M.A.M., P. Pinto, R.M.F. Bezerra, A.A. Dias, C.V.M. Guedes, V.M.G. Cardoso, J.W. Cone,
L.M.M. Ferreira, J. Colaco y C.A. Sequeira. 2008. Effect of enzyme extracts isolated from white-
rot fungi on chemical composition and in vitro digestibility of wheat straw. Animal Feed Science
and Technology (141): 326-338.

Ugwuanyi, J. O., B. McNeil,. and L. M. Harvey. 2009. Chapter 5 Production of Protein-Enriched Feed
Using Agro-Industrial Residues as Substrates Biotechnology for Agro-Industrial Residues
Utilization, Part Il, 78-103.

Zhang J., X. Ren, W. Chen y J. Bao. 2012. Biological pretreatment of corn stover by solid state

fermentation of Phanerochaete chysosporium. Front. Chem. Sci. Eng. 6(2):146-151.

35



LAy obiobo
Il Congreso Internacional de Microbiologia Pecuaria acuaris %

IV Congreso Nacional y XIV Congreso Estudiantil de Microbiologia Pecuaria
24 y 25 de Octubre de 2013
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Resumen

La evaluacion del valor nutritivo de los alimentos para rumiantes a través de técnicas:como la de
produccion de gas in vitro es importante debido a su facilidad y que permite determinar la cinética de
degradaciéon del alimento a través del volumen de gas producido, por lo que el objetivo de la
investigacion fue determinar la cinética de degradacion. de once variedades de nopal del Estado de
Puebla. Se detectaron diferencias estadisticas significativas entre variedades de nopal (P < 0.05), la
variedad Roja Vigor fue la que present6 el mayor volumen de gas durante el periodo de incubacion, la
tasa de degradacion y el tiempo de retardo también presentaron diferencias estadisticas significativas
(P<0.05) entre variedades. La cinética de fermentaciobn nos permiti6 conocer que la variedad Roja
Vigor, seguida de la variedad Villanueva son las que presentaron una mayor producciéon de gas y que
mantuvieron este comportamiento en el volumen fraccional a la hora 16, 38 y 72. La mayor produccion
de gas se da durante las primeras 16 horas debido a la naturaleza de los componentes del nopal, para

el caso de todas las variedades.

Palabras clave: técnica de produccién de gas, nopal, cinética de degradacion

Introduccion

La evaluacion del valor nutritivo de alimentos para rumiantes es importante, debido a que de ellos
depende la productividad de animales que los consuman. Existen diferentes técnicas para determinar
el valor nutritivo de los alimentos, una de ellas es la técnica de produccidon de gas, ésta es un
método in vitro que permite determinar la extension y la cinética de degradacion de algun alimento a
través del volumen de gas producido durante el proceso fermentativo (Theodorou et al., 1994). Una de
las ventajas de este procedimiento es que el curso de la fermentacion y el papel de los componentes

solubles del sustrato puede ser cuantificado (Pell et al., 1993), ademas de la relacion con el
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crecimiento de la poblacién microbiana. El objetivo de la investigacion fue determinar la cinética de
degradacién de once variedades de nopal de San Sebastian Villanueva, Acatzingo, Puebla.

Material y Métodos

Material vegetal: durante el mes de Marzo de 2013 se colectaron cladodios de nopal de las
variedades Roja Vigor, Xoconostle, Villanueva, Sangre de Cristo, Milpa Alta, Burrona, Atlixco,
Cristalina, Roja San Martin, Ceniza Roja, Roja Pelota de la comunidad de San Sebastian Villanueva,
Acatzingo y Puebla. Los cladodios se cortaron en finas rodajas, se secaron a 65 °C, hasta obtener
peso contante y se molieron en molino Willey (1 mm).

Fermentacion y digestibilidad in vitro por consorcios microbianos ruminales de ovinos: se
estimo indirectamente por la técnica de produccion de gas (Theodorou et al., 1994). Se obtuvo liquido
ruminal de tres ovinos con canula ruminal, el liquido se manejo de manera individual y se filtro con
ayuda de una gasa, los ovinos eran alimentados con una dieta a base de 100% ensilado de maiz. El
liquido ruminal de cada animal se mezclé6 de manera individual con una solucion mineral en una
proporcion 1:9 v/v (Menke y Steingass, 1998; Krishnamoorthy et al., 2005). Se adicionaron 90 mL del
inoculo diluido bajo un flujo 'constante de CO,, a frascos color ambar de 120 mL de capacidad, los
cuales contenian 0.5 g de MS de una variedad de nopal. Los frascos se taparon herméticamente y se
colocaron en bafio Maria'a 39 °C. La presion de gas se registro con un manémetro (1 kg cm?) a 0, 2,
4, 6, 8, 12, 16, 20, 24, 32, 38, 50 y 72 h de incubacion y posteriormente fueron transformadas a
volumen de gas con la ecuacién de regresion (V=p/0.019).

Variables y analisis estadistico: se determinaron los pardmetros volumen maximo (Vm, mL g™) y
volumen fraccional a la hora 16, 38 y 72, tasa de produccion (S, h™) y tiempo de retardo (L, h) de la
cinética de produccién de gas, usando los datos de volumen de gas acumulado (Vo) con respecto al
tiempo de incubacion (T) y el modelo logistico Vo=Vm/(1+exp(2-4*S*(T-L))). El disefio fue
completamente al azar con tres repeticiones y la prueba de comparacién multiple de medias con Tukey
(a=0.05).
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Resultados y Discusion

La cinética de degradacion de un alimento puede describirse a través del volumen total de gas
producido, la tasa de produccién de gas y el tiempo de retardo. El volumen méximo de gas fue
diferente entre variedades (P < 0.05), la variedad Rojo Vigor produjo 36% mas gas que el promedio de
las demas variedades (Cuadro 1).

La tasa de produccion de gas present6 diferencias estadisticas significativas entre las variedades de
nopal estudiadas (P < 0.05), la variedad Villanueva seguida de la Roja San Martin, presentaron las
tasas mas altas, seguidas de las variedades Burrona, Roja Vigor, Xoconostle, Roja Pelota y Cristalina,
la de menor tasa de produccion fue la variedad Milpa Alta. El tiempo de retardo también fue diferente
entre variedades (P < 0.05), la variedad Ceniza Roja fue la de menor tiempo de retarde y.la de mayor
tiempo la Roja Vigor.

El volumen fraccional durante las primeras 16 horas fue diferente entre variedades (P < 0.05), la
variedad Roja Vigor y Villanueva fueron las que produjeron mas gas, manteniendo un comportamiento
similar a la hora 38 y 72, lo que se reflejo en un mayor volumen de gas, en los promedios de volumen
maximo. Sin embargo, aunque produjeron mas gas todas las variedades muestran un comportamiento
similar, esto puede deberse a que el nopal es considerado como una buena fuente de carbohidratos no
fibrosos rapidamente fermentables (Batista et al., 2009). En el nopal, las fracciones de carbohidratos
rapidamente fermentables (azucares y éacidos organicos) y medianamente fermentables (almidon)
constituyen el 42 y 19 %, respectivamente, del total de carbohidratos (Batista et al., 2003), lo que
genera condiciones para el desarrollo de microorganismos amiloliticos como Bacteroides amylophilus y

Streptococcus bovis.
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Cuadro 1. Valores promedio de la cinética de fermentacion de variedades de nopal.

Vm s L Vi Vg V72

Variedad (mLg* (mL g™ (mL g™ (mLg*
(h™) (h)

MS) MS) MS) MS)
Roja vigor 378.33%  0.0400%° 2.8342  224.40*° 134.65*  51.52°
Xoconostle 289.90°  0.0406% 2.720®  174.04™ 102.13"  38.47*°
Villanueva 305.03"  0.0456° 1.851%¢ 204.36®® 93.98" 3573
Sangre de cristo  266.33°  0.0353"  0.864° 159.94*° 86.39"°  48.75%
Milpa alta 244.40°  0.0320° 0.281%  139.12° 83.50°  44.86%°
Burrona 254.93°  0.0410™ 0.946"¢ 165.35"  77.96" 37.26™
Atlixco 241.20°  0.0356™  1.823%° 135.47°  87.60° 38.87%°
Cristalina 244.80°  0.0383* 0.799°° 151.36° 81.14° 34.89"
Roja San Martin ~ 235.13°  0.0426%®  1.863* 151.25° 75.86°  30.12°
Ceniza roja 248.00°  0.0360™  0.000°  152.11° 77.77°  44.79%°
Roja pelota 271.77°  0.0400%° 1.993*  169.25™ 8598  48.67*
EEM 14,29 0.0017 0.226 1.05 1.12 1.26

Vm = volumen méaximo a 72 h de incubacién, S = tasa de produccion de gas, L = tiempo lag, Vis
= volumen fraccional a la hora 16, Vg = volumen fraccional a la hora 38, V7, = volumen fraccional
a la hora 72, EEM= error estandar de la media. Literales diferentes en columnas indica
diferencias significativas (P < 0.05).

El volumen fraccional a la hora 38 mostré6 diferencias (P < 0.05) entre variedades, y sigui6é un patrén de
comportamiento similar al de volumen maximo para cada variedad y el volumen fraccional a la hora 72
fue diferente estadisticamente entre variedades (P < 0.05), siguiendo el patrén de comportamiento de
las primeras 16 y 38 horas. Sin embargo, el volumen de gas producido en el intervalo de tiempo de 32
horas (hora 72) fue bajo comparado con las primeras 16 horas de fermentacién, relacionado
posiblemente con la degradacion de los componentes de fibra (celulosa y hemicelulosa) cuya
degradacién es mas baja que las fracciones solubles (Van Soest, 1994).

En la Figura 1 se puede observar el comportamiento de la produccion de gas de las variedades a
través de 72 horas de incubacion, la variedad Roja Vigor es la que presenta el volumen mas alto de
produccion de gas, manteniéndose en esta posicion hasta el final del periodo de incubacién, sin

embargo todas las variedades presentaron el mismo comportamiento. Todas las variedades en
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promedio produjeron, durante las primeras 16 horas de incubacion, el 63% del total de gas producido
durante 72 horas de incubacion.

—&— Roja vigor —#— Xoconostle
Villanueva —><—Sangre de cristo
== Nopal V milpa alta Burrona

Nopal V atlixco Cristalina
Roja Sn Martin Ceniza roja
50 Roja pelota
40
7
Pai /
A

30 / ‘\9’/ \ ‘

20

60

Vmax (mlg?MS)

10

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo de incubacion

Figura 1. Volumen fraccional de variedades de nopal a 72 horas de

incubacion.

Conclusiones

La cinética de fermentacion permitid conocer que la variedad Roja Vigor, seguida de la variedad
Villanueva, son las que presentaron una mayor produccion de gas y que mantuvieron este
comportamiento en el volumen fraccional a la hora 16, 38 y 72. La mayor produccion de gas se da
durante las primeras 16 horas debido a la naturaleza de los componentes del nopal, para el caso de
todas las variedades.
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DEGRADABILIDAD DE CAROTENOIDES EN Cynodon plectostachyus DETERMINADO CON
TECNICA IN SITU DE BOLSAS MOVILES EN BOVINOS
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! Universidad Auténoma Metropolitana-Unidad Lerma. 2 Posgrado en Ganaderia, Colegio de
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Resumen

Se selecciond pasto Estrella (Cynodon plectostachyus) como material de estudio para ser evaluada en
4 novillos Holstein (384160 kg) canulados en rumen y duodeno..La disminucion de los nutrientes
durante el paso por el intestino se determiné mediante la técnica de bolsas moviles, la cual consistié
en colocar en bolsas de nylon una cantidad conocida del forraje, se introdujeron a través de la canula
del rumen e incubaron por un tiempo determinado. Las bolsas se retiraron, se introdujo un total de 20
bolsas en lotes de 5 a través de la canula del duodeno. Las bolsas se recolectaron de las heces; se
analizé el contenido de carotenoides totales y de materia seca (MS). Se observé una disminucion
significativa de carotenoides (P<0.001) en el rumen durante las primeras 12 h; posteriormente, entre
24 y 72 h, esta disminuciébn no fue significativa (P=0.71). Alrededor de 53% de carotenoides
contenidos en Cynodon spp. en las bolsas duodenales (no incubadas previamente en rumen)
disminuyo cuando se introdujeron en el intestino delgado. Las bolsas con mas tiempo de incubacion en
el rumen contenian menor concentracion de carotenoides, por lo tanto, la cantidad total degradada en
el intestino delgado se redujo significativamente (P<0.001). Los resultados de este estudio mostraron
qgue una proporcion alta de carotenoides no fueron degradados a través de rutas metabdlicas
microbianas en el rumen. Se concluy6 que el tiempo de incubacion es un factor que contribuye a la

variacion en la biodisponibilidad de los carotenoides.

Palabras clave: Materia seca, rumen, pasto estrella
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Introduccion

Una de las principales limitantes en la produccién de carne de bovino en México es la pigmentacion
amarilla del tejido adiposo en las canales de bovinos, cuando son engordados en pastoreo. Este
problema disminuye la comercializacion tanto en el mercado nacional como en el extranjero. El color
de la grasa esta determinado por pigmentos ingeridos durante el pastoreo. Especificamente, el
problema radica en el consumo de forrajes verdes, los cuales contienen abundantes pigmentos,
incluyendo a los carotenoides y pigmentos naturales liposolubles.

El B-caroteno, uno de los carotenoides mas abundantes en la naturaleza, también es el que se
encuentra en mayor proporcion en tejido adiposo de los rumiantes, dando la coloracion amarilla a este
tejido (Mora, 1999). Aunque los carotenos son una fuente importante de Vitamina A; no todo el 3-
caroteno ingerido y absorbido es transformado a esta vitamina; una cantidad considerable puede
circular en la sangre y se deposita en el tejido adiposo e higado, dando como resultado el depdésito de
B-carotenos no transformados. Como consecuencia, se. presenta el color amarillo en la grasa de las
canales de bovinos finalizados en pastoreo. El objetivo del presente estudio es estudiar la desaparicion
y digestibilidad de los pigmentos carotenoides en el canal digestivo de rumiantes utilizando la técnica

de bolsas moéviles en bovinos canulados.

Metodologia

Se utilizaron 4 novillos Holstein (384+60 kg), con canula ruminal y duodenal, alojados en corraletas
individuales de 2.42 x 3.74 m, el estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Nutricion Animal del
Colegio de Postgraduados. Les animales contaban con libre acceso a agua, la ingesta de materia seca
de alfalfa henificada se calcul6 en 3% del peso corporal; se alimentaron diariamente a las 8 y 18 horas.

Incubacién de forraje en el rumen

Se emplearon bolsas de nylon de 20 x 10 cm y de 5 x 3 cm, ambas de 47 (1 de tamafio de poro; cada
bolsa fue pesada e identificada; a las de mayor tamafio se les colocé en su interior 7 g y a las de
menor tamafio 1.2 g de muestras de pasto estrella (Cynodon plectostachyus).Para obtener muestras a
la hora cero, se separaron 10 bolsas de 20 x 10 cm conteniendo pasto estrella antes de la incubacion
en el rumen; se lavaron con agua corriente y se almacenaron en congelacion (-20°C) hasta su andlisis.
El resto de las bolsas conteniendo al forraje se fueron introduciendo a incubacion por 12, 24, 48y 72 h
en el rumen, empleando 10 repeticiones para las bolsas de mayor tamafio y 20 repeticiones para las
de menor tamafio (2 repeticiones por cada animal). Las bolsas se introdujeron unidas a una cadena

con el objetivo que flotaran en el fluido ruminal; estas se retiraron tirando de la cadena. Las bolsas de
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nylon de 20 x 10 cm se lavaron repetidamente con agua corriente hasta que eliminar todo residuo de
liquido ruminal; las bolsas de 5 x 3 cm se emplearon para continuar con el estudio de digestibilidad.

Incubacién de forraje en el intestino

La desaparicion de nutrientes durante el paso por el intestino se determind mediante la técnica de
bolsas méviles, reportada por De Boer y col. (1987). Terminada la incubacién en el rumen por 12, 24,
48 y 72 h de las bolsas méviles de 5 x 3 cm, estas se introdujeron en condiciones que simulaban la
digestién abomasal. Se introdujeron 5 bolsas en la canula del duodeno cada 15 min hacia el intestino
delgado, totalizando 20 bolsas. Estas bolsas fueron recuperadas y recolectadas después de 12 a 14 h
en las heces; se colocaron en recipientes con agua fria (aproximadamente 6-10°C) con el objeto de
detener la actividad microbiana y se lavaron para retirar los residuos externos. Las muestras de forraje
de las bolsas recolectadas en las heces se conservaron en frascos ambar a -20°C hasta su
analisis.Para la cuantificacion de los carotenoides totales se empleé una maodificacion de la técnica
reportada por Bruinsma (1963). Se empled un espectrofotometro Spectronic 20 (Milton Roy,
Rochester, Estados Unidos), las muestras se leyeron a 454 nm utilizando como blanco éter de

petréleo.

Resultados y Discusion

1. Desaparicion de MS y carotenoides totales en el rumen

La Figura 1 muestra la desaparicion de la MS y carotenoides presentes en el pasto Estrella durante su
incubacién en el rumen. Cuarenta y tres por ciento de MS y carotenoides totales desaparecieron
durante las primeras 12 h (P<0.001). De 12 a 72 h de incubacion, la MS alcanzé una desaparicion de
62%, mientras los carotenoides de 73% (P <0.0001).

El coeficiente de correlacion entre la desaparicion de la MS y los carotenoides totales fue r=0.997
(P<0.001). Considerando la MS, la concentracion de carotenoides totales y la disminucién de la
concentracion de estos dos componentes durante el periodo de estudio, se obtuvieron los siguientes

modelos:
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Materia seca desaparecida
& MSD (%) = 13.7487 + 2.9919X - 0.066X? + 0,0005 X3
1 (r* = 0.99)
Carotenoides totales desaparecidos
CT (%) = 13.2506 - 3.227X - 0.689X? + 0.0005X°

60 q

50 4

Degradabilidad en rumen, %

(= 0.99)
%01 —%— Total de carotenoides
—A— Materia seca

1 Los resultados obtenidos por Mora y col. (1999) coinciden
»

; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : . L
T n s = o . conlosobtenidos en este estudio respecto a la desaparicion

Tiempo de incubacion () en el rumen de carotenoides del forraje. Lasrdiferencias en

) L la desaparicién de carotenoides en el rumen pueden ser
Figura 1. Desaparicion in situ de MS y

carotenoides totales de pasto Estrella (25  debidas a las caracteristicas de la poblacion microbiana,
dias de rebrote) en el rumen de novillos

Holstein influida por_las dietas integrales o pastoreos (Rode y col.,

1990).

2. Desaparicion de carotenoides en el intestino

Se observo una desaparicion de 53% (Cuadro 1) de carotenoides en las bolsas no incubadas e
introducidas en el intestino delgado. En cambio, en las bolsas incubadas previamente en el rumen,
aquellas con mas tiempo de incubacién contenian menos carotenoides y, por lo tanto, la desaparicion

en el intestino delgado se redujo (P<0.001) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Desaparicion de carotenoides totales en Cynodon

plectostachyus en el canal digestivo de novillos Holstein

Incubacion
ruminal (h) Degradabilidad de carotenoides (%)

Rumen Post-ruminal Total del canal
0 e 0.532 + 0.097*  0.532 * 0.097°
12 0.437 + 0.095*%  0.278 + 0.086" 0.717 + 0.101°
24 0.570 + 0.062° 0.192 + 0.043° 0.762 + 0.096"
48 0.639 + 0.079"° 0.214 + 0.049°°  0.852 + 0.096"°
72 0.715 + 0.055° 0.221 + 0.018"° + 0.934 # 0.049°

& Medias con superindices diferentes en la misma columna difieren
(r1110.05)

El tiempo de incubacién es un factor que contribuye a la variacién en la biodisponibilidad de los
carotenoides; en muestras que no se.incubaron, solamente 53.2% de los carotenoides desaparecio y
46.8% se excretd en la materia fecal. Posteriormente, al incubar el pasto Estrella de 12 a 72 h, los
carotenoides desaparecieron progresivamente en el rumen y en el intestino delgado (P<0.0001). Los
resultados hacen suponer. un atague de microrganismos ruminales a la MS y, en consecuencia, ocurre
mayor disponibilidad y desapariciéon de los carotenoides. Esto ocasiond que la desaparicion de
carotenoides alcance 93.4% cuando las bolsas fueron incubadas por 72 h (Cuadro 1). Es posible que
en paralelo ocurriera un cambio quimico de los carotenoides en el rumen relacionado con reacciones

parciales de hidrogenacion, sin llegar a una saturacion de las dobles ligaduras (Bloomfield, 1997).

Conclusion

La degradabilidad in situ del pasto estrella mostré una alta disponibilidad de carotenoides en el rumen,
asociada estrechamente con la degradabilidad de la materia seca. Es importante que en futuros
estudios se considere la tasa de degradabilidad de carotenoides tomando en cuenta la época del afio,

y los estados fenoldgicos de los forrajes.
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RESUMEN

El mucilago es uno de los residuos que genera alta contaminacion, dentro de su camposicion quimica,
el 35,8% son sustancias pécticas totales, 17% celulosa y cenizas, 45,8% azUlcares totales, lipidos,
proteinas, &cidos organicos y minerales, por lo que el.mucilago puede ser es un excelente medio de
cultivo para levaduras. El término proteina unicelular (PUC) ha sido empleado para referirse a
microorganismos tales como bacterias, levaduras, hongos filamentosos y algas, que son empleados
con fines alimenticios, principalmente por su alto contenido proteico, por volumen de produccion, las
levaduras son los microorganismos mas importantes, y ampliamente utilizados en la industria. Para la
produccion de la proteina unicelular se utilizaron dos levaduras (LP12 y la MMH4) en diferentes
medios de cultivo elaborados con mucilago de café mas melaza a diferentes concentraciones de urea
(0, 0.5, 1.0 y 2.0%). Ambas levaduras fueron inoculadas en medios de cultivos con una concentracion
inicias de 13% w/w de ART. A'las 24 h de fermentacion las dos levaduras degradaron mas del 90% de
ART no presentaron diferencias significativas (p<0.05). Comparando estadisticamente las dos
levaduras se puede decir que LP12 reporto la mayor produccion de biomasa (p<0.05) con un promedio
de 7.5 g/L en base seca, mientras que la producciéon de biomasa obtenida por la levadura MMH4

(p=0.05) fue de 4.1 g/L en base seca.

Palabras Claves: levaduras, fermentacion, azucares reductores directos y totales

INTRODUCCION

México ocupa el séptimo lugar a nivel mundial como productor de café cereza, después de Brasil,
Colombia, Indonesia y Vietnam. A nivel nacional se cultiva en los estados de Chiapas, Veracruz,
Puebla, Oaxaca, Guerrero, Hidalgo, San Luis Potosi, Nayarit, Jalisco, Colima, Tabasco, Morelos,

Querétaro y Michoacan (Roousos et al., 1989; SAGARPA, 2013). La planta del café pertenece a la
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familia Rubiadceas y al género Coffea el cual comprende diferentes especies. Existen mas de 40
especies de este género las mas comercialmente cultivadas son: Coffea arabica, Coffea canéphora
(robusta), Coffea arabusta, Coffea liberica y Coffea excelsa. Todas ellas producen un fruto llamado
café o cereza de café (Adams y Dougan, 1981). La cereza de café estd compuesta por dos semillas
rodeadas por una membrana delgada llamada “pergamino”, seguida del endocarpo, que es una
cubierta dura llamada “vitelo”, en la parte externa se encuentra el mesocarpo pulposo o mucilago, el
cual esta cubierto por el exocarpo que se refiere a la piel o pulpa del fruto (Arunga, 1973; Zuluaga et
al., 1989; Avallone et al., 2001). En la produccion del grano de café se han establecido, a nivel mundial
dos procesos importantes (seco y humedo) donde en el proceso seco consiste en secar al sol las
cerezas de café y en el humedo se utiliza grandes cantidades de agua generandoe:subproductos
(mucilago 22% y pulpa 39% del peso del fruto fresco) que son comunmente desechados al medio
ambiente (Arunga, 1973; Zuluaga et al., 1989; Roassos et al., 1989; Avallone et al., 2001). El mucilago
es uno de los residuos que genera alta contaminacion, dentro de su composicién quimica, el 35,8%
son sustancias pécticas totales, 17% celulosa y cenizas, 45,8% azlcares totales, lipidos, proteinas,
acidos organicos y minerales, por lo que el mucilago puede ser es un excelente medio de cultivo para
levaduras (Arunga, 1973; Cieves, 1995; Zuluaga et al., 1989; Gomez, Morales, & Adalid, 2006). Las
levaduras pectinoliticas tales' ‘como: Saccharomyces marxianus, S. bayanus, S. cerevisiae Yy
Schizosaccharomyces sp. son las predominantes en la fermentacion natural de la cereza de café. Este
tipo de levaduras fueron aisladas de la superficie de la cereza de café por Agate and Baht, (1966)
donde observaron su patrticipacién en la degradacion del mucilago después de ser eliminado del
grano. El objetivo de este trabajo fue utilizar mucilago de café, melaza y mezcla de ambos (3:1)
enriquecido con diferentes concentraciones de urea (0, 0.5, 1.0 y 2.0%) como medio de cultivo para la

produccion de proteina unicelular usando dos levaduras aisladas de fuentes diferentes.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de mucilago de café fueron proporcionadas por productores de la Sierra Norte de Puebla
de los municipios de Xilozochico y Cuetzalan, donde se encuentra el Beneficio Tosepan Titataniske. La
toma de muestras se realizé el mismo dia que se despulpé la cereza de café en recipientes de plastico
lavados y desinfectados con cloro y enjuagadas con agua destilada los cuales fueron colocadas en
una hielera y transportadas al laboratorio de Nutricion Animal del Instituto de Ciencias Agropecuarias
de la Universidad Autonoma del Estado de Hidalgo. Al mucilago fresco se le determino pH, °Bx y
azucares reductores directos (ARD) y azUcares reductores totales (ART) por el método 3,5

dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1958) antes de ser congelado a —20°C. Se utilizé la levadura marcado
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como LP12 aislada de mucilago de café ya que presento la mayor produccion en ensayos previos y la
levadura MMH4 aislada de agave tequilero. Los medios de cultivo fueron a base de mucilago de café y
melaza en relacion 3:1, se mezclaron y se le agregd 1% de HCI, se esteriliz6 a 121°C por 30 min
posteriormente se dej6 enfriar y se ajusto el pH entre 6.0 con CaCO3; 2M. Se determinaron ART por la
técnica de DNS y se ajustd a 13% w/w. Después fue centrifugado a 10,000 r.p.m. durante 5 min a
temperatura ambiente para eliminar residuos, se colocaron 200 mL en matraces Erlenmeyer con
diferentes concentraciones de urea (0, 0.5, 1.0, 2.0%), los cuales fueron inoculados con las levaduras
por separado a una concentracién de 10° UFC/mL, posteriormente se colocaron en un agitador orbital
a 200 r.p.m. a 30°C durante 6 dias en los cuales se tomaron muestras cada 24 por horas para
determinar pH y consumo de los azlcares. Al termino de los 6 dias se centrifugo el.medio de cultivo
para obtener el paquete celular y lavarlo con H,SO, al 0.5%, finalmente se determind la produccién de
biomasa en peso seco. Este ensayo se realiz6 por triplicado. El disefio fue completamente al azar y la
comparacion de medias se hizo la comparacién de medias se realizd con la prueba de Tukey (SAS,
1998).

RESULTADOS y DISCUSION

La muestra 1 reporté un pH de 4.5, 1.0°Bx, una concentracion de 0.7% w/w de ARD y 0.8% w/w de
ART teniendo un aumento de 0.1% w/w de azUcares reductores por hidroélisis acida (Cuadro 1), para el
caso de la muestra 2 reporté un pH de 4.7 con 3.5°Bx, una concentracion de 3.5% w/w de ARD y 2.7
de ART teniendo un aumento de 0.3% w/w de azlcares reductores por hidrélisis acida y la muestra 3
reporté un pH de 5.0 con 5.0°Bx una concentracion de 3.2% w/w de ARD y 3.8% w/w de ART teniendo
un aumento de 0.5% w/w de azucares reductores por la hidrolisis acida. También puede observarse
gue existe un incremento correlativo de los °Bx, con respecto a pH, ARD, ART y el % de liberacién de
azucares reductores por una hidrolisis acida. En el caso de los azlcares, la mayoria se encuentran
presentes como reductores libres y un porcentaje muy bajo son azlcares no reductores, por lo que se
tuvo que enriquecer con melaza para aumentar la concentracién de azucares reductores. Gualtieri y
Sanchez (2003) reportan que el efecto combinado de elevada temperatura (75 a 98°C) y elevada
concentracion de acido (2 a 3%), transforma los azucares en furfurales, los cuales inhiben la actividad
microbiana, y no son detectados por el método utilizado por lo que sugieren que para obtener azlcares
solubles a partir de desecho, se deben aplicar las siguientes condiciones de hidrélisis, empleando una

temperatura media de 75°C; un tiempo de 20 minutos y una solucion de acido sulfarico al 2%.

50



LAy obiobo
Il Congreso Internacional de Microbiologia Pecuaria acuaris %

IV Congreso Nacional y XIV Congreso Estudiantil de Microbiologia Pecuaria
24 y 25 de Octubre de 2013

Cuadro 1. Determinacion de pH, °Bx, ARD, ART y porcentaje de incremento de azlcares reductores

por hidrolisis 4cida en muestras de mucilago de cafeé.

NuUmero de pH °BX ARD (% w/w) ART (% wiw) % de incremento de AR
muestras por hidrélisis acida

1 4.5 1.0 0.7 0.8 0.1

2 4.7 3.5 2.4 2.7 0.3

3 5.0 5.0 3.2 3.8 0.6

En la figura 1 se muestra el cambio de pH en los medios de cultivo elaborados con mucilago de café y
melaza a diferentes concentraciones de urea (0, 0.5, 1.0 y 2.0%) durante la fermentacion (6 dias) con
la levadura LP12. A las 0 h de incubacién el pH de los medios de cultivo utilizados fue de 6.0. A las 24
horas el pH de todos los medios de cultivo disminuyo en un rango de 5.2 a 5.8 mientras que para las
48 h en medios de cultivo con 0 y 0.5% de urea permanecieron constantes mientras que en los medios
de cultivo con 1.0 y 2.0% el pH aumento 6.2 y 5.9 respectivamente después de las 48 h de
fermentacion el pH de todos los medios de cultivo aumentaron hasta los 6 dias de fermentacion para el
caso del medio de cultivo sinjurea el pH final fue de 6.5, para el medio de cultivo con 0.5% de urea el
pH final fue de 6.6, mientras que para los medios de cultivo con 1.0 y 2.0% de urea el pH final fue de 7.
Existen diferencias significativas por tratamiento (0, 0.5, 1.0 y 2.0% urea) reportando el mayor pH
(p=0.05) del promedio de los 6 dias de fermentacion fue el medio de cultivo con 1.0% de urea de 6.4,
mientras que el medio de cultivo que registro el menor pH (p<0.05) fue sin urea de 5.9. En la figura 2
se muestra el cambio de pH en los medios de cultivo elaborados con mucilago de café y melaza a
diferentes concentraciones de urea (0, 0.5, 1.0 y 2.0%) durante la fermentaciéon (6 dias) con la
levadura MMH4. A las 0 h de incubacion el pH de los medios de cultivo utilizados fue de 6.0. Alas 24 h
de fermentacion el pH de los medios de cultivo sin urea y 0.5% disminuyo a 5.6 mientras que para el
medio de cultivo 1.0% de urea se mantuvo constante y el medio de cultivo con 2.0% de urea aumento
a 6.3. A las 48 h de fermentacion el pH de todos los medios de cultivo disminuyo en un rango de 5.2 a
6.0, después de las 24 h hasta las 96 h el pH aumento en todos los medios de cultivo en un rango de
6.1 a 6.7, mientras que el pH de los medios de cultivo con 0 y 0.5% de urea disminuyo 5.9 y 6.2
respectivamente mientras que el pH del medio de cultivo con 2.0% de urea se mantuvo constante y el
pH del medio de cultivo con 1.0% de urea aumento a 6.9, finalmente a los 6 dias de fermentacion el
pH en todos los medios de cultivo aumentaron en un rango de 6.2 a 6.9 En base al disefio estadistico

existen diferencias significativas por tratamiento (0, 0.5, 1.0 y 2.0% urea) reportando el mayor pH

51



LAy obiobo
Il Congreso Internacional de Microbiologia Pecuaria U Tecuaris

IV Congreso Nacional y XIV Congreso Estudiantil de Microbiologia Pecuaria
24 y 25 de Octubre de 2013

(p=0.05) del promedio de los 6 dias de fermentacion fue el medio de cultivo con 1.0% de urea de 6.3,
mientras que el medio de cultivo que registro en menor pH (p<0.05) fue sin urea de 5.8. En ambas
levaduras el pH registrado més alto fue en medios de cultivo con 1.0% de urea mientras que el pH mas
bajo fue en medios de cultivo sin urea.

El efecto de la concentraciébn de azucares reductores totales en medios de cultivo elaborados con
mucilago de café y melaza a diferentes concentraciones de urea (0, 0.5, 1.0 y 2.0%) durante la
fermentacion (6 dias) con las levaduras LP12 y MMH4 se muestra en las figuras 3 y 4. Ambas
levaduras se inocularon en medios de cultivos con una concentracion inicial de 13% w/w de ART. A las
24 horas de fermentacion ambas levaduras degradaron mas del 90% de ART, las cuales no
presentaron diferencias significativas (p<0.05). Resultados similares reportaron Cori de.Mendoza et al.,
(2006) usando suero lacteo desproteinizado como medio de cultivo.

En la figura 5 se muestra la produccion de biomasa en medios de ccultivo elaborados con mucilago de
café y melaza a diferentes concentraciones de urea (0, 0.5, 1.0 y 2.0%) durante la fermentacion (6
dias) con las levaduras MMH4 y LP12. Para el caso de la levadura MMH4 la mayor produccion se
reporté en medios de cultivo sin urea de 5.8 g/L en base seca, mientras que la menor produccion se
obtuvo en el medio de cultivo con 2.0% de urea de 1.7 g/L en base seca, la produccion de biomasa
disminuye con forme aumenta la concentracion de urea. Para la levadura LP12 se observa mayor
produccion de biomasa en el medio con 1.0% de urea de 8.5 g/L en base seca, mientras que la menor
produccion se registro en el medio de cultivo con 2.0% de urea de 6.6 g/L en base seca. Comparando
las dos levaduras se observa que LP12 reporto la mayor produccion de biomasa (p<0.05) con un
promedio de 7.5 g/L en base seca, mientras que la produccion de biomasa por la levadura MMH4
(p<0.05) fue de 4.1 g/L en base seca. Resultados superiores fueron reportados por Gualtieri y Sanchez
(2003) ya que obtuvieron 9 g/L de biomasa en base seca de un consorcio de levaduras
(Saccharomyces cerevisiae y Schwannomyces castelli) a los 32 h de fermentacién usando desechos
de harina de maiz precocida, enriquecida con urea, sulfato de amonio, extracto de levadura y extracto
de malta, aireacion controlando temperatura (30°C) y pH (4.5), condiciones que no se tomaron en
cuenta en este trabajo. Cori de Mendoza et al., (2006) reportan una produccién de biomasa de 4,6 g/L
en base seca (Kluyveromyces marxianus) a las 10 h de fermentacion usando suero lacteo
desproteinizado como medio de cultivo suplementado con fuentes de nitrégeno y vitaminas a pH 4,5;
32 a 35°C con agitacion y aireacion. Gualtieri et al., (2007) usaron un medio de cultivo a base de pulpa
de café hidrolizada (tamafo de particula < 2 mm) con una solucidon de &acido sulfarico al 2%,
enriquecida con urea, fosfato acido de potasio, extracto de malta, y melaza, obteniendo 10g/L de

biomasa a las 8 h de fermentacion con Saccharomyces cerevisiae y Candida utilis.
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CONCLUSIONES

Los azucares presentes en el mucilago de café son muy diversos por lo que se pueden aislar
diferentes microorganismos como son bacterias, levaduras y hongos que tienen una funcién en la
degradacion natural del mucilago.

El mucilago de café constituye un medio de cultivo adecuado para obtener biomasa o proteina
unicelular debido a su composiciéon quimica (glucosa, fructosa, celulosa, lipidos, proteinas, acidos
organicos y minerales) que podria usarse como suplemento en la alimentacién animal.

La adicion de urea no es necesaria para la produccién de la biomasa usando la levadura MMH4, ya
gue al aumentar la concentracién de esta disminuye la produccién de biomasa, mientras que para la

levadura LP12 los mejores resultados se obtuvieron en medios de cultivo con 1.0% de urea.

Recomendaciones

Comparando nuestros resultados de produccion de biomasa con lo reportado por otros autores, es
recomendable enriquecer el medio de cultivo de mucilago de café mas melaza con vitaminas, extracto
de malta, extracto de levadura y algunas sales asi como mantener un pH, aireacion, agitacion y

concentracion de fuente de carbono y nitrdgeno constante.
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Resumen

El objetivo de este estudio fue determinar la produccion de metano de tres tipos de pasta de canola
(PCs) usada en la industria de alimentos. La pasta de canola napus (PCN), juncea (PCJ) y prensada
en frio (PCPF), fueron usadas en este estudio. El gas producido por PCJ fue superior (P<0.05) que la
de PCPF y PCN a las 24 y 48 h de incubacién. El contenido de metano en la produccion total de gas
fue diferente entre PCs. La PCPF produjo menos metano que PCJ (p<0.05) y hubo una tendencia a
disminuir el metano contenido en PCPF que el de PCN (P = 0.08). Las concentraciones de los AGV
fueron mas altas para PCJ que para PCPF y PCN (P < 0.05). La PCPF tiene mayor produccion molar
de propionato (P < 0.05) a las 12, 24, y 48 h de incubacion. Como conclusién, la PCPF disminuye la
produccion de metano y mejora la produccién de acido propiénico.

Palabras clave: Pasta de canola, metano, acidos grasos volatiles in vitro.
Introduccién

La canola es la variedad de colza desarrollada en Canada, en 1979. Estas variedades de Brassica son
fuentes de colza obtenidas por modificacion genética tal como B. carinata, B. juncea y B. napus, estas
semillas son consideradas el mayor cultivo de oleaginosas, contiene aproximadamente 42 — 43 % de
aceite que es extraido para usarse como aceite vegetal comestible (Uppstrom 1995). La pasta de
canola residual es un subproducto de la extraccion de aceite es ampliamente utilizada como fuente de
proteina para el ganado e industrias de alimento (Bonnardeaux, 2007). El prensado en frio es otro tipo

de canola que se esta comenzando a obtener en la industria de la manufacturacion. Esta es obtenida
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de una combinacion de diferentes variedades de canola y el proceso involucra la baja produccion de
calor. La introduccion de calor en el proceso involucrado en la produccién de aceites por prensado frio
puede reducir el dafio la esencia del aceite, color asi como su importancia en la dieta. Esta es la razén
principal porque el aceite prensado en frio es generalmente superior comparando aceites producidos a
través de otros procesos, tal como aplicacion de calor. Por lo tanto, el prensado frio de la pasta de la
canola debe mejorar el valor nutritivo y posiblemente generar menos produccion de metano en los
rumiantes. El objetivo del presente estudio fue la evaluacién de los tres tipos de pasta de canola,

estudiando su composicién quimica en la produccion de gas y acidos grasos volatiles.
Materiales y métodos
Determinacion de la fermentacion ruminal de la canola por incubacién de lote de cultivo

Para la incubacion in vitro, fueron pesados 0.5 g MS en una bolsa con PCs sellada ANKOM®
(modeloF57). Cada bolsa fue colocada en una botella equipada con 60 mL de suero ambar con tapon
de goma. Cuatro corridas de incubacién fueron completadas en diferentes dias, de manera que cada
tipo de canola se llevé a cabo con cinco repeticiones en cada hora de muestreo (0, 4, 12, 24, 48 h). En
cada corrida de incubacion, fueron-incubados blancos para cada tratamiento para corregir los valores
de produccion de gas por gas liberado. El inoculo para la incubacién in vitro fue obtenida de dos vacas
canuladas ruminalmente con una alimentacion a una dieta en una relacion de 65:35
(forraje:concentrado), colado por 4 capas de gasa y centrifugada a 1000 x g por 10 minutos para
remover particulas de alimento. Los in6culos fueron preparados por mezcla de liquido ruminal y de un
amortiguador mineral con unas solucion con 0.05 % de sulfato de cisteina en una proporcién de 1:3. El
inoculo fue transferido a viales de (25 mL) precargados, precalentados a (39 °C) y con una corriente de
O, libre de gas N. los viales fueron sellados y colocados en una orbital cremallera de agitacion a 90

oscilaciones por minuto en un incubadora de 39°C.

La produccion neta de gas de cada frasco se midi6 a las 4, 12, 24 y 48 h de incubacion con un aparato
de desplazamiento de agua (Fedorak y Hrudey, 1983). Se toman muestras de gas del espacio superior
de cada vial previo a la medicion con una jeringa de 20 mL e inmediatamente transferido a 5.9 mL
evacuado a un Exteiner (Lab co Ltd, High Wycombe, Buckinghamshire, Reino Unido), la cual fue
analizada la concentracion de metano por cromatografia de gases (Holtshausen et al., 2009). El
metano (CH,) fue expresado como mg de CH,/g de MS incubada que desaparecio, y el gas neto total
producido como mL/g de MS incubada después de diferentes tiempos (4, 12, 24, y 48 h) de incubacién

de gas fue muestreado para CH, y el total de gas producido fue medido, los viales de fermentacién se
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abrieron. Submuestras de (1.5 mL) de cada vial fue colectado, acidificado con 300 uL de acido
metafosférico (0.25; w/v) y se centrifugd como se describe para el analisis de N amoniacal. El
sobrenadante fue congelado a —20 °C para medir la concentracion de AGV. A las 0 horas las
muestras también fueron analizadas para N amoniacal y produccion de AGV.

El gas total y contenido de metano fueron calculados por el método no lineal, de acuerdo al Sigma Plot
(Ver. 10.0.1, 2007). El desarrollo del modelo fue el procedimiento de @rskov y McDonald (1979) de la

siguiente forma:
P = a+b(1-e®

Donde P es el volumen de la produccion de gas después del tiempo t; ‘a’ es la intercepcion de la curva
de produccién de gas al tiempo cero; ‘b’ el potencial de la produccién de gas sobre el tiempo, ‘c’ el la

constante proporcion de gas producida ‘b’ a ‘t’ horas; y ‘t’ tiempo de incubacion.
Analisis estadisticos

La caracterizacion fisica y quimica de canola fue analizada por analisis de una via y los datos in vitro
se analizaron utilizando los valores medios de cuatro corridas in vitro se ejecuta para cada réplica y se
analizé6 como un disefio de blogques completos al azar utilizando el procedimiento PROC MIXED de
SAS Inc. (2007). Con tratamientos como efectos fijos. Las diferencias entre las medias se compararon
en cada punto de tiempo de incubacién. Las diferencias entre tratamientos se diferenciaron usando
LSMEANS con la opcion PDIFF. Las relaciones entre las variables se obtuvieron mediante la

realizacion de analisis de regresion.
Resultados y discusion

La produccién de gas y metano obtenido de las PCs incubadas en lotes de cultivo son presentados en
la Tabla 1. La produccion de gas de PCJ fue superior (P<0.05) que la de PCPFy PCN a las 24 y 48 h
de incubacién. El contenido de metano en la produccion total de gas fue diferente entre PCs. PCPF
produjo menos metano que PCJ (P<0.05) y hubo una tendencia a disminuir (P=0.08) el metano
contenido en PCPF vs PCJ y PCN, particularmente en el ultimo momento de la incubacion.
Significativamente, estos resultados exploran la posibilidad que PCPF puede ser usado como un ideal
ingrediente en dieta para rumiantes para reducir la emision de metano. Aunque la alta produccion de
metano esta asociada con la fermentacion de fibra y la grasa cruda de la mezcla total de la racion

tiende a disminuir la produccion total de metano (Getachew et al., 2005); tal vez esta es la razon
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porque PCPF tiende a producir menos metano en la fermentacion in vitro. Estimaciones de MSD, PG y
los parametros de la cinética de metano fueron significativamente diferentes (P<0.05) en PCJ vs.
PCPF y PCN.

Tabla 1. Produccién de gas y metano in vitro en tres tipos de pasta de canola incubados en liquido

ruminal amortiguado

Tipos de PCs

Presion Fria Juncea Nupus EEM
Produccién de gas (mL/g MS)
4h 25.78 h 28.89 22.49 h 4.10
12 h 56.11 f 50.37 f 37.399g 3.94
24 h 82.59 e 120.37 ¢ 96.27 d 3.94
48 h 132.62 b 163.41 a 125.24 be 3.75
Parametros cinéticos
a+b 102.63 b 102.39 a 75.25b 2.45
C 0.98 0.97 0-96

Metano (mL/g MS)

4 h 13.00 f 15.18 e 12.37f 0.74
12 h 13.00 f 15.18 e 12.37 f 0.74
24 h 23.40d 25.99 c 23.2d 0.74
48 h 27.17 bc 32,96 a 28.99 b 0.70
Parametros cinéticos

a+b 29.17 b 36.86 a 32.61b 0.55
C 0.93 0.95 0.95

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05)

EEM: Error estandar de la media.

Los acidos grasos volatiles in vitro son enlistados en la Tabla 2. La concentracion AGV totales fueron
mayores (P<0.05) para PCJ que para PCPF y PCN. Estos valores se esperaban porque PCJ contiene
mas carbohidratos (24.7 vs 12.9 y 15.6 %) que las otras dos pastas. PCPF produjo AGV con menor
proporcion molar de acetato (P<0.05), pero una mayor proporcion molar de propionato a las 12, 24 y
48 h de incubacion. PCJ tiene una proporcion molar similar de acetato y propionato a las 24 y 48 h
(P<0.05). Por otra parte, la proporcion de acetato:propionato fue mejor para PCPF que la de PCJ y
PCN alas 12, 24 y 48 h (P<=.05) de incubacion.
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Tabla 2. AGV de muestras de tipos de pasta de canola incubadas en liquido ruminal

Tipos PCs
Presion Fria Juncea Napus EEM

Acetato (mol/100mol)

4 h 61.83 ab 61.27 b 62.47 a 0.30
12 h 57.65d 58.99 ¢ 59.61c 0.30
24 h 55.58 fg 57.4d 57.61d 0.30
48 h 54.83 ¢ 56.46 e 55.93 0.30

Propionato (mol/100mol)

4h 20.49 fc 20.92 f 20.20 9 0.16
12 h 2459 c 22.83d 22.28 e 0.14
24 h 26.68 a 2423 c 24.26 c 0.15
48 h 26.05b 24.27 c 24.15¢c 0.14

Butirato (mol/100mol)

4h 11.55 bc 11.98 a 11.50 bc 0.14
12 h 10.71 ef 11,78 ab 10.93 de 0.12
24 h 9.88 i 11.17 cd 10.28 gh 0.13
48 h 9.671 10.52 fg 9.98 hi 0.12

Total VFA (mM)

4h 40.81¢ 40.48 ¢ 41.96 g 1.66
12 h 68.83 e 64.82 e 61.05f 1.54
24 h 94.22 c 92.74 c 85.45d 1.58
48 h 110.54 b 116.84 a 109 b 1.54

Acetato:Propionato

4 h 2.99b 2.93Db 3.09a 0.02
12 h 234 e 2.58d 2.67c 0.02
24 h 2.10f 237e 237e 0.02
48 h 2.12f 2.33e 23le 0.02

Tipos de interaccion de PCs y horas: Acetato, P<0.005; Propionato, P<0.0001.
E total de AGV, P <0.001, Acetato:Propionato, P<0.0001

Letras diferentes indican diferencias significativas (P<0.05). EEM: Error estdndar de la media.
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Conclusiones
Este estudio confirma que PCPF disminuye la produccién de metano.
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EN RUMIANTES

'Ramirez-Bribiesca J.E., 'Lira-Casas R., °Cruz-Monterrosa R.G., *DelRazo-Rodriguez O.E.,
“Hernandez-Diaz R., *Jimenez-Badillo R.

efrenrb@colpos.mx

'Programa de Ganaderia, Colegio de Postgraduados. “Dpto. de Ciencias de los Alimentos, Universidad
Auténoma Metropolitana, Lerma. ®aArea Academica de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Instituto de
Ciencias Agropecuaria Universidad Auténoma del Estado de Hidalgo. “Intituto Teenolégico del

Altiplano de Tlaxcala. °Centro Universitario UAEM Amecameca

Resumen

El objetivo de este estudio fue determinar el valor nutritivo de tres tipos de pasta de canola (PCs)
usadas en la alimentacion de rumiantes. La pasta de canola napus (PCJ), juncea (PCJ) y prensada en
frio (PCPF), fueron usadas en este estudio. El contenido de proteina de las PCs vari6é de 36.1 a 41.0%.
PCJ tuvo alto contenido de proteina 'y bajo contenido de FDN. El contenido de NIDA y NIDN vari6 de
1.03 a 2.27 % y 4.4 a 4.6 %, respectivamente. El contenido de lipidos de las muestras de pasta de
canola varié de 2.5 (PCN, PCJ) a 14 % (PCPF). PCJ y PCN tuvo mas de 60% de particulas menores a
1.0 mm. La PCJ fue menor en PC de intermedia degradacion (PB2: 21.4 %) y ligeramente con mayor
en PC de rapida degradacion (PB1: 22.23 %y 21.9 %, P<0.05). La PCPF también tuvo la proporcion
mas baja de la fraccion A (14.01 %). La desaparicion in vitro de MS de PCJ fue mas alta (P < 0.05) que
la de otros tipos de canola a las 4, 24 y 48 h. La PCPF tuvo el nivel mas bajo (P<0.05) de la
desaparicion después de las 48 h de incubacién. Como conclusién, la PCPF tiene una buena fuente de

proteina de sobrepaso para la alimentacioén de rumiantes.

Palabras clave: Pasta de canola, fracciones proteinicas, degradabilidad in vitro.

Introduccién

La canola es una variedad de la colza que fue desarrollada en Canada en 1979 (Bell, 1884). Estas
variedades de Brassica son fuentes de colza obtenidas por modificacién genética tal como B. carinata,
B. juncea y B, napus, estas semillas son las oleaginosas mas cultivadas y contienen aproximadamente

el 43 % de aceite que es extraido para usarse como aceite vegetal comestible (Uppstrom 1995). La
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pasta de canola residual es un subproducto de la extraccion de aceite es ampliamente utilizada como
fuente de proteina para el ganado e industrias de alimentos (Bonnardeaux, 2007). Especificamente, el
valor biologico de la proteina es esencial para la alimentacion de rumiantes y la proteina degradable en
rumen (PDR) proporciona nitrdgeno a los microorganismos por medio de la sintesis de proteina
microbiana, mientras la proteina no degradable en rumen (PND) y las secreciones enddgenas
proporcionan componentes de nitrégeno y aminodcidos del animal. La dindmica de la degradacién de
las fraccion proteinica C es no disponible. El objetivo del presente estudio fue evaluar el potencial de

tres tipos de pasta de canola en la composicién quimica y digestibilida in vitro.

Materiales y métodos

Caracteristicas fisicas y quimicas de la canola: La pasta de canola napus (PCN), juncea (PCJ) y
presionada en frio (PCPF) fue obtenida de la industria de manufacturera. El tamarno de particula se
determiné en 50 g de muestra duplicada (como base fresca). Se usaron tamices de 2,36 mm, 2,0 mm,
1,7 mm, 1,18 mm y 1,0 mm. La fibra detergente acida (FDA) y la fibra neutro detergente (FND) fueron
determinadas por el método de Van Soest et al. (1991). El nitrégeno total (N) fue medido por analisis
de combustion (Na 1500, Carlo Erba Instruments) El N insoluble acido detergente (NIAD) y N insoluble
detergente neutro (NIDN) fueron determinados de acuerdo a los procedimientos de Licitra et al. (1996).
Fermentacién ruminal de la canola por incubacion: La incubacion in vitro se realiz6 pesando 0.5 g MS
en una bolsa con PCs sellada ANKOM® (modeloF57). Cada bolsa fue colocada en un frasco de 60 mL
ambar con tapén de goma y se incubaron a 39 °C. Cuatro corridas de incubacién se relizaron en
diferentes dias, de manera que cada tipo de canola se llevé a cabo con cinco repeticiones en cada
hora de muestreo (0, 4, 12, 24, 48 h). El inoculo para la incubacion in vitro fue obtenida de dos vacas
canuladas ruminalmente con wuna alimentacion a una dieta en una relacion de 65:35
(forraje:concentrado), el fluido se filtr6 con 4 capas de gasa y se centrifug6 a 1000 x g por 10 min para
remover las particulas de alimento. Las bolsas ANKOM® con los residuos fueron removidos los viales
de las botellas, se enjuagaron con agua destilada, secados a 65 °C por 24 h a peso constante y

pesado para estimar la desaparicion de materia seca in vitro (DMSIV).
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Célculos: Las fracciones proteinicas fueron calculadas usando las siguientes ecuaciones:

PA (%MS) = NNP * 0.0001 SOL P* PC PB1 (% MS)=SOL P * PC *0.01 - PA

PC (% MS)= NIAD * PC * 0.01 PB3 (% MS)= (NIND - NIAD) * PC * 0.01

PB2 (% MS) = PC - PA-PB1 - PB3 - PC

La desaparicion de materia seca in vitro (DMSIV) a partir de la incubacion in vitro fue calculado con las
siguientes ecuaciones: DMSIV =1 - [(R - B)/S] Donde R son gramos de residuo del sustrato, B son
gramos de residuo del blanco y S es el peso seco del sustrato inicial.

Andlisis estadistico: La caracterizacion fisica y quimica de canola fue analizada por analisis de
varianza, los datos in vitro se analizaron utilizando los valores promedio de las cuatro corridas in vitro,
analizado como un disefio de blogues al azar, utilizando el procedimiento PROC MIXED:de SAS Inc.
(2007). Las diferencias entre las medias se compararon en cada punto de tiempo de incubacion,
usando LSMEANS con la opcién PDIFF.

Resultados y discusion

Caracterizacion fisica y quimica de la canola: El contenido de proteina de PCs (Tabla 1) varié de 36.1
a 41.0 %. Esta diferencia pudo haber sido por la propia variacion del contenido de proteina en la
semilla de canola al obtener la pasta. PCPF tuvo el contenido mas bajo de proteina (P<0.05) que otro
tipo de canola, pero esta tiene el mas alto contenido de aceite con la simultanea dilucion de otros
componentes. Similarmente, PCJ tuve el mas alto contenido de proteina y el menor contenido de FDN
(P<0.05). El contenido de FDN y FDA de PCJ fue menor que para PCPF y PCN. Bell (1993) report6
valores de FDN y FDA en unrango de 17.5y 21.5 % para pasta de canola. El contenido NIAD y NIND
vari6 de 1.03 a 2.27% y 4.4 a 4.6%, respectivamente. Esos valores fueron similares a NIAD y
considerable bajo el contenido de NDIN que la reportada en NRC (2001), quien encontré que el
contenido de NIAD y NIND fue 1.008 y 2.6% respectivamente. La cantidad de aceite residual en CMs

normalmente depende de la condicidén o técnica empleada durante la extraccion del aceite.
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Tabla 1. Composicion fisica y quimica de tres tipos de pasta de canola

Tipos de canola

Presién-frio Juncea Napus EEM P — valor
Humedad, 2.912 7.84b 4.72b 0.03 0.0001
Proteina (Nx 6.25) 36.12 40.97b 37.58c 0.31 0.0037
Lipidos 13.992 2.49b 3.66¢ 0.98 0.0001
Ceniza 8.042 8.46b 9.65¢c 0.05 0.0043
Carbohidratos 12.922 24.74b 15.632 0.83 0.0043
FDN 26.042 18.5b 28.76¢C 0.53 0.0018
FDA 20.012 10.24b 22.592 0.58 0.0013
NIAD 1.032 1.73b 2.27¢C 0.04 0.0002
NIND 4.552 4.62b 4.39c 0.01 0.0034

*Calculado por diferencia: 100- (humedad + proteina« lipidos + cenizas+ FDN). a-c Medias en la
misma columna con diferente letra difieren (P < 0.05). EEM: Error estandar de la media.

La proporcién de particulas de <2.36 mm oscil6 de 6.4 en PCJ a 9.3 para PCPF. Igualmente, PCPF
tuvo la mas alta proporcion de particulas entre 1.0 a 1.7 mm. En contraste, PCJ y PCN tuvo més del 60
% de particulas mas pequefas de 1.0 mm. Los datos demuestran que el proceso técnico y el proceso
de extraccion pueden estar asociados con la proporcién de particulas finas. Las sufracciones de
proteina (PA, PB2, PB3, PC) fueron diferentes entre los tipos de pasta de canola (Tabla 2). PCJ fue
bajo en PC (21.4 %) y ligeramente superior en PC rédpidamente degradable (PB1: 22.35 % vs. 21.9%,
P<0.05), asumiendo que la proteina es inmediatamente degradada en el rumen (Sniffen et al., 1992),
PCPF también tuvé la proporcién mas baja de la fraccién A (14.01 %) y PCN tuvo el mayor contenido
de NIAD (2.27 %) que los otros tipos de pasta de canola, estos datos son asociados a la fraccion de
proteina PC alta (5.5 %) (Kelzer et al., 2010).
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Tabla 2. Fracciones proteinicas de tipos de extraccion de pasta de canola

Tipos de canola

Presiéon Fria  Juncea Napus EEM P-valor

Fracciones proteinicas (CNCPS)

PA (% PC) 14.07 c 27.75 a 18.18 b 0.68 0.0017
PB (% PC) 79.85 a 61.76 c 68.12 b 0.65 0.0015
PB1 (% PC) 21.75a 21.842 20.882 0.68 0.6051
PB2 (% PC) 37.22a 22.47b 34.38 a 0.90 0.0028
PB3 (% PC) 20.88a 47.45b 12,86 c 0.25 0.0005
PC (% PC) 6.07 c 10.48 b 13.69 a 0.18 0.0002
Proteina verdadera PV (Porcentaje PC)

PA (% MS) 5.08 c 11.36 a 6.83 b 0.26 0.0010
PB1(% MS) 7.85b 8.93 a 7.84b 0.20 0.0515
PB2 (% MS) 13.43a 9.21b 1292 a 0.40 0.0096
PB3 (% MS) 7.53 a 7.14 a 4.83 a 0.14 0.0016
PC (% DM) 2.19c 429 b 5.14 a 0.06 0.0002
Proteina 36.10 c 40.96 a 37.58 b 0.31 0.0037

EEM: Error estandar de la media. Medias en la misma columna con letra diferentes, difieren (P < 0.05).

Tabla 3. La DMS in vitro, Produccion de gas y metano en tres tipos de pasta de canola incubados en

liquido ruminal amortiguado

Tipos de canola

Presién-Frio Juncea Nupus EEM
DMS
4h 20.58 h 23,44 g 21.73 gh 0.90
12 h 32.79f 32.88 f 31.36f 0.85
24 h 43.66 e 48.26 d 43.86 e 0.85
48 h 50.93 ¢ 62.16 a 55.06 b 0.81

Medias en la misma columna con letra diferentes, difieren (P < 0.05).
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Conclusion
La PCPF tiene una degradabilidad relativamente baja in vitro y por lo tanto es una buena fuente de
proteina de sobrepaso. Efectivamente la degradabilidad de MS de PCPF usada en el presente estudio

fue menor que las otras PCs.
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Resumen

Se determiné la digestibilidad in vitro de la materia_seca (DIVMS) y la cinética de crecimiento de
consorcios microbianos ruminales de ovinos, indirectamente, por la técnica de produccion de gas in
vitro, de Brachiaria brizantha (Bb), Panicum maximum (Pm) a 28 dias de rebrote y, Guazuma ulmifolia
(Gu) y Cratilia argentea (Ca) a 60 dias de rebrote, en un disefio de bloques completamente al azar con
seis repeticiones. A los sustratos se les realizé el analisis quimico proximal. Las variables de analisis
fueron; (DIVMS), produccién de gas (mL g™ MS) a los periodos de 0 a 6 (V0-6), 8 a 24 (V8-24y 32 a
52 h (V32-52) de incubacion y el volumen méaximo (Vm; mL g™), tasa (S; h™") y fase de retardo (L; h) de
produccion de gas, correspondiente a la cinética de crecimiento del consorcio ruminal total. Ca tuvo los
mayores (P<0.05) V0-6 y V8-24 y el contenido mayor de proteina (PC), hemicelulosa (HEM), El V32-52
mayor (P<0.05) lo presentd Bb, forraje que tiene el contenido menor de PC y LIG. Es factible que la
combinacion de Ca y Bb mejore el balance fermentativo y consecuentemente los consorcios

microbianos ruminales en sistemas silvopastoriles de produccién animal.

Introduccién

Un consorcio microbiano es un grupo de diferentes especies de microorganismos que actlan
conjuntamente como un sistema complejo donde todos se benefician de las actividades de los demas
de la comunidad. Los consorcios microbianos predominantes son sacaroliticos (capaces de degradar
diversos tipos de azlcares), amiloliticos (capaces de degradar almiddn), y fibroliticos (capaces de
degradar diversos tipos de fibra). Dentro de los sacaroliticos estan: Treponema bryantii y Lactobacillus
vitulinus (Forsberg et al, 1994). Orskov et al., (1995) indicé que una dieta baja en N y alta en

compuestos lignocelulésicos, limita severamente el crecimiento microbiano y la biomasa microbiana.
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La eficiencia en la sintesis de proteina microbiana es mayor en forrajes conteniendo saponinas y
taninos, que reducen la degradabilidad del N ruminal (Makkar et al.1993). Por otro lado, la produccion
y contenido nutrimental de forrajes y, particularmente, de gramineas en el trépico, esta fuertemente
afectada por la estacionalidad, lo que hace necesario desarrollar sistemas de manejo para aprovechar
otras alternativas forrajeras ademas de leguminosas arboreas y arbustivas, que pueden tener un gran
potencial tales como Cratilia argéntea (Ca) y el Guazima ulmifolia (Gu) cuya amplia distribuciéon en
Sudamérica y México hacen necesario generar informacion sobre su valor nutricional y caracteristicas
de fermentacién ruminal combinadas con gramineas de uso frecuente como Brahiaria brizantha (Bb) y

Panicum maximum (Pm).

Material y Métodos

Material vegetal: Brachiaria brizantha (Bb) y Panicum maximum (Pm) a 28 dias de rebrote, con
Cratilia argéntea (Ca) y el Guazima ulmifolia (Gu) a 60 dias de rebrote. Bb y Pm provenientes de
Cocula, Gro; el Ca de Hueytamalco, Pue y el Gu de Xochitepec, Morelos. Las muestras se
deshidrataron por liofilizacion y se molieron (1 mm). A las muestras de forrajes se les realizd el
Analisis Quimico Proximal (AOAC, 1990) y se les midié la concentracion de FDN y FDA (Van Soest,
1991).

Tratamientos: consistieron en las siguientes combinaciones de los forrajes o sustratos (Bb, Pm, Ca, y
Gu) Bb-Ca, Bb-Gu, Pm-Ca y Pm-Gu a proporciones de 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 y 100:0
respectivamente (4+12=16 tx)

Fuente de consorcios micrebianos. Los donadores de liquido ruminal (LR) fueron 2 ovinos machos,
raza Rambouillet, de dos afios de edad, con canula ruminal y con 14 h de ayuno y alimentados con
una dieta de 80% forraje ensilado con paja. El LR de cada animal se manejé por separado (criterio de
bloque), se filtré en 8 capas de gasa y se diluyd 1:9 con solucion mineral reducida (Menke y Steingass,
1988).

Determinacion del crecimiento microbiano: se usé la técnica de produccién de gas de Menke y
Steingass, (1988) como un método indirecto de crecimiento, cuantificando el gas como un producto de
su actividad metabdlica. Se usaron frascos color ambar de 125 mL a los que se les adicion6 0.5 g de
sustrato y 90 mL in6culo ruminal, y se cerraron herméticamente con tapones plasticos y aro de
aluminio (Theodorou et al, 1994). Los frascos se incubaron en bafio maria a 39°C y se midio la
produccion de gas a0, 1, 2, 3, 6, 8, 12, 18, 24, 32, 40, 52 y 72 h de incubacion. Con el programa NLIN
SAS y el modelo logistico de (Pell y Schofield, 1995) Vt =Vmax/(1+ e®*®b)) se obtuvieron los

parametros de la cinética de crecimiento: volumen maximo (Vm, mL g™), tasa (S, h™") y fase de retardo
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(L, h), de la produccion de gas: También se obtuvieron los volumenes de gas fraccionales acumulados
deOa6h(Va),8a24h(Vb)yde32a52h (Vc).

Andlisis: Los datos se analizaron en un disefio completamente al azar con seis repeticiones (frascos),
con el modelo GLM del SAS y la comparacion de medias con prueba de Tukey (P<0.05).

Resultados

El analisis proximal mostré que la PC vario de

e e B o Fm 8.8 a 26%, las cenizas de 9.5 a 11.8%, la FDN

N ‘ de 39.3 a 68.56%, la FDA de 24.61 a 37.56% y

- o Tl la lignina de 5.8 a 13.7% (Cuadro-1B). Aunque
i: s \\\ el Vm tuvo una alta correlacion con la DIVMS
é’, \——\;\}4 (R?=0.7462), es notorio que siendo la DIVMS
E de Ca mayor (P<0.05) que la de Bb y Pm,
2 A produce un Vm igual (P>0.05) al de éstos
g A f ultimos forrajes, lo cual puede ser explicado
Thempio inizbacién(h) ” ” por su mayor contenido de Lignina (Cuadro 1).

_____ B - pm s —.-Gy El crecimiento de consorcios especificos

300 (sacarolitico, amilolitico-pectinolitico y

fibrolitico) pueden estar representados por el

_g' 250
§ - volumen fraccional de gas produccién de 0 a 6
N h (VO-6), de 8 a 24 h (V8-24) y el de 32 a 52 h
B 150
E (V32-52) de incubacion (Figura 1A). En este
§ L sentido se observd que el consorcio
E =R sacarolitico (V0-6) desarrolla mas (P<0.05) en
&) “ 2
a 0 Cay Bb, y menos en Pmy Gu (Cuadro 1, linea
0 20 40 60 80
Tiempo de incubacién (h) S en la Figura). En todos los forrajes el

Figura 1. Produccion fraccional (A)y acumulada (B) de gas de fermentacion consorcio amilolitico (V8_24’ Flgura 1A’ linea

de Brachiarla brizantha (Bb) o Panicum maximum (Pm), Cratylia argentea (Ca) P .
y Guazuma ulmifolia (Gu), por consorcios de bacterias ruminales de ovinos. a) es mayor al sacarolitico e Igualmente es

Las letras mintsculas indican los tiempo de mayor crecimiento o fermentacion . -
sacarolitica (s), amilolitica (a) y fibrolitica (f) favorecido por Ca mas que Bb’ Pm y Gu. En
contraste Bb promueve mas (P<0.05) a los consorcios fibroliticos (V32-52) con respecto a Gu y Ca

(Figura 1A, linea f).

70



LAy obiobo
Il Congreso Internacional de Microbiologia Pecuaria acuaris %

IV Congreso Nacional y XIV Congreso Estudiantil de Microbiologia Pecuaria . J
24 y 25 de Octubre de 2013

Discusion

A pesar de que Gu tiene buena cantidad de PC, su MO es superior a Bb, Pm y Ca, y su contenido de
cenizas y FDN son los menores, mostré el menor Vm, la menor DMSIV, la mayor L y el menor
desarrollo de los consorcios sacarolitico y amilolitico, lo cual parece confirmar la afirmacion de Van
Soest (1994) en el sentido de que el principal factor limitante de la digestibilidad es LIG y que otros
componentes también pueden limitar su valor nutritivo clasificados por Aregheore (1999) en cuatro
grupos principales; en el primero se encuentran los taninos y saponinas, en el segundo los quelantes,
tercero antivitaminas y cuarto ocupado por otros téxicos como la mimosina y nitratos. Sin embargo
seria adecuado ahondar en el andlisis bromatolégico para determinar que otros componentes
antinutricionales contiene y ademas el efecto que tiene la dieta in situ ya que existe la posibilidad de

gue este valor de lignina incremente la cantidad de proteina de sobrepaso.

Cratilia argéntea fue el forraje que promovié el crecimiento mayor (P<0.05) de los consorcios
sacarolitico (V0-6) y amilolitico (V8-24), lo cual se atribuy6 a que éste forraje ofrece un alto contenido
de los dos principales nutrimentos para el crecimiento microbiano; proteina y hemicelulosa; no
obstante tener la mayor proporcion de FDN (P<0.05) y, por consiguiente el menor contenido celular.
Ademds Brachiaria brizantha favorecié el crecimiento mayor del consorcio fibrolitico (V32-52),
posiblemente debido a que el contenido de LIG en este forraje fue el mas bajo (P<0.05) lo que permite
una mayor disponibilidad de celulosa y hemicelulosa para las bacterias fibroliticas. Por consiguiente la
combinacion de estos dos forrajes puede mejorar el balance de nutrimentos digestibles para los tres

grupos de microorganismos (sacaroliticos, amiloliticos y fibroliticos) y favorecer la produccién animal.

Cuadro 1. Parametros de produccion de gas (Vm, S, L), digestibilidad in vitro materia seca (DIVMS), volimenes fraccionales de gas
(0a6,8a24y32ab2h)y contenido de nutrientes de Brachiaria Brizantha (Bb), Panicum maximum (Pm), Cratylia argentea (Ca) y
Guazima ulmifolia (Gu)

Sustrato Parametros DMSIV Volumen de gas para Contenido de nutrientes
Vm S L 0a6h 8a24h 32a52h PC CEN MO FDN FDA LIG CEL HCEU
mLg’ h-1 h % mlg! ————  —
Bb 257.8°%° 00239 26° 628 56.0°= 748 G4.9° 88 102 898 475 353 58 250 117
Pm 232.1°% 00254® 40°9 g29°  44.00%= 7404 sgpgte 103 118 882 414 376 61 281 3.1
Ca 2504°%° 00350° 2349 748° 597" g78% 2390 260 110 89.0 686 246 85 143 439
Gu 1365% 00266 73° 481" 142° 503" 335° 151 95 905 393 346 137 173 47

=bedetafyedias con literales distintas en la misma columna son diferentes (p<0.05)

Vm, Volumen maximo; S, tasa y; L, Fase de retardo de la produccién de gas de fermentacion

DMSIV- Digestibilidad de materia seca in vitro.

PC, proteina cruda; CEN, cenizas; MO, materia organica; FDN, fibra detergente neutro; FDA, fibra detergente acido; LIG, lignina;
CEL, celulosa; HCEL, hemicelulosa. Estas variables fueron determinadas en los forrajes puros, en las combinaciones se estimaron
de acuerdo a la proporcion de cada forraje.
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Conclusion

El estudio de los perfiles de produccion de gas por la fermentacién de forrajes permite determinar

como afectan el crecimiento de los consorcios microbianos sacaroliticos, amiloliticos y fibroliticos, y

manipularlos a fin de favorecer un crecimiento y fermentacion mas balanceada en beneficio de la

produccion animal, en este caso se sugiere la combinacion de Cratilia argéntea y Brachiaria brizantha.

No obstante es necesario estimar la mejor proporcién entre ellos.
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Resumen

En este estudio se evalu6 la capacidad del hongo termotolerante:Fomes sp. EUM1 para crecer en
cultivo superficial utilizando diferentes residuos lignocelulésicos. Se encontré que es capaz de crecer y
producir enzimas lignoceluloliticas en un intervalo de pH de 5.4 a 7.4. Se determind la produccién
enzimatica a los 7 dias de cultivo en cajas Petri. De los subproductos evaluados, el rastrojo de maiz
promovié la mayor produccion de celulasas y lacasas siendo de 18.3 y 0.9 Ul mL™, respectivamente.
La mayor produccion de xilanasas fue en la paja de cebada (26 Ul mL™), sin embargo, la produccion
de lacasas fue la mas baja (0.4 Ul mL™"), ademas present6 el menor diametro de crecimiento (P <
0.05). Con los resultados anteriores se muestra que los extractos enzimaticos obtenidos de Fomes sp.
EUM1 son una alternativa para su uso sobre residuos lignocelulésicos, enfocandose al tratamiento
previo de los forrajes para su inclusién a la dieta. El aporte de enzimas fibroliticas representa una
alternativa para su uso en la alimentacién animal, debido a que posiblemente aumente los sitios de

union a las fibras por parte de las bacterias ruminales.

Palabras clave: Fomes sp. EUM1, residuo lignoceluldsico, enzimas lignoceluloliticas.

Introduccion

En México, los sistemas de alimentacion para rumiantes estan basados en forrajes como las
gramineas, leguminosas y los esquilmos agricolas. Estos materiales presentan mas del 30% de fibra,
una proteina menor al 7% y su digestibilidad menor al 55%, pero tiene un potencial energético para la
alimentacion de rumiantes. Generalmente, son abundantes los materiales de desecho con potencial de
bioconversion que contienen una alta proporcion de lignocelulosa. Esta fuente renovable de materia
organica puede ser transformada en productos de interés industrial como biocombustibles, enzimas,

azucares simples, metabolitos secundarios y proteina celular (Howard et al., 2003). A través de la
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biotecnologia, se han desarrollado aditivos que aumentan la digestibilidad de los alimentos
lignoceluldsicos, como enzimas exodgenas fibroliticas, las cuales al agregarse pueden mejorar la
utilizacién de los polisacaridos de los forrajes (Pinos-Rodriguez et al., 2002; Beauchemin et al., 2003;
Colombatto et al., 2003).

Las enzimas lignoceluloliticas exdgenas comerciales son comunmente producidas por cultivo en medio
sélido y cultivo en medio liquido, utilizando hongos como Aspergillus oryzae, A. niger, Trichoderma
reesei y T. viride (Loera y Villasefior-Ortega, 2006). Dentro de los microorganismos que producen
enzimas lignoceluloliticas estan los hongos de podredumbre blanca. Estos hongos crecen sobre
sustratos lignocelulésicos debido a su capacidad de producir enzimas hidroliticas y oxidativas (Da Silva
et al.,, 2005), las cuales alteran los componentes de la pared celular, aumentando_lascalidad de los
sustratos lignocelulésicos en la alimentacién de los rumiantes (Pelaez-Acero et al., 2008).

Por lo tanto, en este trabajo se determiné el crecimiento y la produccién de enzimas lignoceluloliticas
(celulasas, xilanasas y lacasas) por el Basidiomiceto Fomes sp. EUM1 en cultivo superficial utilizando

diferentes subproductos agricolas.

Material y métodos

Se utilizé la cepa termotolerante Fomes sp. EUM1 que es capaz de crecer a temperaturas de hasta 40
°C en sustratos como el rastrojo de maiz y producir enzimas como xilanasas, celulasas y lacasas en
fermentacion en estado so6lido (Ordaz, 2008; Ordaz et al., 2012).

Cultivo superficial de Fomes sp EUML1. Se evalu6 en cultivo superficial en 5 residuos agricolas para
el crecimiento de Fomes sp..EUML1. Se utilizaron: rastrojo de maiz (RM); paja de trigo (PT); paja de
cebada (PC); tallo de alfalfa (TA); y rastrojo de leguminosa (RL). Los subproductos se secaron (60 °C
por 24 h), se tamizaron y molieron a tamafio de particula de 1 mm. Se pesaron 200 g L™ de cada
subproducto agricola, se agregé agua destilada y se mantuvo en agitacion a 70 °C durante 1 hora. Los
sustratos se combinaron con agar bacterioldgico (15 g L™), se esterilizaron a 121 °C por 25 min y se
vertieron en cajas Petri para ser inoculadas con un disco de agar (0.6 cm) de un cultivo de 7 dias.
Longitud de crecimiento y obtencion del extracto crudo enzimatico. Se midié la longitud promedio
de crecimiento micelar de la colonia (Vernier Caliper) después de 7 dias de cultivo (35 °C), usando
cinco repeticiones. El extracto crudo enzimético (ECE) de cada caja Petri se obtuvo haciendo cortes
longitudinales al agar invadido con micelio, se colocé en un vaso de precipitado, agregando 100 mL de
agua destilada. Esta preparacion se mantuvo en bafio de hielo con agitacibon magnética (1 h).
Posteriormente, el contenido de cada matraz se filtr6 y se centrifugé a 9,605 x g (10 min). El

sobrenadante recuperado se consider6 como ECE y se utiliz6 para medir las actividades enzimaticas.
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Celulasas y Xilanasas. Se midi6 a los 7 dias de cultivo y se utiliz6 el método descrito por Miller et al.
(1960). Se utilizd6 como sustrato una solucion de carboximetilcelulosa (Sigma-Aldrich) al 1%, disuelta
en amortiguador de citrato de sodio (50 mM, pH 5.0). Se realiz6 una curva estandar con una solucién
de glucosa 10 mM. Para las xilanasas se utiliz6 como sustrato una solucion de xilano de abedul
(Sigma-Aldrich) al 0.5 %, el cual fue disuelto en amortiguador de citrato de sodio (50 mM, pH 5.3). Se
realizé una curva estandar con solucién de xilosa (10 mM). Una unidad internacional (Ul) se define
como la cantidad de enzima necesaria para producir 1 umol de azucar reductor (D-xilosa) por minuto a
50 °C.

Lacasas. Se evalué midiendo la oxidacion del acido 2,2-azinobis-3-etilbencentiazolinasulfénico (ABTS)
a una concentracion de 0.1 M disuelto en amortiguador de citratos (50 mM, pH 5.0).Una unidad
internacional (Ul) se defini6 como la cantidad de enzima que produce 1lumol de sustrato oxidado por

minuto bajo las condiciones de reaccion (Bourbonnais et al., 1997).

Resultados y discusion

En diferentes procesos industriales se utiliza el cultivo superficial debido a que tiene la ventaja de ser
simple en su operacion, econémico y menos sensible a las variaciones ambientales; ademas, que
puede usarse como criterio ‘de ‘seleccion. Se observé que Fomes sp. EUM1 fue capaz de crecer y
producir enzimas lignoceluloliticas (celulasas, xilanasas y lacasas) en un rango amplio de pH (5.4 a
7.4), ademas de ser un microorganismo termotolerante (Ordaz et al., 2012) con caracteristicas
deseables para diferentes procesos biotecnoldgicos.

En el Cuadro 1 se muestra que el crecimiento del hongo en rastrojo de maiz, la paja de trigo, la paja de
cebada y el tallo de alfalfa fue similar (P > 0.05), solo el rastrojo de leguminosa presenté el menor valor
de longitud de crecimiento (4.74 cm), mostrando diferencia entre los sustratos evaluados (P < 0.05).
Esto pudo estar originado por el pH inicial en el cual se desarroll6 el cultivo (Cuadro 1) o bien por la
composicion quimica del rastrojo. A pesar de que no hubo diferencias significativas en la longitud final
del diametro de crecimiento, es posible que el uso de diferentes sustratos modifique la velocidad de
crecimiento. Por ejemplo, Ordaz (2008) reporta que la velocidad de crecimiento de Fomes sp. EUM1
fue 67% superior sobre rastrojo de maiz que sobre mezclas con paja de avena. Después de siete dias
de crecimiento se midi6é la actividad de celulasas, xilanasas y lacasas. Los resultados obtenidos
muestran que la mayor produccién de enzimas celuloliticas fue encontrada sobre rastrojo de maiz
(18.2 Ul mL™). La paja de cebada present6 la menor actividad celulolitica (P< 0.05), pero la longitud de
crecimiento miceliar entre ambos sustratos no cambid. Contrariamente a la actividad de celulasas, la

maxima actividad xilanolitica de Fomes sp. EUM1 (Cuadro 1) mostré que la paja de cebada alcanz6
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26.58 Ul mL™*, presentando diferencias significativas con los demas sustratos. Se observé que la

produccion de xilanasas en rastrojo de maiz fue 2 veces superior al rastrojo de leguminosa.

Cuadro 1. Actividad enzimatica de Fomes sp. EUM1 a los 7 dias de crecimiento cultivado

en caja Petri sobre diferentes pajas y rastrojos.

Diametro de la Actividad enzimatica Ul mL™
Subproducto | pH _ :

colonia (cm) Celulasas Xilanasas Lacasas
RM 72 |62 +096° |18.25 +1.81* (175 + 1.60° |09 + 0.1°
PT 54 |74 +0.18® |965 +2.38" 125 + 2.00° |1.1 +0.2°
PC 6.3 |55 +29® |33 +0.37°(266 + 332 |04 + 0.06°
TA 59 (73 +037* |92 +172°(10.1 + 0.92°¢ |0.4 + 0.08°
RL 74 |47 +077° |116 +0.75°|79 + 1.60° |05 +0.1°

abed) etras diferentes en el superindice de la mismas columnas indican diferencias estadisticas
(P < 0.05). RM: rastrojo de maiz; PT: paja de trigo; PC: paja de cebada; TA: tallo de alfalfa; RL:

rastrojo de leguminosa.

La mayor produccion de lacasas de Fomes sp. EUM1 se obtuvo con paja de trigo y el rastrojo de maiz,
con una nivel de actividad de 1.05 y 0.9 Ul mL™, respectivamente, mostrando diferencias con respecto
al resto de los sustratos evaluados. Por lo que, el uso de Fomes sp. EUM1 muestra versatilidad sobre

diferentes sustratos.

Conclusién
Estos resultados muestran que no hay una relaciéon entre la produccion de enzimas lignoceluloliticas
respecto al uso de algun sustrato y que también depende de la presencia de algin compuesto inductor

para lo cual se sugiere realizar el trabajo con sustratos que sean previamente ensilados.
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EXPRESION RECOMBINANTE DE LA PROTEINA DE LOS CUERPOS ESFERICOS 4 (SBP-4) DE
Babesia bigemina

Cruz-Reséndiz A.*, Aguilar-Tipacamu G., Cant6-Alarcon G. J., Mosqueda-Gualito J. J.

C. A. Salud Animal y Microbiologia Ambiental, Facultad de Ciencias Naturales. UAQ.
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Resumen

El objetivo del trabajo fue clonar y expresar de forma recombinante a SBP4 de Babesia bigemina. Se
realizé el disefio de los oligonucledtidos que amplifican el gen sbp4 en marco de lectura abierto (ORF)
con un total de 774pb, a partir de sangre infectada con.B. bigemina cepa Chiapas. Posteriormente, se
purific6 el DNA de Babesia bigemina de la cepa Chiapas. Se realiz6 la amplificacion por PCR del gen.
Una vez obtenido el fragmento, se procedid a la clonacion del amplicon en el vector de clonacion
pENTR™/D-TOPQ®, el cual se us6 para transformar células competentes Escherichia coli cepa One
Shot® TOP10. Posteriormente se purifico el DNA bacteriano de clonas seleccionadas usando un kit de
purificacion comercial y se incubd con las enzimas de restriccibn Not | y Asc | para verificar la
presencia del inserto, el cual se visualiz6 mediante electroforesis. De estas clonas se seleccionaron 2
positivas y se secuenciaronpara corroborar el marco de lectura. Posteriormente se procedio a realizar
la subclonacién del gen en un sistema pDEST™ 17 Vector, se transformé en bacterias E. coli cepa
BL21-AI™ One Shot® y se indujo la expresion de la proteina. La identificacion de la proteina se realizo
por Western Blot utilizando un anticuerpo anti-tag de histidinas en lisados de bacterias transformadas.
Se observé la presencia de una banda de aproximadamente 30 KDa confirmando la expresion de la
proteina. Con esta metodologia es posible obtener proteinas recombinantes que pueden ser evaluadas

como vacunas o0 métodos de diagnéstico contra la babesiosis bovina.

Palabras clave: gen, vector, anticuerpo.

Introduccién
La babesiosis es una enfermedad causada por protozoarios intraeritrociticos y presenta una amplia
gama de signos clinicos que son causantes de pérdidas econdémicas y de inversiones millonarias que

se emplean para el control de la enfermedad, dicha inversion se acerca a los 3 billones de doélares
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(Bock et al., 2004; USAHA, 2008; Schnittger et al., 2012). En México, la babesiosis bovina es causada
por Babesia bigemina y Babesia bovis, y es transmitida por garrapatas del género
Rhipicephalusmicroplus principalmente. Portodo esto, se han buscado métodos de control y en la
actualidad se trabaja con herramientasmoleculares, uno de estos métodos es la generacion de
proteinas recombinantes para su posterior evaluacion como candidatos vacunales. Es por eso que en
éste trabajo se generé de manera recombinante la proteinaSBP-4, ésta proteina se le atribuye una
funcion durante el desarrollo del protozoario en la fase intraeritrocitica (Alaa et al., 2011a, Alaa et al.,
2011b).

Material y métodos

A patrtir de sangre de bovino infectada con Babesia bigemina de la cepa Cintalapa, Chiapas, se realiz
un PCR utilizando oligonucleétidospreviamente disefiados, para la amplificacién del gen que codifica
para la proteina SBP-4 (774pb).Se realiz6 la electroforesis en gel de agarosa al 1% para observar la
amplificacién de la secuencia deseada. Posteriormente, se procedié ala clonacién, para lo cual, se
realizo la ligacion entre el vector pENTR/D-TOPO® y el producto de PCR. Con la reaccion de ligacién
realizada, se transformaron células competentes E. coli TOP10agregandoles aproximadamente 10ng
del producto de la ligacion. Las células competentes se plaquearon en cajas Petri, mismas que
contenian agar LB con Kanamicina [5071g/ml] y se dejaron en incubacién toda la noche a 37°C. Para el
analisis de transformantes, se seleccionaron 5 colonias y se cultivaron toda la noche en 5 ml de medio
LB conteniendo 5071g/ml de kanamicina.Después de obtener el crecimiento en el medio LB, se purificd
el DNAplasmidicocon el kit Wizard® plus sv minipreps DNApurification system. Con el DNA purificado,
de las 5 colonias se realiz6 la digestion enzimética, utilizando las enzimas NOT | y ASC | e incubando
1 hora a 37°C. Las colonias positivas a la restriccion enzimatica se secuenciaron y se realizo el
analisis informatico, para comprobar la conservacion de la secuencia y el marco de lectura.Después de
evaluar la secuencias, se realiz6 la subcloancién de una de ellas en el vector pDEST™ 17 y realizando
la trasformacién de las bacterias E. coliBL21-Al™.De igual forma se cultivaron las bacterias en agar LB
pero con ampicilina [10071g/ml] y de las colonias obtenidas, se tomaron 2. Estas colonias se indujeron
para la expresion de la proteina SBP-4; la induccion se logré con la adicion de |-arabinosa en el medio
LB con ampicilina [10071g/ml]. Se realizé laelectroforesis para proteinas en gel de bis-acrilamida 12% y
posteriormente,se empled el western blot para identificar la proteina por medio de un anticuerpo
primario anti-his tag de conejo [1:500] y un anticuerpo secundario anti-anticuerpo de conejo [1:1000]

conjugado con fosfatasa alcalina.
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Resultados y discusion

La colonia de las células BL21-AI™ la cual se seleccioné para la expresion de la proteina; se indujo
adicionando l-arabinosa (Lee, 1980; Lee et al., 1987)y se mantuvo a una temperatura de 37 °C durante
3 horas. Con estos resultados se logré expresar satisfactoriamente la proteina, esto se demostré
corriendo una electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida (Figura 1), en la que se incluyeron

dos controles, uno de ellos fue de bacterias con plasmido vacio, inducido y no inducido.

1 2 3 45 6 7
75 KD -— 1. Marcador de peso molecular
== ] P

= - — = } 2. Plasmido vacio no inducido

50 KD_)“ E z ‘ 3. Plasmido vacio inducido

37 KD : : = 4. Control expresion no inducido
—>{ - L = | 5. control expresion inducido

25 KD = :' - B | &1 6. Plasmido con SBP4 noinducido
g 5= d “ : =) 7. Plasmido con SBP4 inducido

Figura 1. Electroforesis de proteinas de expresién en bacterias inducidas y no

inducidas (tercer hora de induccion).
En este control se apreciaron las proteinas propias de la bacteria y se demostr6 la ausencia de la
proteina de interés (SBP-4, 31KDa.). Por otro lado, se afadi6 el control de expresion, éste es un
control que se incluye en el Kit comercial, que es un plasmido que incluye la proteina GUS ([1-
glucuronidasa) de un peso de 68.4KDa (Kertbunditet al., 1991), y que al ser inducida de igual forma
con |-arabinosa, se puede producir la expresion de esta proteina, y con este control se demostr6 que la
induccion de la expresion delas proteinas se realiz6 de manera correcta, al observar la banda del
tamafo esperado de la proteina del control. Finalmente, se observd en los carriles de la muestra de
interés (bacterias recombinantes con plasmido que incluyen SBP-4), que la colonia no inducidano
genera la proteina deseada, en tanto que la colonia inducida, expresa en mayor proporcion a SBP-4.
Una vez que en la electroforesis se mostraba de manera evidente la presencia de las proteinas
deseadas, es decir, la proteina control y la proteina de interés, se realiz6 la prueba inmunolégica
“Western blot” (Figura 2) con el objeto de identificar por medio de anticuerposque realmente las
proteinas expresadas eran las deseadas. Para este fin se utiliz6 un anticuerpo primario anti-his tag de
conejo. Posteriormente, al incubar con un segundo anticuerpo anti-anticuerpo de conejo conjugado con
fosfatasa alcalina, y haciendo el revelado con la solucion BCIP®/NBT, se demostro la presencia de
una banda de aproximadamente 30 kDa. Misma que coincide con el tamafio de SBP-4 y otra banda de

aproximadamente 68KDa. Que se relaciona al tamafio esperado del control GUS.
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1 2 3 4 5 6
75 KD
—
1. Plasmido vacio no inducido
2. Plasmido vacio inducido
50 KD 3. Plasmido con SBP4 no inducido
—> 4. Plasmido con SBP4 inducido
5. Control de expresién no inducido
37 KD 6. Control expresion inducido
—

Figura 2. Western blot. Anticuerpo primario anti his-tag de conejo, anticuerpo
secundario anti-anticuerpo de conejo conjugado con fosfatasa alcalina.

Sin embargo, en la columna de la proteina SBP-4 inducida, aparecieron bandas inespecificas, cuya
razon puede tener diversas causas, por ejemplo, bloqueo insuficiente, lavado inapropiado de la
membrana, contaminacion de reactivos (Advansta, 2011) entre otros. Por esta razéon se realiz
nuevamente la prueba de western blot (Figura 3), pero Unicamente con las colonias que contenian el
plasmido con el inserto de SBP-4, tanto no inducido como inducido. Esto con la finalidad de evitar
contaminaciones, e hibridaciones de los anticuerpos inespecificas. Y se demostr6 de manera clara la
expresion de la proteina SBP-4'sin la existencia de reacciones inespecificas, ni la presencia de

artefactos en la membrana.

1 2
50 KD_,|
1 Plasmido con SBP4
no inducido
37 KD 2 Pla_smldo con SBP4
— inducido

Figura 3. Western blot. Anticuerpo primario anti his-tag de
conejo, anticuerpo secundario anti-anticuerpo de conejo
conjugado con fosfatasa alcalina.
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Conclusion

La proteina de los cuerpos esféricos 4 se puede expresar de manera recombinante en un sistema
bacteriano, sin sufrir mutaciones en la secuencia de nucleétidos. La expresion de la proteina se lleva a
cabo correctamente a las 3 horas después de iniciar la induccion, esto quiere decir, que una induccién

de més tiempo podria reducir la expresion por falta de sustrato.

Financiadopor FOPER 2013 y PROMEP-REDES 2013.
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RESUMEN

La actividad microbiana y digestibilidad ruminal de la fibra dietaria es inhibida por niveles mayores de
6% grasa en la dieta. Se determiné el efecto de 0, 3, 6 y 9% de aceite de atun (AT) o linaza (AL)
protegidos con Ca(OH), en los parametros de produccion de gas: volumen maximo (Vm; mL g™,
tasa (S; h™) y tiempo de retardo (L; h), y la digestibilidad de la materia seca in vitro de Leucaena
leucocephala. Los tratamientos fueron: 0% (ATO y ALO), 3% (AT3 y AL3), 6 % (AT6 y AL6) y, 9% (AT9
y AL9). Se utilizé un disefio experimental completamente al azar y las medias de los tratamientos se
compararon usando la prueba de Tukey. En general los tratamientos que incluyeron aceite de atin
presentaron menor produccién de gas comparados con aceite de linaza (P>0.05), para las variables S,
L y DIVMS no se encontré diferencias significativas (p>0.05) lo que indica que el uso de aceites

protegidos no alteran la actividad microbiana.
Palabras clave: grasa, fibra, grasa protegida, actividad microbiana.

INTRODUCCION

Los cereales son el concentrado energético por excelencia para la produccion animal (Casals | Costa,
1992), sin embargo, la inclusion de grasa o aceite en la dieta de los rumiantes es apremiante en ciertos
periodos productivos tales como final de gestacion e inicio de lactancia. El uso de los aceites trae
consigo multiples beneficios, dentro de los cuales se encuentran la mejora en las caracteristicas fisicas
del alimento como reducir la polvosidad y separacion de las particulas en la dieta e incrementar su
palatabilidad y su aporte de acidos grasos esenciales, vitaminas liposolubles (Bauman et al., 2003), y

el constituir una fuente concentrada de energia.

La grasa o aceites tienen el inconveniente que a niveles de inclusion alto en la dieta de los rumiantes

tienen efectos negativos sobre la digestion de la fibra en el rumen, los cuales estan asociados con la

84



LAy obiobo
Il Congreso Internacional de Microbiologia Pecuaria acuaris %

IV Congreso Nacional y XIV Congreso Estudiantil de Microbiologia Pecuaria
24 y 25 de Octubre de 2013

inhibicion de la actividad fermentativa microbiana, (Jhonson y McClure, 1973; Devendra y Lewis,
1974), algunos investigadores como Brandt et al., (1992) y Zinn (1992), han observado un nivel 6ptimo
que va de 2% a 6%, por su parte Nigidi et al., (1990) sugiere utilizar 5%, motivo por el cual exceder los
niveles 6ptimos recomendados de aceite, trae como consecuencia un bajo aprovechamiento de los
nutrientes y depresion en consumo de alimento afectando asi la produccion animal, por tal motivo, el
objetivo del estudio fue evaluar el comportamiento de la fermentacion microbiana al adicionar aceite de

atun y linaza protegidos a la accién microbiana ruminal en cuatro niveles (0, 3, 6 y 9%).

MATERIAL Y METODOS

En frascos de vidrio color &mbar de 120 ml de capacidad se colocaron con flujo continue-de CO? 0.5 g
de muestra de leucaena leucocephala de 40 dias de rebrote, los 0.5 gramos de muestra y 90 mL de
in6culo ruminal. Los frascos se cerraron herméticamente y colocaron en bafio maria a 39 °C (Menke y
Steingas, 1988). Se determind la presién de gas en los.frascos a 0, 2, 4, 6, 8, 14, 18, 24, 30, 36, 42,
48, 60 y 72 horas de incubacién con un manémetro (0-1 kg cm-?). Los valores de presién de gas (kg
cm) fueron transformados a volumen de gas (ml g™ MS) usando un modelo de regresion lineal. Con
los datos de volumen se obtuvieron los parametros de la cinética de produccion de gas: volumen
maximo de gas (Vm; mL 'g) tasa de produccién de gas (S; h™) y tiempo lag (L; h), del modelo
logistico Va=Vm/ (1+exp(2-4*S*(T-L))), descrito por Schofield y Pell (1995), usando el paquete
estadistico SAS (2004).

El inoculo ruminal usado en esta prueba se obtuvo de la siguiente manera: se extrajo liquido ruminal
de tres borrego fistulado alimentados con una dieta alta en forraje, el liquido ruminal fue filtrado a
través de ocho capas de gasa y una parte de este fue diluido en nueve partes de una solucién mineral
reducida, conteniendo cada litro: K2HPO4 (0.45 g), KH2PO4 (0.45 g), (NH4)2S04 (0.45 g), NaCl (0.90
g), MgSO4 (0.18 g) y CaCl2. H202 (0.12 g). Al término del periodo de incubacién (72 h) se filtr6 el
residuo de cada frasco en papel filtro Watman y se sec6 a 60 °C durante 48 h para calcular la
digestibilidad de la MS. Los tratamientos fueron 0% de aciete de atun (AT) (T1), 3% AT (T2), 6% AT
(T3), 9% AT (T4), 0% de aceite de linaza (AL) (T5), 3% AL (T6), 6% AL (T7)y 9% AL (T8).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La produccion acumulada de gas por gramo de MS cambié por efecto del sustrato, tiempo y
tratamiento (P < 0.05; Cuadro 1). A diferentes proporciones de aceite; aceite de atun y linaza
protegidos, no hubo cambios significativos en el comportamiento de las medias de esta variable por
efecto de los tratamientos (P >0.05), a diferencia de lo que observo (Brandt, et al., 1992) y (Zinn,

1992), donde recomiendan un nivel que va de 2% a 6% de grasa protegida.

Con base a lo obtenido en la gréfica 1, la cinética de produccidn de gas con la inclusion de aceites
protegidos con Ca (OH), en la dieta animal, indica que durante la fase de retardo la linaza al 6%, 3% y
9% tuvieron mayor tasa de fermentacion que el aceite de atin al 3%,6% y 9%; estadisticamente son

no significativas (p<0.05).

La produccién de gas resulta de la fermentacién de los carbohidratos solubles y estructurales del
sustrato, mientras que la fermentacion de proteina y lipidos es escasa (Getachew et al., 1998). A
medida que avanzé el tiempo de incubacién el volumen de fermentacién, durante la fase de retardo (14
horas) tuvo un ascenso en la actividad fermentativa de azucares, oligosacaridos derivado de la tarea
de diferentes bacterias sacaroliticas y amiloliticas; la tasa de produccién de gas (48 horas) tuvo un
crecimiento de manera exponencial reflejando de la degradacion de compuestos de mediana
fermentacion, almidén por accién de bacterias pectinoliticas y/o amiloliticas; el volumen maximo de
fermentacion represento la cuspide de accion de bacterias celuliticas y/o hemiloliticas en compuestos

de lenta fermentacion (celulosa y hemicelulosa).
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Tabla 1: Parametros de la cinética y volumen fraccional de produccion de gas de

fermentacion y digestibilidad in vitro de dietas conteniendo aceite de atln o linaza

Tratamiento  Parametros de la cinética Volumen Fraccional
Aceite % % S L Va vb vC PIVMS
mL g™ h* h mLg® mLg* mLg* %
Atin 0 204.00* 0.030467% 1.114° 112.13* 79.31* 25.857* 15.635%
Atin 3 216.43* 0.025533* 1.143° 106.4* 93.78% 24.854% 14.127%
Atin 6 194.67° 0.0234* 2.843° 84.08% 88.58° 28.354* 14.268°
Atin 9 188.20* 0.024467* 2.702% 81.07% 88.5° 23.721* 13.619%
Linaza 0 257.33* 0.023633% 0.505° 120.51* 111.11°* 36.236° 15.518%
Linaza 3 236.13* 0.024333% 0.674° 114.22% 100.17% 31.747% 12.470%
Linaza 6 246.57* 0.024333% 2.646° 107.33* 113.29* 35.072* 13.323%
Linaza 9 202.47* 0.023467% 1.695° 90.79% © 89.94* 30.132° 13.049°

% medias con la letra superindice igual no son diferentes (p<=0.05)
v =volumen méaximo (mL g™)

s= tasa de produccion de gas (h™)

L= fase de retardo (h)

va =volumen acumulado a (mL g™*)

vb =volumen acumulado b (mL g™*)

vc =volumen acumulado ¢ (mL g™ )

DIVMS= digestibilidad de materia seca (%)
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Grafica 1: muestra la cinética de produccion de gas de
fermentacion de dieta para ovinos, conteniendo aceite de
linaza o de atun protegido con Ca (OH),
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Grafica 2: Perfil de produccién de gas de fermentacién de dietas para
ovinos conteniendo aceite de atun o linaza protegido con Ca (OH),.

CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos se concluye que con el aceite protegido se puede incluir
mayores niveles de grasa a la dieta hasta un 9%, sin tener un efecto negativo en la fermentacion; se
infiere que esto traera consecuencias positivas sobre la produccion animal, ya que se cumpliria con los
requerimiento de energia aun cuando el consumo de alimento del animal sea bajo por diversas
condiciones; asi como una mejora en la calidad de la carne en cuanto a marmoleo, contenido de aceite

esenciales.
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Es posible que la aplicacion a niveles superiores de aceites protegidos en la dieta reduzca la actividad

fermentadora y aprovechamiento de los nutrientes.
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PRODUCCION DE CELULASAS POR Trametes trogii EN RASTROJO DE MAIZ CON Y SIN
MAZORCA

Linares-Ramirez J. M.}, Luengas Barroso G.', Mejia Campos J.%, Carrillo Diaz M. 1.2, Tirado Gonzélez
D. N.?, Miranda-Romero L. A.?

'Departamento de Ensefianza, Investigacion y Servicio en Zootecnia. ?Posgrado en Produccién
Animal, Universidad Auténoma Chapingo. Edo. De México

miroslira@hotmail.com

Resumen

Las celulasas exdgenas producidas por hongos ligninoliticos, como Trametes trogii, constituyen una
alternativa para incrementar la energia digestible en dietas de rumiantes, pues permiten el mejor
aprovechamiento de la fibra. El objetivo de este estudio fue evaluar la produccion de celulasas del
hongo Trametes trogii en fermentacion sélida en medios de cultivo con extractos de salvado de trigo y
plantas de maiz, con mazorca y sin mazorca. Se cultivd Trametes trogii, en matraces con salvado de
trigo y plantas completas de maiz (CM) y plantas de maiz sin mazorca (SM). Se obtuvieron extractos
enzimaticos (EE) a los 0, 3,6,9, 12,15y 18 d y se observé la actividad enzimatica de las celulasas
(AEC). La AEC se defini6 como la cantidad de uM de azucares producida por mL de EE por min de
reaccion, cuantificadas por la reduccién de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico). No hubo diferencias entre
los promedios de AEC de EE de Trametes trogii cultivado en CM y SM. Sin embargo, para la
elaboracion de EE, es conveniente considerar que el pico mas alto de actividad se observa los
derivados de medios con plantas completas de maiz, a los 9 d (558.8 uM glucosa/mL/min), mientras
que en los extractos de plantas sin mazorca, es conveniente detener la fermentacion a los 3 d (548 uM

glucosa/mL/min).

Palabras clave: enzimas fibroliticas exégenas, Trametes trogii, variedades de maiz.

Introduccion

El rastrojo de maiz alcanza un produccion anual de 4.8 millones de toneladas en México (Longoria et
al., 2011). Su alta proporcion de paredes celulares (FDN) es la principal limitante para su uso en la
alimentacion de rumiantes. Algunos hongos de pudricion blanca son capaces de producir celulasas
(Endo-B-glucanasas, Exo-B-glucanasas o Celobiohidrolasas y [-glucosidasas) y xilanasas

(Arabinofurosidasa, Acetil xilan esterasas, Glucoronidasa, B— xilosidasas y Endo-B-xilanasas) que les
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permiten acceder y utilizar la celulosa y hemicelulosa como fuentes de energia para su adaptacion en
sustratos lignocelulésicos (Obodai et al., 2003).

Aunque los microorganismos anaerobios del rumen poseen enzimas celulasas, esterasas vy
proteinasas que trabajan sinérgeticamente para hidrolizar celulosa hasta azlcares solubles, la
suplementacién de enzimas exdgenas producidas por hongos, en las dietas de vacas lecheras y
ganado de engorda ha mostrado tener potencial significativo para mejorar la utilizacion de alimentos,
especialmente fibrosos, y con ello, el desempefio de los animales (Beauchemin et al., 2002). El
objetivo de este estudio fue evaluar la produccion de celulasas del hongo Trametes trogii en
fermentacion sélida en medios de cultivo con extractos de salvado de trigo y plantas de maiz, con

mazorca y sin mazorca.

Material y métodos

El presente experimento se realizdé en la Universidad Autonoma Chapingo, en el Departamento de
Investigacién y Ensefianza de Zootecnia. Las plantas de trigo y de maiz fueron proporcionadas por el
centro de investigacion INIFAP Chicoloapan, Estado de México. La cepa de hongo Trametes trogii se
cultivd en medios de agar papa dextrosa (PDA) y se incubé por 8 d a 30° C. Pasado ese tiempo se
inocularon cajas Petri con dos-medios: 1) salvado de trigo y planta de maiz completa; y 2) salvado de
trigo y planta de maiz sin mazorca (rastrojo). Ambos medios se hidrataron con una solucion de sales a
modo que contuviera el 80% de humedad. Se colocaron 3 g de cada uno de los sustratos en cajas de
Petri esterilizadas de 10 cm. Los medios en las cajas fueron esterilizados a 1.5 Atm por 30 min y se
inocularon con el Trametes trogii, los cultivos se mantuvieron a temperatura constante (30°C) por 18 d.
Se realizaron extractos enzimaticos a los 0, 3, 6, 9, 12, 15 y 18 de incubacién del cultivo. Los
materiales contenidos en las cajas Petri se vaciaron matraces Erlenmeyer, se les adiciond 90 ml de
agua destilada, se taparon con papel parafilm, y se colocaron en un recipiente que cubria 2/3 partes de
los matraces con hielo. Se coloc6 el recipiente en la base de un agitador orbital por 30 min a 120 RPM.
Posteriormente se filtrd el contenido y se depositaron 40 ml del liquido en tubos coénicos de 50 ml, los
cuales se pusieron en una centrifuga a 7000 RPM durante 12 minutos. Se colocaron en tubos de 2 ml,

4 muestras de 1.6 ml del sobrenadante y se congelaron a -20°C.

La actividad enzimatica se realizé utilizando carboximetilcelulosa como sustrato (al 1% en buffer de
citratos 50 mM, pH=5). En tubos de ensayo se pusieron a incubar 100 uL de buffer de citratos (50 mM,
pH=5) y 800 pL de sustrato en un bafio Maria a 50°C por 5 min, posteriormente se afiadieron 100 uL

del extracto enzimatico y se continud la incubacion por 12 min. Se midieron la cantidad de azUcares

91



Il Congreso Internacional de Microbiologia Pecuaria BFiric N
IV Congreso Nacional y XIV Congreso Estudiantil de Microbiologia Pecuaria

24 y 25 de Octubre de 2013

producidos por la actividad de celulasas mediante la reduccion del reactivo DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico), de acuerdo a la metodologia reportada por Miller et al. (1960). A cada tubo de ensayo,
se le afiadi6 1 ml de DNS y se dej6 hervir (100°C) por 5 min, inmediatamente después se detuvo la
reaccion colocando cada tubo en un bafio de agua con hielo. Se leyeron absorbancias de cada tubo en
un espectrofotébmetro UV-VIS (Lambda 35, Perkin Elmer) y se ajustaron contra la lectura de un blanco
con extracto enzimatico inactivado previamente por calentamiento (100°C por 10 min). La actividad
enzimatica de celulasas, se defini6 como la cantidad de UM de azlcares producida por mL de extracto

enzimatico por min de reaccién, cuantificadas por la reduccion de DNS (acido 3,5-dinitrosalicilico).

Resultados y Discusion

La mayor AE de celulasas se observd a los 9 d para los medios con extractos enzimaticos de
Trametes trogii cultivado en medios con plantas completas de maiz (CM; 769 uM glucosa/mL/min;
Figura 1). Los extractos de enzimas de medios SM.mostraron dos picos similares de actividad
enzimatica, a los 3 y 12 d (567 vs. 548 uM glucosa/mL/min). Sin embargo, no se observaron
diferencias entre los promedios a través de tiempo de muestreo, en la actividad de celulasas en los
extractos de Trametes trogii cultivado en medios de planta completa (CM) y planta sin mazorca (SM;
372 vs. 323 puM glucosa/mL/min).  Nuestros resultados no parecen sugerir alta variabilidad en el
potencial del hongo “Trametes troggi” a través de los sustratos evaluados. En el area agronémica, el
tratamiento directo de materiales fibrosos con hongos ligninoliticos ha mostrado resultados alentadores
(Labarere y Bois, 2001). Algunos trabajos han demostrado que la adicion de enzimas fibroliticas
exogenas en las raciones de rumiantes, pueden incrementar la digestibilidad in vitro, in situ e in vivo de

la materia seca y de la fibra detergente neutro en alimentos fibrosos (Colombatto et al., 2002).
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Conclusion

No hubo diferencias en el promedio de actividad de celulasas entre los extractos enzimaticos de
Trametes trogii cultivado en medios de planta de maiz con y sin mazorca, sin embargo, para la
elaboracion de EE en estas condiciones, es conveniente considerar que el pico méas alto de actividad
se observa los derivados de medios con plantas completas de maiz, a los 9 d, mientras que en los

extractos de plantas sin mazorca, es conveniente detener la fermentaciéon a los 3 d.
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PRODUCCION DE GAS IN VITRO COMO METODO RAPIDO PARA DETERMINAR LA CIBETICA
DE FERMENTACION RUMINAL DE FORRAJES EN CAMPO
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Resumen

El desempefio productivo de los rumiantes esté en funcion de la calidad del forraje que consumen lo
cual se refleja principalmente en bajo consumo voluntario y baja digestibilidad. La problemética que
existe en campo es que no se tienen los medios suficientes para poder determinar la calidad de los
alimentos a corto tiempo. Por lo tanto, fermentacién in vitro de forrajes como técnica rapida en campo
es de gran importancia. Se realiz6é un experimento de digestibilidad in vitro utilizando como forraje maiz
(Zea mays), alfalfa (Medicago. sativa) y orchard (Dactylis glomerata), sobre la produccion de gas y
digestibilidad de la materia seca; como técnica rapida en campo. Se obtuvieron valores de
digestibilidad para el maiz, alfalfa, y orchard estadisticamente iguales (P>0.05), sin embargo se
encontré que la produccion de gas es significativamente diferente (P<0.05), ademas de que la
digestibilidad no es equivalente a la produccion de gas dado que esto varia dependiendo de la
composicion del forraje utilizado. Dentro de algunos de los factores que afectan la produccién de gas
se encuentra el tipo de sustrato y de inoculo, la especie animal donadora del inéculo, su alimentacién y
el pH del medio. Se concluye que los beneficios de la técnica de produccion de gases, esta dado por el

bienestar animal y costo, por lo tanto es recomendable para su aplicacion en campo.

Palabras clave: digestibilidad, produccién de gas, rumiantes.

Introduccion

La produccién de leche y el crecimiento de los rumiantes son limitados por la calidad de los alimentos.
Los nuevos programas de evaluacion de raciones (NRC, 2001; Fox et al 1992; Sniffen et al., 1992;
Russel et al., 1992) requieren informacién detallada de la cinética de digestion de las diferentes
fracciones del alimento, lo que hace necesario refinar los métodos para obtener la informacion

solicitada. Expresiones cuantitativas de la cinética de digestion son necesarias para estimar de una
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forma mas precisa la cantidad de nutrientes digeridos desde los alimentos y las propiedades
intrinsecas de estos que limitan su disponibilidad para los rumiantes (Lépez et al., 1998). En la
actualidad la determinacion de digestibilidad por el método in vitro es considerado como simulador de
un rumen artificial que es utilizado con tres objetivos: 1) predecir la digestibilidad de los alimentos
(Hungate, 1966), 2) comprender los procesos metabdlicos y de digestion del rumiante (Barrio et al.,
1986) y 3) el estudio de los efectos asociativos (Riquelme, 1984); aunque en estos estudios de
incubacion in vitro se altera la poblacién microbial, la produccion acidos grasos volatiles el pH y otras
caracteristicas, ocasionadas por el tipo de alimento que se incuba (Chalupa, 1977). Este experimento
tiene como objetivo terminar la digestibilidad in vitro de forrajes como una técnica microbioldgica rapida

en campo.

Materiales y métodos

Se realizé un experimento de digestibilidad in vitro utilizando como sustrato de tres diferentes forrajes:
orchard (Dactylis glomerata), alfalfa (Medicago sativa) y maiz (Zea mays). Las muestras se obtuvieron
de la unidad de produccion de leche en pastores de la Universidad Autbnoma Chapingo. El seca de las
muestras se realizo una deshidratadora de alimentos casera marca oster modelo numero
FPSTFDO0101 durante un periodo,de. 12 hrs. Una vez seco se molieron en un molino eléctrico de café
(casero) marca oster, después de esto se tamizaron con la ayuda de una coladera. Se utilizo 0.5 g de
cada muestra colocandolas en frascos de 125 ml color ambar. A cada frasco se le aplico 81 ml de
Solucion Mineral Reductora, rapidamente se taparon con un tapon de goma y sellados con aros
metélicos. Se utilizo un disefio completamente al azar con tres tratamientos y tres repeticiones cada
uno, haciendo un total de nueve unidades experimentales, mas dos blancos. A cada frasco se inoculo
con 9 ml de inoculo ruminal. El liquido se extrajo de dos borregos fistulados, el cual se procedié a filtrar
con una tela de gasa doblada ocho veces. Se colocaron los frascos en un bafio Maria durante 72 hrs a
39 °C, y se tomaron mediciones de presion con un manémetro (0, 2, 4,6,10, 14, 18, 24, 30, 36, 42,
48,60, 72 hrs). Al término de las mediciones, las muestras se filtraron con ayuda de una bomba de
vacio. Una vez filtradas las muestras se metieron a una estufa a 60°C durante 48 hrs para secarlas y
obtener el peso seco. Los datos se procesaron en hoja de célculo electrénica del programa Excel 4.0.
La comparacion de medias se realizaron mediante la prueba de rango mdltiple de Tukey (P<0.1). Todo

lo anterior se realizo con el paquete estadistico SAS (2009).
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Resultados y discusion

Cuadro 1: Volumenes de gas, fases lac y exponencial, y digestibilidad in vitro de la Materia seca

Fa Fb Fc S L DIMS
Sustrato 1 .
-- ml g* MS--- - h h %
Orchard  249.37° 102.56° 112.687% 352 0.017° -6.074° 64.763%
Alfalfa 264.37*  154.32° 107.787% 18.19° 0.033% -2.8942 69.413?2
Maiz 322.37° 198.322 122.647% 35.74° 0.033% -3.57% 66.643%

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes (a=0.05);

V=volumen de gas maximo, Fa= volumen de gas acumulado de 0-14 h, Fb=Volumen de gas
acumulado de 18-48 h, Fc =volumen de gas acumulado de 60-72 h, S=fase lac o de retardo, L=fase
exponencial del crecimiento microbioldgico, DIMS= Digestibilidad in vitro de la Materia Seca.

La producciéon de gas acumulado por gramo de MS tubo un cambio por efecto del sustrato utilizado en
la fermentacién, (P<0.05; Cuadro 1). También, se observo que la produccion de gas aculado Fa hubo
una diferencia significativa por efecto de sustrato (P<0.01) es probablemente a que el Maiz contiene
una mayor cantidad de carbohidratos solubles (Shimada, 1983). En cuanto a Fb no se encontré un
cambio en la cantidad de gas producido por efecto de sustrato (P>0.05) siendo que los tres tienen al
parecer la misma cantidad de almidones y hemicelulosa; en Fc la alfalfa es la que muestra la diferencia
en la produccion de gas acumulado, puesto que era alfalfa tierna (prefloracion) contiene notablemente
una menor cantidad de celulosa y hemicelulasa de pared celular. Para la DIMS no se encontraron
cambios significativos por efecto de sustrato (P>0.05) que comparados con Blas 2010, estos

resultados concuerdan, demostrando que puede ser factible su utilizacion en campo.

Se encontré que la produccién acumulada de gas para cada tipo de sustrato es diferente (Figura 1),
siendo que el maiz tiene la mayor cantidad de gas producido y que el Orchard es el que menos tiene,
pero al momento de relacionar la cantidad de gas con la digestibilidad in vitro de la materia seca donde
se obtuvieron valores muy similares y estadisticamente iguales, podemos concluir que, al menos para
este experimento, la digestibilidad no es equivalente a la cantidad de gas producido. Para la
produccion fraccionada de gas (Figura 2), asociada a los tipos de microorganismos que utilizan cierto
tipo de componente del sustrato para su alimentacién, se observo en Fa que en orchard se degrado o

utilizo casi todos sus carbohidratos, el maiz fue el que mayor cantidad de gas produjo puesto a la
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cantidad de carbohidratos solubles es muy alta, favorece el crecimiento de microorganismos capaces
de utilizar carbohidratos simples, en Fb se no se observo un cambio en la cantidad de gas acumulado,
pero al observar el tiempo y la cantidad de gas fraccionado se encontr6é que el maiz tiene un descenso
practicamente constante, en orchard los microorganismos tardaron mas para empezar a aprovechar
completamente los almidones y la alfalfa los degrado muy rapido, por dltimo en Fc se encontré una

diferencia notable en la alfalfa que casi no tubo celulosa y hemicelula aprovechable.

; 1
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Figural. Produccién acumulada de 'gas (mL g MS) de | Figura 2: Produccidn fraccional de Gas de tres forrajes
fermentacion de tres forrajes, ajustada con modelo
Vol=v/(1+exp(2-4*s*(T-L)))

Conclusion

Con los resultados obtenidos se puede concluir, que el forraje con mayor digestibilidad fue la alfalfa,
pero no tuvo la mayor cantidad de gas producido esto debido a la composicién en sus estructuras,
comparandola con el maiz que produjo la mayor cantidad de gas por el alto contenido de
carbohidratos; se tiene que este experimento es funcional en campo siempre y cuando se tengan
todas las herramientas, expuestas en la metodologia, ya que los resultados obtenidos son muy
semejantes a los ya obtenidos en otros experimentos realizados en laboratorio.

97




LAy obiobo
Il Congreso Internacional de Microbiologia Pecuaria acuaris %

IV Congreso Nacional y XIV Congreso Estudiantil de Microbiologia Pecuaria
24 y 25 de Octubre de 2013

Literatura citada

Barrio, J. R., Guestsch, A.L. and Owens F.N. 1986. Effect of dietary concentrate on in situ dry matter
and nitrogen disappearance of a variety of feedstuffs. J. Dairy Sci. 69:420-430.

C. de Blas, Mateos G. G. y Garcia-Rebollar P. Tablas FEDNA de composicion y valor nutritivo de
alimentos para la fabricacion de piensos compuestos. Disponible:
http://www.fundacionfedna.org/tablas-fedna-composicion-alimentos-valor-nutritivo. Consultado
el 1 oct, 2013.

Chalupa, W. F. 1977. Manipulating rumen fermentation. J, Anim. Sci. 45:585-599.

Hungate, R. E. 1966. The rumen and its microbes. Academic Press. New York. SN.

Lépez S, Carro M D, Gonzalez J S and Ovejero F J 1998 Comparison of different in vitro and in situ
methods to estimate the extent and rate of degradation of hays in the rumen. Animal Feed
Science and Technology. 73: 99-113.

Riquelme, V. E. 1984. Suplementacion y efectos asociativos en dietas basadas en subproductos
agricolas. Seminario Utilizacion de Subproductos Agroindustriales en la Alimentacion de
Rumiantes. Centro de Ganaderia, C.P. Chapingo, México.

Shimada A. S. 1983. Fundamentos de nutricibn animal comparativa. Sistema de Educaciéon Continua
en Produccion Animal en Mexico. 373 p.

Sniffen, C. J., O"Connor J D, Van Soest P. J., Fox D. G. and Russell J. B. 1992. A net carbohydrate
and protein system for evaluating cattle diets: Il Carbohydrate and protein availability. Journal of
Animal Science. 70: 3562 - 3577.

98



LAy obiobo
Il Congreso Internacional de Microbiologia Pecuaria acuaris %

IV Congreso Nacional y XIV Congreso Estudiantil de Microbiologia Pecuaria
24 y 25 de Octubre de 2013

EFECTO DE LA TEMPERATURA Y TIPO DE SUSTRATO EN LA CONCENTRACION DE LA
ACTIVIDAD CELULOLITICA DE UN EXTRACTO DE CULTIVO DE Trametes trogii

Cruz-Caamafio Y*. Epitacio-Fernandez K*. Juarez-Luna M. I*, Carrillo-Diaz .M. I.?,
Miranda-Romero. L. A®

'Departamento de Ensefianza, Investigacion y Servicio de Zootecnia, Posgrado en Produccion
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Resumen

La celulosa es el principal componente de la membrana celular de los forrajes, esta constituida por
moléculas de D-glucosa unidas por los enlaces R-1,4 glucosidicos generalmente resistente a la
fermentacion, teniendo en cuenta su estructura, pueden usarse como sustratos para el cultivo de
hongos filamentosos capaces de producir enzimas extracelulares con actividades celulasas. Se realizé
un experimento para evaluar el efecto de la concentracion de un extracto crudo enzimético (ECE) a
diferentes temperaturas en la actividad enzimatica de celulasas. Se utilizaron como sustratos rastrojo
de maiz con y sin mazorca enriquecidos con 20% de salvado de trigo para cultivar al hongo Trametes
trogii por fermentacién en estado solido. Los extractos obtenidos se sometieron a un proceso de
concentracion a temperatura ambiente (22°C) y a 30°C. La concentracion de celulasas a temperatura
ambiente con el tratamiento de rastrojo con maiz fue la mayor (p>0.05) con 94% mas que la obtenida
sin concentrar. El proceso de concentracién de enzimas permite un aumento en la actividad enzimética
de celulasas y este proceso puede ser utilizado para mejorar la hidrolisis de los materiales

lignocelulésicos.

Introduccion

La estructura morfologica del tejidos de los forrajes puede ser uno los principales factores que limitan
el consumo, la digestibilidad y la energia disponible en los rumiantes. Estos cubren la mayor parte de
sus requerimientos energéticos a través de la fermentacién de las paredes celulares realizadas por
microorganismos ruminales. La celulosa es el principal componente de la membrana celular de la
mayor parte de las plantas, esta constituida por moléculas de D-glucosa unidas por los enlaces 3-1,4
glucosidicos y es el mas abundante en la biosfera. Las celulasas son enzimas hidroliticas que
participan en el rompimiento de los enlaces glicosidicos 3-1,4 presentes en los polisacaridos de la

celulosa. Bacterias y hongos pueden producir enzimas celulasas para la hidrolisis de material
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lignoceluldsico. Por ello se ha propuesto la utilizacion de enzimas fibroliticas exdgenas (EFE) como
xilanasas, celulasas, enterasas y lacasas de origen fungico o bacteriano (Bhat Hazlewod, 2001,
Beauchemin et al., 2011; Niamke y Sun, 2004; Adesogan et al., 2007; Marquez- Araque et al., 2007,
Graminha et al., 2008) para incrementar la hidrolisis de las paredes celulares principalmente de los
forrajes. Los hongos de los géneros Pleurotus y Trametes tienen habilidad para degradar fibra, ya que
producen diferentes complejos enzimaticos lignoceluloliticos (Levin y Forchiassin, 1997), el tipo y
actividad de las enzimas producidas puede variar dependiendo del microorganismo y de la cepa, del
sustrato de crecimiento y de las condiciones de cultivo, asi como del tiempo empleado para la
producciéon de las enzimas. La fermentacion en estado solido se ha utilizado para el enriquecimiento
proteico de residuos lignoceluldsicos y ha sido foco de atencion por su aplicabilidad. directa del
producto fermentado con fines alimenticios para rumiantes. El rastrojo de maiz tiene un bajo contenido
de proteinas y el crecimiento de hongos puede incrementar alrededor del 10 al 15% su digestibilidad
(Shojaosadati et al., 1999, lluyemi et al., 2006) Este estudio indica que los extractos enzimaticos del
hongo Trametes troggi se pueden utilizar para desarrollar nuevos métodos para superar la baja
digestibilidad de las paredes celulares de las plantas. La utilizacion de diferentes sustratos para
producir extractos de enzimas puede conducir a la produccion de complejos ligninoliticos viables que
podrian mejorar el valor nutritivo-de-los alimentos fibrosos. La cepa Trametes trogii podra ser una
alternativa para obtener extractos enzimaticos con el fin de ser utilizados como fuentes de enzimas
fibroliticas exdégenas para su uso en la alimentacion de rumiantes, planteando el objetivo en el
presente trabajo, se analizdé la actividad de enzimas celulasas, caracterizado en un medio de
fermentacion soélida, utilizando rastrojo de maiz enriquecido con salvado de trigo como sustrato en dos
tratamientos, con maiz y sin maiz, para posteriormente realizar el comparativo con los extractos

concentrados para asi saber cual de ellos promueve la produccion mayor cantidad de celulasas.

Materiales y Métodos

Cultivo del hongo: Se utiliz6 el hongo Trametes trogii (donado por la Universidad Auténoma de
Aguascalientes). Este hongo se cultivd en PDA, para propiciar su crecimiento durante 7 dias. Se
utilizaron dos tratamientos: rastrojo de maiz con grano, y rastrojo de maiz sin grano, a cada uno de los
sustratos se les afiadié 20% salvado de trigo como aditivo y se ajustaron al 80% de humedad. Se
pesaron 10 g de sustrato en cajas Petri y posteriormente se inocularon 4 discos de 1 cm de diametro y
luego se incubaron en una estufa a 30°C. Al tener dos tratamientos se realizaron tres repeticiones en 7
tiempos (0, 3, 6, 9, 12, 15,18 dias).Obtencion del extracto enzimatico: La extraccion enzimética se

realizd6 cada 3 dias, siguiendo el proceso de obtencion de extracto acuoso de hongos fibroliticos,
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tomando 1.6 mL de esta muestra se colocaron en micro tubos de 2 ml. Y se realizaron cuatro sub
repeticiones para cada tratamiento.Medicion enzimatica: Para la medicién enzimatica se tomaron 800
pL del extracto obtenido y se agregaron 100 pL de buffer con un pH de 5, 100 pL de extracto
enzimético y se incubo por 20 minutos a 50°C, posteriormente se agrego el reactivo DNS y se hirvieron
las muestras durante 5 minutos, después las muestras se colocaron en un bafio de agua con hielo y se
leyeron en el espectrofotdmetro UV-VIS LAMBDA 35 PERKIN ELMER a una longitud de onda de 595
nanometros. Concentracion enzimatica: Los extractos enzimaticos se concentraron en el aparato
Vacufuge plus de la marca Eppendorf a temperatura ambiente (22° C) y a 30 ° C durante 2 horas 30
minutos, se tomaron 100 pL de extracto enzimatico concentrado y se realizé la medicién de actividad
enzimatica.El disefio que se utilizé fue un completamente al azar con arreglo factorial 2x3x7. Los datos

se analizaron con el procedimiento GLM de SAS 9.

Resultados y Discusion

Los sustratos analizados en este estudio fueron'diferentes entre si (p<0.05), siendo el mejor
tratamiento el rastrojo con maiz. Hubo diferencias significativas entre las temperaturas de la
concentracion, ya que la temperatura ambiente (22°C) permiti6 una mayor actividad enzimatica
(p<0.05). No se presento interaccion entre los sustratos y los tratamientos de concentracion del
extracto enzimatico. Comparando los resultados en lo que se refiere a condiciones, podemos observar
gue la concentracion a temperatura ambiente, es 94% mayor que lo obtenido sin concentrar y 84%
mayor gue la concentracion obtenida a 30°C como lo indica la figura 1.
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Concentracion de celulasas a
diferentes temperaturas

1.6
y SC: extracto de celulasas sin
' concentrar.
1.2
30°C: Concentrado enzimatico de
1 °
celulasas a 30°C.
CELULASAS
mr\n'lglme,/minO'8
TA: Concentrado enzimdtico a
0.6 temperatura ambiente.
0.4
0.2
0
SC 30°C TA
BCM | 0.76866667 1.41933333 1.49797767
ESM 0.349 0.563 1.25075567

Figura 1. Concentracion de celulasas a diferentes temperaturas.

Estudios relacionados caon la concentracion de celulasas para la produccion de biocombustibles,
indican que un incremento en la concentracion de celulasas resulta en un incremento en la tasa de

produccion de etanol, probablemente por la cantidad de celulasas presentes (Stengberg et al., 1999).

CONCLUSION
La actividad celulolitica de extractos de Trametes trogii es incrementada por concentracion, pero esta
es dependiente del tipo de sustrato y la temperatura de concentracion. En este experimento fue mayor

con rastrojo sin mazorca y a temperatura ambiental de concentracion.
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EFECTO DE MELAZA E INOCULANTE DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS EN LAS
CARACTERISTICAS DE ENSILADOS DE MARALFALFA (Pennisetum sp)

De Lira Candelas A. L.*, Diaz Villegas L.}, Galvan Manuel D.!, Hernandez Hernandez F.?, Miranda
Romero, L. A%,

'Departamento de Zootecnia, Posgrado en Produccién Animal, Universidad Auténoma Chapingo

dlira-zoo@gmail.com

Resumen

En determiné la densidad (kg m™®), pH, materia seca (%MS), bacteérias acido lacticas (BAL), y acido
lactico (AL) en ensilados de maralfalfa (Pennisetum sp). Los tratamientos fueron: 70% maralfalfa-30%
maiz seco-0.1% inoculante (T1), 77.5% maralfalfa-17.5% maiz seco-5% melaza (T2) y 75% maralfalfa-
15% maiz seco-10% melaza (T3). El disefio fue completamente al azar con tres repeticones y ee midié
densidad (kg m®), pH, materia seca (%), baterias acido lacticas (Log:;o NMP), &cido lactico (%), asi
como las -caracteristicas jorganolépticas (color, olor, textura, humedad). Se analiz6 con el
procedimiento ANOVA (P < 0.05) y la prueba de comparacion de medias de Duncan. Los resultados
indican que la adicion de melaza al 10% mejor6 (P<0.05) la densidad, pH y MS (421 kg m®, 5.2 y
36.8%) respecto a los otros dos tratamientos. Respecto a las BAL y AL, aunque los valores fueron
mayores (8.8 Log,o y 1.0%) con respecto al tratamiento sin melaza (T1; 5.2 Logi ¥ 0.42%) no fue
significativo. Se concluye que la la adicién de azlcares es mas efectivo que el inoculante de BAL para

mejorar el ensilaje de Marafalfalfa.

Palabras clave: Ensilado, &cido lactico, caracteristicas organolépticas, melaza, maralfalfa,

significancia.

Introduccién

El pasto maralfalfa (Pennisetum sp.) es un pasto mejorado de origen colombiano, que segun la
literatura, contiene humedad 79.3 %, cenizas 13.50%, fibra 53.33 %, grasa 2.10 %, carbohidratos
solubles 12.20 %, proteinas crudas 16.25 %, nitrdgeno 2.60 %, calcio 0.80 %, magnesio 0.29 %,
fosforo 0.33 %, potasio 3.38 %, proteinas digeribles 7.43 %, total nitrdgeno digestible 63.53 %. Se da
en alturas comprendidas desde el nivel del mar hasta 3000 metros. Se adapta bien a suelos con

fertilidad media a alta. Su mejor desarrollo se obtiene en suelos con buen contenido de materia
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organica y buen drenaje (Pilatdsing, 2011). Recientemente se ha iniciado el uso del pasto maralfalfa
(Pennisetum sp) como pasto de corte en la alimentacion de ganado, quizds por el interés que ha
generado en los productores por su buena calidad y alta produccidon de biomasa, caracteristicas
importantes para ser ensilado. Este proceso es una manera de tener forraje verde de alto valor
nutritivo disponible para el ganado en época de sequia para sostener la produccién tanto en épocas de
lluvias como de sequias.

La conservacién por ensilaje se realiza por medio de la fermentacion lactica y su éxito radica en
favorecer las condiciones que permitan una rapida y alta produccion de acido lactico a expensas de
una baja degradacion de los componentes nutritivos del forraje. Tales condiciones son el grado de
compactacion y eliminacion del oxigeno, la poblacion de BAL, contenido desmateria seca,
carbohidratos solubles y proteina, por lo que la mezcla con otros sustratos y la inoculaciéon con BAL
puede favorecer la fermentacién (E.Bernal., 1991). En esta investigacion se determiné la calidad de
ensilados de pasto maralfalfa (Pennisetum sp.) utilizando diferentes tratamientos que incluian diversos

componentes como: maiz seco, melaza e inoculante en proporciones distintas.

Metodologia

Forraje: El pasto maralfalfa que se us6 para hacer los microsilos del experimento, se recolecto en una
parcela productiva de Tantoyucan, Veracruz.

Silos: se elaboraron microsilos en bolsas de plastico negro de 3 Kg, los cuales contuvieron: T1,
maralfalfa (70%)-maiz seco (30%)-inoculante (0.01%); T2, maralfalfa (77.5%)-maiz seco (17.5%)-
melaza (5%) y; T3, maralfalfa (75 %)-maiz seco (15 %)-melaza (10 %). Cada uno se hizo por
duplicado. Las bolsas se cerraron herméticamente y se mantuvieron asi por un afio.

Variables: Se determiné la densidad de los silos mediante el principio de Arquimedes (Valero, 1996),
las caracteristicas organolépticas (olor, color, humedad, y textura) siguiendo la metodologia propuesta
por Chaverrra y Bernal ( J.Bernal, 2000). La materia seca, pH, poblacion de bacterias acido lacticas,
contenido de &cido lactico en el ensilado. La materia seca aparente se determiné por secado en estufa
a 65° C durante 48 horas. El pH se midié en una muestra de ensilado diluida en agua destilada en una
proporcion de 1:2 y un potenciometro. El conteo de BAL por el método de diluciones (Summerson,
1941), y la técnica del “Numero Mas Probable (Woomer, 1994). Los medios inoculados se incubaron
en camara de anaerobiosis usando u generador de CO, Gas-Pack, a 37 °C durante 72 horas. El acido
lactico se cuantific6 en un extracto de los ensilados el cual de un gramo de ensilado mezclado con 10
mL de agua destilada y agitando fuertemente por 20 minutos y dos mililitros del extracto se
transfirieron a un tubo Ependorf y se le agregé 0.5 mL de &acido metafosférico (25%) para su

conservacion. Para la determinacion los extractos se descongelaron, se centrifugaron a 5 000 rpm por
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5 minutos y se diluyeron 1:50 (0.1 mL de extracto més 4.9 mL de agua destilada). De ésta dilucion se
transfirieron 0.5 mL a un tubo de ensayo, 3.0 mL de H,SO, concentrado (96%), se mezcl6 con el
agitador vortex y se colocaron en un bafio de agua a ebullicion (95-100°C) por 10 minutos. Los tubos
se enfriaron a temperatura ambiente y se les adiciond 50 pL de la solucion de CuSO,4.5H,0 (4%) y 100
pL de p-hidroxidifenil (1.5%). A continuacion se mezcld con el agitador vortex y se espero hasta que la
solucion mostré un tono azul a purpura, para hacer la lectura en el espectrofotometro UV/VIS a 570
nm, calibrando con el blanco a cero.

Andlisis de resultados: Para el analisis de las caracteristicas quimicas y organolépticas se realiz6 un
analisis de varianza, a través del procedimiento ANOVA paquete estadistico SAS, para determinar si
existia 0 no diferencia estadistica entre los tratamientos con un (P>0.5). Ademas, se realiz0 la Prueba
del rango multiple de Duncan para corroborar si habia significancia entre las variables de los

tratamientos con un (P>0.1).

Resultados y discusion

La variable densidad solo nos muestra una diferencia estadisticamente real entre los tratamientos 1y 2
mientras que los tratamiento 3 se ubica con un valor intermedio a los tratamientos de 1 y 2, esto
estadisticamente nos dice que el T3 no es diferente a ninguno de los otros dos, por lo tanto la
diferencia entre 1 y 2 no se puede considerar significativa. De esta forma se podria entender que el
mejor tratamiento fue el 2 ya que mostro la densidad mayor lo cual nos lleva a la idea de que estuvo
mejor compactado que los ensilados de los otros 2 tratamientos y asi disminuyendo la cantidad de O,

durante la fermentacién propiciando un ambiente mas anaerobio.
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Cuadro 1. Caracteristicas del ensilado de maralfalfa-paja En cuanto a la variable pH podemos

adicionado de melaza e inoculado con bacterias acido lacticas observar claramente que son valores

Trat Densidad pH MS BAL AL demasiado altos, lo cual nos indica

kg m-3 % Logio g™ % que la calidad del ensilado es mala,
T1 394.00b 5.6433a 28.037b 5.240a 0.4233a ya que para que un ensilado sea de
T2 435.67a 6.3100a 43.003a 8.603a  0.2900a buena calidad debe de tener un pH
T3 421.00ab 5.2867a 36.823ab 8.863a 1.0000a  menor a 4.8 si su porcentaje de MS
T1= Maralfalfa 70%, maiz seco 30% e inoculante 0.01; T2= es mayor a 35y para ensilados con
maralfalfa 77.5%, maiz seco 17.5% y melaza 5%; T9= un porcentaje de MS menor a 35 se
maralfalfa 75%, maiz seco 15% y melaza 10%. MS= materia requiere un pH menerna.4.2 (Bjorge,
seca; BAL= bacterias acido lacticas; AL= &cido lactico. Medias 1996.). Relacionando los resultados
en la misma columna con al menos una literal (a y b) en de pH y porcentaje de &cido lactico

comun no son diferentes (P>0.1) observamos que son proporcionales

ya que el tratamiento 2 presenta el

pH mas alto (6.3) y asi mismo el porcentaje de acido lactico mas bajo, y por el contrario el tratamiento
3 tuvo el pH mas bajo (5.2) y el porcentaje de &cido lactico mas alto; el T1 muestra resultados
intermedios en ambas variables.'Aunque el tratamiento 3 fue el que obtuvo mejores resultados en las
variables pH y acido lactico no quiere decir que fue el mejor ya que los resultados de todos los
tratamientos estan por debajo de los parametros minimos para que alguno se considere de buena
calidad (Bjorge, 1996.).

En cuanto a materia seca (MS) se observan detalles parecidos a los de la variable densidad, ya que
entre tratamientos 1 y 2 si existe diferencia que estadisticamente no es significativa pero el tratamiento

3 presenta un valor intermedio por lo que se considera que no es diferente ni del T1 ni de T2.

Dentro de la variable bacterias acido lacticas podemos observar que el tratamiento que presenta
mayor cantidad de estas es el T3 lo cual, considerando considerandos el resultado de porcentaje de
acido lactico de este mismo tratamiento nos indica una relacion proporcional entre ambas variables
para dicho tratamiento. Al analizar el tratamiento 2 vemos que es un caso contrario al T3 ya que no
presenta una relacion proporcional al tener un numero de bacterias &cido lacticas alto y el % de acido
lactico méas bajo y en el caso de los resultados del tratamiento 1 comparandolos con el tratamiento 3

se puede decir que son proporcionales.
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La tabla 2 muestra las caracteristicas

Cuadro 2. Caracteristicas  organolépticas  de organolépticas evaluadas en cada tratamiento,

ensilados de pasto maralfalfa respecto al color, los tratamientos 1 y 2

Trat Color Olor Textura  Humedad  , oqentaron una calificacién buena (tonalidad
Ti Bueno  Regular ~ Bueno Bueno  yerde amarillento), mejor que el tratamiento 2
T2 Regular  Regular  Bueno Regular  (tonalidad verde oscuro). En cuanto al olor, T1
T3 Bueno Bueno Bueno Bueno

y T2 presentaron un olor regular, equivalente a

T1= Maralfalfa 70%, maiz seco 30% e inoculante f,erte vinagre, caracteristico de ensilaje de

0.01; T2= maralfalfa 77.5%, maiz seco 17.5% Y (eqylar calidad, mientras que el T3 presento un
melaza 5%; T9= maralfalfa 75%, maiz seco 15% Yy ,or a vinagre caracteristicode un buen

0 . .
melaza 10% ensilado. La textura tuvo un comportamiento
bueno para los tres tratamientos; en cuanto a la humedad el T1'y T3 al ejercerse presion sobre el
forraje no se humedece la mano caracteristica de un buen ensilado, mientras que en el T2 al ejercer

presion sobre un pufio de forraje escurren gotas esto nos lleva a un ensilaje de regular calidad

Conclusion

La calidad de un ensilado depende de muchas variables o factores, al analizar los resultados de los
distintos tratamientos que se realizaron obtenemos que de los 3 el mejor fue el tratamiento 3 que
contenia maralfalfa (75%), maiz seco (15%) y melaza en un 10% , este Ultimo aditivo se considera que
es el que determino la calidad del ensilado, ya que en el ensilado que no hubo presencia de melaza se
obtuvo mala calidad y en el que hubo melaza en una cantidad intermedia los resultados fueron
medianamente positivos, esto solo es una suposicion ya que al realizar el procedimiento ANOVA en el
paquete estadistico de SAS se obtiene que no hay diferencia significativa entre ninguno de los 3
tratamientos (alfa = 0.05) por lo tanto ninguno de los aditivos, ingrediente e inoculantes hacen que la

calidad de un ensilado de pasto maralfalfa sea mejor.
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EFECTO DE IONOFORO EN LA FERMENTACION DE Leucaena leucocefala Y Cynodon
plestostachyus POR EFECTO DE MICROORGANISMOS DEL RUMEN DE OVINOS

Cortina Espiritu A.', Garcia Navarrete A. G.*, Martinez Tapia Y. E.}, Vargas Martinez F.!, Sandoval

Gonzalez L, Miranda Romero L. A2
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Resumen:

Se analizé6 el uso de inéforo en produccién de gas de fermentacion y digestibilidad in vitro de Leucaena
leucocefala 'y Cynodon plestostachyus de 35y .70 dias de edad de rebrote (DER), por
microorganismos del rumen de ovinos. Se us6 un disefio completamente al azar con arreglo factorial
de tratamientos 2x2x2 (Forraje, EDR e lonoforo). Las variables determinadas fueron: volumen total
(VT, mL g™ y eficiencia de produccion de gas (Ef; mL g* MSD), digestibilidad in vitro de la materia
seca (DIVMS). Con modelos matematicos se estimd la digestibilidad de la materia organica (DOM),
energia metabolizable (EM) y la energia neta de lactancia (ENL). El ion6foro no tuvo efecto (P>0.05)
en ninguna de las variables, pero la EDR y Forraje si afectaron (P<0.05) y hubo interaccion (P<0.05)
entre ellos para todas las variables, excepto eficiencia (Ef). El tipo de forraje fue mas determinante
(P<0.001) que la EDR (P<0.05).

Introduccion

En los sistemas tropicales los forrajes estan en desventaja con relacion a los de clima templado, ya
qgue contienen niveles altos de lignina y bajos de nitratos, proteina y carbohidratos no fibrosos,
cualidades que hacen que sus valores nutricionales sean medios o bajos, presentan altos rendimientos
de biomasa y son mas resistentes a las enfermedades. Una relacién baja entre los carbohidratos no
fibrosos y la proteina degradable reduce la sintesis de proteina microbial en el rumiante que consume
estos pastos. En cuanto a digestibilidad son 15 unidades porcentuales mas bajos que los forrajes de
clima templado, esto se debe a que tienen una proporcion mayor de pared celular, la cual esta
lignificada. La calidad nutricional de las hojas y de los tallos se reduce méas rapidamente con la

maduracion.
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Los sistemas silvopastoriles en el tropico tienen gran ventaja ecologica ya que mediante estos se
conserva el suelo y se mejora la diversidad de flora y fauna. En los sistemas pastoriles de nuestro pais
existe la posibilidad de mejorar la eficiencia de conversion del alimento (ECA) a través de la

manipulaciéon quimica ruminal.

Para compensar las desventajas de los forrajes del tropico se hace el uso de aditivos como lo son los
ionoforos, ya que estos hacen que mejore la utilidad del alimento en el rumen. Los ion6foros son
sustancias solubles en lipidos, usualmente sintetizadas por microorganismos para transportar iones a
través de una bicapa lipidica de membrana celular (Shimada, 1990). Su principal funcion es modificar
las poblaciones normales de microorganismos ruminales. Esto a su vez, altera el patrén normal de

fermentacion del rimen, resultando en una menor produccién de gas.

Se ha considerado el rumen como un tanque de fermentacion provisto de reguladores para el control
de condiciones tales como temperatura, agitacion y eliminacion de subproductos. Los ionéforos son
compuestos quimicos que poseen un exterior hidrofilico soluble en liquidos y un interior hidrofilico que
liga al ion. La actividad biolégica de los iono6foros esté relacionada con la habilidad para modular los

movimientos de cationes como: sodio, potasio y calcio, a través de las membranas celulares.

Materiales y métodos:

Se realiz6 un experimento de digestibilidad in vitro por producciéon de gas utilizando como sustrato
Leucaena leucocephala 'y Cynodon plestostachyus de 35 y 70 dias de madurez. Se pesé
aproximadamente 0.5 g de sustrato y se deposito en 24 frascos de 125 ml previamente etiquetados. Es
decir: 4 tratamientos con iondforos (formado por 2 tratamientos de Leucaena leucocephala de 35y 70
dias de corte respectivamente y 2 tratamientos Cynodon plestostachyus de 35 y 70 dias de corte
respectivamente) y 4 que no contenian iénoforo (con las mismas cantidades y tratamientos solo que
sin presencia de aditivo), de 3 repeticiones por cada tratamiento. Para correcciéon de datos se
manejaron dos frascos como blancos los cuales no llevaron sustrato. Se agregé 90 ml de inoculo
ruminal (liqguido ruminal de tres ovinos mas 9 partes de solucién mineral reducida). Se preparé una
solucion de ionoforo a partir de 0.15 g de BOVATEC en 100 ml de agua de la cual fue extraido 1 ml y
diluido en 9 ml de agua, de la nueva solucién se extrajo 1 ml que finalmente fue diluido en 9 ml de
agua. De esta ultima solucion fueron colocados 1 ml por cada frasco correspondiente al uso de
ionoforo. Los frascos fueron cerrados herméticamente y llevados a bafio maria a una temperatura de
39°C durante 24 horas.
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Se recortaron papeles filtro equivalentes al total de unidades experimentales y luego se pes6 cada
papel, posteriormente se registrd la produccion de gas de cada unidad experimental con la ayuda de
una jeringa en un lapso de 24 horas. Se registré la produccion de gas a las 6, 12, 18 y 24 horas
respectivamente. Transcurridas las 24 horas se destap6 cada frasco para filtrar el sustrato, obteniendo
una masa de sustrato fermentada, se doblé el papel filtro para dejarlo secar en la estufa. Una vez seco
y enfriado en un desecador nuevamente se volvio a pesar cada papel para obtener la digestibilidad de

materia seca.

Los datos se analizaron mediante el programa de SAS considerando como efectos al sustrato, el
tiempo y el tratamiento. Se correlaciono la produccién de gas con la desintegracion de la MS.

Resultados y discusion:

El volumen total de gas (VT) se vio afectado por la edad de rebrote (EDR) y tipo de forraje (FORR). La
edad de rebrote presenta efecto significante en el VT (P<0.05). Con los tipos de forrajes se obtuvo una
diferencia significativa del VT (P<0.01); se encontrd, que la Leucaena leococefala produce mayor
cantidad de gas con respecto al Cynodon plectostachyus. En cuanto al uso de ionéforo no hubo efecto
con el VT (P>0.05); esto se puede observar en el Cuadro 1.
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Cuadro 1: Produccién de gas a las 24 h en incubacion in vitro y evaluacion de las variables
nutricionales del Cynodon plectostachyus y Leucaena leococefala, en ovinos.

Tratamiento Vit Ef DIVMS DMO EM ENL
EDR FORR IONO mL0.5g* mLg*MSD % % Mcal kg*  Mcal kg™
35 C CON 1.16 126.52 22.66 21.10 2.97 0.62
35 C SIN 10.16 131.88 23.33 24.30 3.46 0.97
35 L CON 20.16 140.71 52.00 35.91 5.00 1.42
35 L SIN 26.16 105.31 52.66 38.05 5.32 1.65
70 C CON 1.83 144.23 22.66 20.68 2.92 0.64
70 C SIN 6.00 146.22 24.66 22.16 235 0.80
70 L CON 16.16 104.88 41.33 34.24 4.75 1.27
70 L SIN 16.16 89.09 42.66 29.61 4.04 0.77
FACTORES p
EDR 0.0094 0.7869  0.0156  0.0034  0.0039 0.0082
FORR 0.0004 0.1540 <.0001  <.0001  <.0001 <.0001
IONO 0.5595 0.5552  0.5232  0.5606  0.5544 0.5417
EDR*FORR 00373~ % ----m- 0.0072  0.0566 - -
FORR*IONO 0.0690 0.4328 - 0.0690  0.0684 0.0683

EDR: Edad de rebrote, FORR: Forraje, C: Cynodon plectostachyus, L: Leucaena leococefala,
IONO: lonéforo, CON y SIN ionéforo

Vt: Volumen total de gas, Ef: Eficiencia, DIVMS: Digestibilidad in vitro de materia seca, DMO:
Digestibilidad de materia organica, EM: Energia metabolizable, ENL: Energia neta de lactancia;
MSD, materias seca digerida.

EM (MJ/kg DM): 0.157*VT+0.0084*PC+0.022*EE- 0.0081*CEN+1.06; ENL (MJ/kg DM):
0.096*VT+0.0038*PC+0.000173* EE~2 +0.54; DMO (%) = 14.88 + 0.889 VT + 0.45PC + 0.0651
CEN; DIVMS%= (M;-M,/M1)*100; Ef=VT/M;-M,; 1Mcal kg™'= 4.18 MJ kg™

VT en 200 mg de MS; M;: peso inicial de la muestra; M,: peso final de la muestra.

Se encontré una interaccion importante entre EDR*FORR en la DIVMS (P<0.01). Con la EDR de 35 la
DIVMS es mayor (P<0.05); mientras que entre los dos tipos de forrajes se obtuvo mayor DIVMS en la
Leucaena leococefala (P<0.01). El uso de ion6foro no causo cambios significativos en los FORR con

las diferentes EDR para mejorar su DIVMS (P>0.05). Mientras que la digestibilidad de materia organica
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(DMO), la EDR de 35 tiene mayor digestibilidad (P<0.01) y en el cual la Leucaena leococefala también
presenta la mayor DMO (P<0.01); no se encontr6 efecto del ibnoforo para mejorar de manera
significativa la digestibilidad de materia organica (P>0.05).

Con la edad de rebrote de 35 dias se obtuvo la mayor cantidad de energia metabolizable (P<0.05) en
comparacion al de 70 dias; la Leucaena leococefala tiene mayor concentracibn de energia

metabolizable. El uso de ion6foro no presento efectos significativos en la EM (P>0.05).

Cuado2. Composicion guimica de Cynodon plectostachyus y Leucaena leucocefala

FORR EDAD MS% MO% CEN EE FC PC FDN FDA HEM CEL LIG

C 35.00 9443 8590 11.87 0.65 26.11 11.18 63.49 38.24 25.25 26.76 5.31
L 35.00 96.23 85.63 10.60 1.43 11.48., 29.28 26.06 18.66 7.39 14.69 4.16
C 70.00 94.73 8193 1283 0.55 2571 9.60 6437 41.12 23.25 27.03 5.33
L 70.00 95.10 84.07 11.00 1.75 13.85 28.66 30.13 21.84 8.29 1539 6.93

MS: Materia Seca; MO: Materia Organica; CEN: Cenizas; EE: Extracto de Eter: FC: Fibra Cruda; PC:
Proteina Cruda; FDN: Fibra Detergente Neutro; FDA: Fibra Detergente Acido; HEM: Hemicelulosa;

CEL: Celulosa; LIG: Lignina. FORR: Forraje; C: Cynodon plectostachyus; L: Leucaena leucocefala;

A los 35 dias de edad de rebrote la energia neta de lactacion fue mayor (P<0.05). Se manifestd
variabilidad de ENL en cuanto al tipo de forraje (P<0.001), teniendo mayor energia neta de lactancia la

Leucaena leococefala.

El efecto de mejorar la digestion con el uso de iondéforo, esta relacionada con la habilidad para modular

los movimientos de cationes, y asi aumentar los rangos de conversion alimenticia.

Conclusion

En este experimento se pudo comprobar que el forraje con una edad de corte de 35 dias tuvo una
mayor degradacién en comparacion a uno que fue cortado a los 70 dias de edad. En esta etapa las
fibras tienen un alto porcentaje de degradabilidad. Los azlcares solubles, las proteinas y los acidos
organicos, que conforman el "contenido celular" de todos los tejidos son compuestos de rapida
degradacién mientras que, los compuestos del forraje de degradacion mas compleja son los llamados

"hidratos de carbono estructurales”, los cuales, conforman la pared de las células vegetales y su
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degradabilidad es variable dependiendo si se encuentran en tallos, vainas u hojas y, a su vez, de la
edad de estas fracciones, por tanto el forraje con una edad de rebrote de 70 dias es mas dificil de
degradar.

El uso de ionoforos en la fermentacion de estos forrajes no tuvo efecto alguno ya que se produjo la

misma cantidad de gas con o sin el uso de este y las demas variables no se vieron influidas por este.
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Resumen

Se investigé el efecto de un probidtico de levaduras en produccion de gas de fermentacion y
digestibilidad in vitro de Leucaena leucocefala y Cynodon nlemfuensis de 35 y 70 dias de edad de
rebrote (DER), por consorcios microbianos del rumen de ovinos. Se uso un disefio completamente al
azar con arreglo factorial de tratamientos 2x2x2 (Forraje, EDR y Probidtico). Las variables
determinadas fueron: volumen total (VT, mL g?) y eficiencia de produccién de gas (Ef: mL g* MSD),
digestibilidad de la materias seca (DIVMS). Con modelos mateméticos se estimo la digestibilidad de la
materia organica (DOM), energia metabolizable (EM) y de lactancia (ENL). El probiético no tuvo efecto
(P>0.05) en ninguna de las variables, pero la EDR y Forraje si afectaron (P<0.05) y hubo interaccién
(P<0.05) entre ellos para todas las variables, excepto Ef. El tipo de forraje fue mas determinante
(P<0.001) que la EDR (P<0.05).

Introduccién

Los probidticos han sido definidos como microorganismos vivos que ejercen un efecto benéfico para el
tracto intestinal del hospedero, manteniendo y reforzando los mecanismos de defensa ante patégenos
sin perturbar las funciones fisiolégicas y bioquimicas normales. El término "probiético" data de 1965,
cuando se usO para referirse a cualquier sustancia u organismo que contribuyera al balance
microbiano intestinal, principalmente de los animales de granjas, luego lo consideraron un suplemento
alimenticio microbiano vivo, mas que una sustancia. Los alimentos que contienen un probiético son
considerados alimentos funcionales (Gibson y Roberfroid, 1995). El uso de suplementos como
probidticos en rumiantes nos trae muchas ventajas, ya que nos ayuda a estimular el crecimiento de
microorganismos benéficos en el rumen como bacterias anaerdbicas, utilizadores de acido lactico
entre otras, también influye en el metabolismo para que las bacterias digieran la fibra para producir el
acido lactico, obteniendo como resultado estabilizar el pH y mejorar la digestion. Otra ventaja que nos

da este tipo de aditivo es que el acido fitico de los cereales como el trigo, se transforma en fésforo
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asimilable por la accion de determinados probiéticos, la digestibilidad se incrementa, potenciando la
actividad de la flora ruminal, en una mejor digestion de la celulosa, asi como favorecen el desarrollo de

las bacterias productivas de gas metano, con fines netamente productivos.

Material y Métodos

En la planeacion del experimento se utilizaron los siguientes sustratos: Leucaena leucocefala y
Cynodon nlemfuensis, previamente pesados y depositados 0.5 g a cada frasco experimental. Se
hicieron 8 tratamientos, es decir: 4 tratamientos con probidticos (formado por 2 tratamientos de
Leucaena leucocefala de 35 y 70 dias de corte respectivamente y 2 tratamientos Cynodon
nlemfuensis de 35 y 70 dias de corte respectivamente) y 4 que no contenian probidticos (con las
mismas cantidades y tratamientos solo que sin presencia de aditivo), de 3 repeticiones por tratamiento,
se adicioné la cantidad 0.005 g de probiético por frasco, generando en total 24 unidades

experimentales, mas dos blancos.

La unidad experimental simula ser el rumen del ovino, el cual es un frasco de 125 ml, agregando 90 m|
de inoculo ruminal, compuesto formado por: 1 parte de liquido ruminal mas 9 partes de solucion
mineral reducida previamente preparada con 195 ml de solucion mineral 1, solucién mineral 2, 130 ml
carbonato de Na al 8%, 2028 ml de agua destilada, 52 ml de solucién reductora y 5 gotas de
rezasurina al 5%, se sellé cada frasco bajo un flujo de CO, dejando a incubacién a 39° C en bafio
Maria (hora 0), se recortaron papeles filtro equivalente al total de unidades experimentales y luego se
peso cada papel filtro, posteriormente se registro la produccion de gas de cada unidad experimental

con la ayuda de un manémetro cada 6 horas, en un lapso de 24 horas.

Una vez registrado los datos de produccion de gas y terminada la incubacion se destap6 cada frasco
para filtrar el sustrato, obteniendo una masa de sustrato fermentada, se doblé el papel filtro para
dejarlo secar en la estufa. Una vez seco y enfriado en un desecador nuevamente se volvio a pesar

cada papel para calcular la digestibilidad de materia seca.

Las variables obtenidas fueron plasmadas en un cuadro de Excel, y fueron las siguientes:
Digestibilidad in vitro de Materia Seca (%), Volumen Total de Gas (ml), Eficiencia ml/g, Digestibilidad
de Materia Organica (%), Energia Metabolizable (Mcal/kg) y Enegia Neta Lactante (Mcal/kg).Con los
datos de los tratamientos y repeticiones de la unidad experimental se introdujo en un Disefio factorial
2x2x2 del Programa SAS, mediante una prueba de medias con (TUKEY LINES;) para concluir que tan

eficiente podria ser el uso de probidticos en la alimentacion de los ovinos y los efectos en las variables.
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Resultados y discusiones:
El volumen total de gas (VT) por gramo de materia seca (MS) cambio por efecto de la edad de rebrote
(EDR), tipo de forraje (FORR).

La edad de rebrote presenta efecto significante en el VT (P<0.05). Con los tipos de forrajes se obtuvo
una diferencia significativa del VT (P<0.01); se encontrd, que la Leucaena leococefala produce mayor
cantidad de gas con respecto al Cynodon nlemfuensis. En cuanto al uso de probiético no hubo
significancia con el VT (P>0.05); por lo tanto se observé una interaccion EDR*FORR respecto al VT
(P<0.01) (Como se puede observar en el Cuadro 1).

No hubo efecto de los tratamientos (P>0.005) sobre la Ef y tampoco = interacciones.
Se encontré una interaccion importante entre EDR*FORR en la DIVMS (P<0.01). Con la EDR de 35 la
DIVMS es mayor (P<0.05); mientras que en los forrajes se obtuvo mayor DIMS en la Leucaena
leococefala (P<0.01). El uso de probiético no causo,cambios significativos en los FORR con las
diferentes EDR para mejorar su DIVMS (P>0.05). Mientras que la digestibilidad de materia organica
(DMO), se obtuvo la misma interaccion que en la DIVMS (P<0.01); adonde la EDR de 35 tiene mayor
digestibilidad de materia organica (P<0.01) y en el cual la Leucaena leococefala también presenta la
mayor DMO (P<0.01); no se ‘encontré efecto del probidtico para mejorar de manera significativa la
digestibilidad de materia organica (P>0.05).
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Cuadro 1: Produccion de gas a las 24 h en incubacion in vitro y evaluacion de las variables

nutricionales del Cynodon nlemfuensis y Leucaena leococefala, en ovinos.

Tratamiento Vit Ef DIVMS DMO EM ENL
EDR FORR PROB mL0.5g* mLg'MSD % % Mcal kg*  Mcal kg™
35 C CON 14.00 126.53 22.67 25.66 0.88 0.27
35 C SIN 14.33 131.88 23.33 25.78 0.88 0.27
35 L CON 36.00 140.71 52.00 41.55 1.40 0.49
35 L SIN 27.33 105.31 52.67  38.47 1.29 0.41
70 C CON 15.00 144.23 22.67 25.37 0.87 0:27
70 C SIN 17.67 146.23 24.67 26.32 0.91 0.30
70 L CON 21.67 104.88 41.33  36.20 @21 0.36
70 L SIN 19.00 89.09 42.67  35.25 1.17 0.33
FACTORES p
EDR 0.0377 0.7869 0.0156 0.0105 0.0140 0.0343
FORR <.0001 0.1540 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
PROB 0.3183 0.5552 0.5232 0.3184 0.3310 0.3041
EDR*FORR 0.0042 XXX 0.0072 0.0074 0.0073 0.0055

EDR: Edad de rebrote, FORR: Forraje, C: Cynodon nlemfuensis, L: Leucaena leococefala,
PROB: Probiotico, CON y SIN probiético.

Vt: Volumen total de gas, Ef: Eficiencia, DIVMS: Digestibilidad in vitro de materia seca, DMO:
Digestibilidad de materia organica, EM: Energia metabolizable, ENL: Energia neta de lactancia;
MSD, materias seca digerida.

EM (MJ/kg DM): 0.157*VT+0.0084*PC+0.022*EE- 0.0081*CEN+1.06; ENL (MJ/kg DM):
0.096*VT+0.0038*PC+0.000173* EE"2 +0.54; DMO (%) = 14.88 + 0.889 VT + 0.45PC + 0.0651
CEN; DIVMS%= (M;-M,/M1)*100; Ef=VT/M;-M,; 1Mcal kg™'= 4.18 MJ kg™

VT en 200 mg de MS; M;:peso inicial de la muestra; M,: peso final de la muestra.
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Cuado2. Composicién quimica de Cynodon nlemfuensis y Leucaena leucocefala

FORR EDAD MS% MO% CEN EE FC PC FDN FDA HEM CEL LIG

C 35.00 94.43 85.90 11.87 0.65 26.11 11.18 63.49 38.24 25.25 26.76 5.31
L 35.00 96.23 85.63 10.60 1.43 11.48 29.28 26.06 18.66 7.39 14.69 4.16
C 70.00 94.73 81.93 12.83 0.55 25.71 9.60 64.37 41.12 23.25 27.03 5.33
L 70.00 95.10 84.07 11.00 1.75 13.85 28.66 30.13 21.84 8.29 15.39 6.93

MS: Materia Seca; MO: Materia Organica; CEN: Cenizas; EE: Extracto de Eter: FC: Fibra
Cruda; PC: Proteina Cruda; FDN: Fibra Detergente Neutro; FDA: Fibra Detergente Acido; HEM:
Hemicelulosa; CEL: Celulosa; LIG: Lignina. FORR: Forraje; C: Cynodon nlemfuensis; L:

Leucaena leucocefala;

En cuanto a la energia metabolizable (EM), arrojo la misma interaccion EDR*FORR con un alto valor
de significancia (P<0.01). Con la edad de rebrote de 35 dias se obtuvo la mayor cantidad de energia
metabolizable (P<0.05) en comparacion al de 70 dias de edad de rebrote; la Leucaena leococefala
tiene mayor concentracion de energia metabolizable. El uso de probiético no presento efectos
significativos en la EM (P>0.05).

Se hall6 interaccion entre EDR*FORR en la energia neta de lactacion (P>0.01); a 35 dias de edad de
rebrote la energia neta de lactacion fue mayor (P<0.05). Se manifest6 variabilidad de ENL en cuanto al
tipo de forraje (P<0.001), teniendo mayor energia neta de lactancia la Leucaena leococefala.

El efecto de mejorar la digestioén con el uso de probi6tico, esta fundamentada en que ejerce un efecto
benéfico para el tracto intestinal, y asi aumentar los rangos de conversion alimenticia, ya que los
alimentos que contienen un probiético son considerados alimentos funcionales (Gibson y Roberfroid,
1995).

Conclusiones

Bajo las condiciones de este estudio, se concluye que el uso de probidtico no influye de manera
significativa en el aprovechamiento de los forrajes, en la graminea disminuye el volumen total de gas
(VT), dando como resultado que disminuyan los demas factores, pero, en proporciones minimas.
Mientras que en la leguminosa, se porté de manera contraria, aumentando en proporciones minimas

todos los factores estudiados.
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Resumen

Se determind el efecto de marchitamiento a 0, 1.5 y 3 h al ambiente (T1, T2 y T3 respectivamente) en
el ensilado de pasto maralfalfa (Pennisetum sp). Se elaboraron microsilos en bolsa con 2.0 kg de
forraje. Las variables evaluadas fueron la densidad (kg m™), caracteristicas organolépticas (color, olor,
textura y humedad), pH, materia seca (%MS) y bacterias acido lacticas (BAL). Cada tratamiento se
hizo por triplicado. El tratamiento 3 tuvo un mayor contenido de MS (36.01%) en comparacién a T1 y
T2 (17.85% y 24.62% respectivamente), pero una menor densidad (331.67 kg m™) (P<0.05). El pH
(9.2) fue igual entre tratamientos (P<0.05). El conteo de BAL disminuyé en funcién al tiempo de
marchitamiento sin llegar ‘a ser estadisticamente diferentes entre tratamientos (P<0.05). El
marchitamiento afecté positivamente la humedad y el color del ensilado. Se concluye que el
marchitamiento al ambiente por 3 h es un método para regular el contenido de MS antes de ensilar lo
gue favorece que se reduzca la humedad en el ensilado final, pero no afecta significativamente el resto

de indicadores de la calidad del proceso de ensilaje del pasto maralfalfa (Pennisetum sp.).

Palabras clave: Caracteristicas organolépticas, marchitamiento, bacterias acido lacticas.

Introduccién

A nivel de campo el productor siempre ha buscado dar el mejor aprovechamiento del forraje en la
época de cosecha y le significa siempre un reto el almacenamiento del mismo para la época de estiaje,
sin embargo, mediante el proceso de ensilaje se puede obtener forraje de calidad todo el afio (Watson,
1979). El ensilaje es un método de conservacién de forrajes o subproductos agricolas con alto
contenido de humedad (60-70 %), mediante la compactacion, exclusion del aire para propiciar un
medio anaerdbico que permite el desarrollo de bacterias que acidifican el forraje (Cobos, 1989). El

ensilaje es un proceso dindmico donde intervienen factores enziméticos y microbianos. La conjugacion
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de ambos determinan el éxito o el fracaso del mismo, estos fendmenos pueden agruparse en dos
fases: 1) fase de respiracion o fase aerdbica y 2) fase de acidificacion del ensilaje o fase anaerébica
(Ojeda, 1991). La maralfalfa (Pennisetum sp), es un pasto considerado de alto valor proteico (21%
PC), ademas de que tiene un alto contenido de carbohidratos solubles; sin embargo, las
investigaciones demuestran que este pasto apenas alcanza entre un 13% de proteina cruda y un bajo
contenido de carbohidratos; con un contenido de humedad cerca de 80% (UTA, 2011). Debido a las
caracteristicas mencionadas se dificulta el ensilaje de este pasto. Como alternativas para poder
ensilarse se pueden agregar aditivos que reduzcan la humedad o dejar marchitar al ambiente. El
objetivo de este estudio fue evaluar el efecto del marchitamiento del pasto maralfalfa (Pennisetum sp),

antes del proceso de ensilaje.

Materiales y métodos

Se muestred maralfalfa de una parcela productiva en Tlacolula, Veracruz. El forraje fue picado y se
depositaron 2.0 kg en bolsas de plastico negro (micresilos). El forraje fue compactado manualmente y
se dejaron fermentar por 150 dias. Se evaluaron tres tratamientos de maralfalfa correspondientes al
tiempo de premarchitamiento: T1: O h, T2:1.5 h y T3: 3 h, con tres repeticiones por tratamiento. La
densidad de cada microsilo fue determinada mediante la relacion peso/volumen, el peso fue medido en
una balanza granataria y el volumen por desplazamiento de agua. Una vez abiertos los microsilos se
tomaron tres muestras para determinar caracteristicas organolépticas de color, olor, textura y humedad
(J.Bernal, 2000; Ojeda, 2000); MS, pH y BAL. La MS se determind por medio de deshidratacién a 67
°C por 48 h por secado directo en una estufa, el pH mediante un potenciémetro, haciendo una mezcla
2:1 de agua y ensilado. El conteo de bacterias acido lacticas fue por el método de “numero mas
probable” (NMP) propuesto por Woomer (1994), primero se hicieron diluciones seriadas en tubos de
ensaye de los cuales se inocularon las diluciones 10, 10°, 10° 10’y 10° en placas de rogosa-agar que
fueron incubadas en anaerobiosis a 37 °C por 72 h.

Los datos fueron analizados mediante el procedimiento ANOVA (P<0.05) y la prueba del rango

multiple de Duncan (P=0.1) del paquete estadistico SAS™.
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Resultados y discusion
Cuadro 1. Efecto de marchitamiento en el pH, MS, densidad y poblacion de bacterias acido lacticas del
ensilado de maralfalfa (Pennisetum sp).

Marchitamiento oH MS Densidad BAL
(h) (%) (kgm®)  (Logcelg™BH)
0.0 9.0° 17.85° 475.67" 10.24%
1.5 9.2% 24.62° 424.33% 9.68°
3.0 9.4° 36.01° 331.67° 8.46°

ab¢ Medidas con diferente literal en la misma columna son diferentes (P<0.1).

pH: pH final, MS: materia seca, BAL: bacterias acido lacticas.

El cuadro muestra que los valores de pH son superiores a lo que corresponde un buen ensilado, que
debe ser entre 4 y 5 cuando la MS al momento de ensilar es entre 20% y 30% (Neiker-Derio, 2002).
Estos resultados de pH pudieron ser por presencia de oxigeno a causa de una compactacion débil
reflejada en el promedio de la densidad para todos los ensilados (410.5 kg m™®). En este sentido
aunque hay diferencia por efecto del marchitamiento (P=0.1), en general el marchitamiento por si
mismo no mejora el pH final de maralfalfa.

El contenido de MS tiene mayor significancia al incrementar las horas de marchitamiento puesto que
disminuye la humedad del forraje, sin embargo este incremento en el porcentaje de MS reduce la
facilidad de compactaciéon que se observo en la densidad de los tratamientos T1y T3.

Para el conteo de BAL no hay diferencias entre tratamientos (P=0.1), aunque se puede identificar

cierta tendencia de disminucidon de la poblacion de BAL a mayor tiempo de marchitamiento.

Cuadro 2. Efecto de marchitamiento sobre las caracteristicas organolépticas del ensilado de maralfalfa.

Marchitamiento  Color Olor Textura Humedad

(h)

0.0 Malo Malo  Regular Regular
15 Regular Malo  Regular Regular
3.0 Regular Malo Regular Bueno

En el Cuadro 2 se observa que al incrementar el premarchitamiento del forraje, mejora la calidad en el
color y la humedad del ensilaje, no asi en el olor y la textura. De acuerdo a la regresion de las

variables del cuadro 1 con el tiempo de marchitamiento, el pH incrementa 0.133 unidades, la materia
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seca disminuye en 6%, la densidad disminuye en 48 kg m™®y las BAL disminuyen en 0.59 unidades
Logip por hora de marchitamiento de la maralfalfa.

Conclusién
Bajo las condiciones de este estudio podemos establecer que el marchitamiento al ambiente no influye
en la calidad del ensilaje de maralfalfa. Aunque también podemos resaltar que las condiciones bajo las

cuales se elaboraron los microsilos no fueron las adecuadas.
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VALOR NUTRITIVO DE FORRAJES
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Resumen

La técnica de produccion de gas por ser un método sensible, preciso, practico y econémico, es factible
de utilizarse como un método microbiol6gico rapido en campo, para determinar el valor nutritivo de los
alimentos y su potencial contaminante. Se midié el volumen total (VT) de gas, el volumen de CO2,
volumen de gas residual (CH4+otros) y la digestibilidad verdadera a 24 h de incubacion. Con el VT, el
analisis bromatoldgico y el uso de modelos matematicos, se estim6 la EM, DMO, ENL y biomasa
microbiana (BM) de maiz, alfalfa y pasto orchard, del un sistema de produccion de leche en pastoreo.
Al comparar los resultados para cada tipo de forraje, se encontré que los modelos y el VT de gas
subestiman los valores de EM, .ENL -y DMO, pero permiten predecir el potencial de fermentacién y
contaminacion por gases, asi como la biomasa microbiana generada. Se requieren mas
investigaciones al respecto, adecuar la técnica a las condiciones de campo y desarrollar modelos

matematicos mas acorde a los forrajes 'y condiciones de produccion de los sistemas en México.

Palabras clave: digestibilidad in vitro, calidad del forraje, técnica microbiolégica.

Introduccion

La determinacion de la digestibilidad de los forrajes es util en investigacion pecuaria, ya que permite
predecir el comportamiento productivo de los animales cuando se les brinda una determinada dieta
(McDonald et al., 2006). La técnica de digestibilidad in vitro es un procedimiento cominmente utilizado
para determinar la digestibilidad; sin embargo, la variabilidad producida por la fuente de inoculo y
calidad del mismo, son la causa principal de variacion de resultados en este procedimiento (Bochi-Brun
et al., 1999). Las técnicas in vitro han tenido un desarrollo muy rapido y amplio en los ultimos afios; su
aplicaciéon indiscriminada, puede llevar a extrapolar indebidamente condiciones totalmente de
laboratorio a resultados de campo, provocando una imposibilidad por parte del productor realizar este

tipo de determinaciones en el mismos sistema de produccion. El objetivo de este estudio fue
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determinar la calidad de tres forrajes cultivados en un sistema de produccién de leche en pastoreo

mediante una técnica microbioldgica rapida en campo.

Materiales y métodos

Se realizd un experimento de digestibilidad in vitro como una técnica microbioldgica rapida en campo,
utilizando tres forrajes: alfalfa (Medicago sativa), orchard (Dactylis glomerata) y maiz (Zea maiz), que
fueron colectadas en el modulo de produccion de leche en pastoreo de la Universidad Auténoma
Chapingo. Las muestras fueron picadas y secadas en una deshidratadora de frutas casera marca oster
modelo numero FPSTFDO0101 durante 15 horas, ya secas las muestras se procedié a molerlas en un
molino de café casero, las muestras de cada forraje se tamizaron para su homogenizacion. Se peso
aproximadamente 0.2 g de sustrato, que se deposito en frascos de vidrio color ambar de 60 ml; a cada
frasco se les agrego 20 ml de solucién mineral reductora; luego de esto se procedié a cerrarlos con un
tapén de goma y aro de aluminio. Los frascos se inocularon con 10 ml de liquido ruminal, el cual se
obtuvo de dos ovinos de la raza Suffolk con ayuda de una sonda y bomba de vacio, el cual se hizo una
mezcla compuesta y se filtr6 con una gasa de 8 dobleces. Se utilizo un disefio completamente al azar
con tres tratamientos y tres repeticiones cada uno, obteniendo nueve unidades experimentales, mas
dos blancos. Se utilizé la prueba.de digestibilidad in vitro descrita por Tilley y Terry (1963); se
determino el volumen total de gas a 24 h, digestibilidad verdadera y biomasa microbiana. Los datos se
procesaron en hoja de célculo electrénica del programa Excel 4.0. La comparacion de medias se
realizaron mediante la prueba de rango multiple de Tukey (P<0.05). Todo lo anterior se realizo con el
paquete estadistico SAS (1994).

Resultados y discusion

Se encontr6 que el forraje de maiz es el mas eficiente en cuanto a fermentacion con base a produccién
de gas; también se observo que tuvo la mayor ENL lo cual favorece una mayor produccién de leche.
Respecto, a la digestibilidad la alfalfa presento la mayor y de igual manera la mayor energia
metabolizable de acuerdo a la férmula utilizada (Getachew et al., 2002); pero en comparacion con la
formula expuesta por (Menke and Steingass, 1987) el maiz presento la mayor energia metabolizable.
También se encontr6 que el forraje que presento la mayor DMO segun (Getachew et al., 2002) fue la
alfalfa; pero en comparacion con (Menke and Steingass, 1987) fue el maiz que presento la mayor
DMO. Por otra parte el forraje con mayor aprovechamiento es la alfalfa por su alta digestibilidad de la
materia organica, ademas es el forraje con un mayor indice de degradacion de biomasa microbiana.
Unicamente se obtuvieron diferencias significativas entre tratamientos para las variables VR y CO,
(P<0.05) (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Variables fermentativas, de digestibilidad y nutrimentales de tres forrajes medidas

con latécnica de produccion de gas y estimadas con modelos matematicos

DMO DMO
VT VR VCO, DV EM1 EM2 ENL L ) BM
Forraje N
---------- mL 200 mg-1 MS---------  ------- Mcal kg™ MS -----  -=--—-—--- 0 -----
Mg
i , 102.18
Maiz 19.0° -2.18° 73.67% 1.22* 1.17° 0.58* 34.16* 34.04* 105.5%

Orchard 10.0° 20.96* 79.04° 70.0° 1.06° 0.87° 0.37*® 30.22*® 26.31* 118.0°
Alfalfa 14.3* 20.95* 79.04° 86.50° 1.27* 1.02° 0.47° 36.33% 20.48" 141.4°

abcMedias con literal igual en la misma columna son diferentes (Tukey, P<0.05)

VT, volumen total; VR, volumen residual; VCO,, volumen de CO,. DV, digestibilidad verdadera; EM1 y
EM2, energia metabolizable; DMO1 y DMO2, digestibilidad de la materia organica estimadas con dos
modelos matematicos (Getachew et al., 2002 y Menke and Steingass, 1987); ENL, energia neta de

lactancia (Menke and Steingass, 1987); BM= biomasa microbiana

Conclusion

Bajo las condiciones de este estudio, se concluye que el maiz y la alfalfa son los forrajes que
presentan una mejor digestibilidad de acuerdo a su produccién de gas. La técnica de produccién de
gas sumada a la digestibilidad nos permite encontrar y analizar diferencias entre diferentes tipos de
forrajes, ya que podemos describir el proceso de degradacion por algunas bacterias méas detallado y
tener una idea mas clara de la eficiencia de estos. Esta técnica es muy favorable para el andlisis de
forrajes, pues la podemos llevar a cabo en los lugares de trabajo sin necesidad de usar un laboratorio,
ciertamente presenta deficiencias de luz eléctrica, debido a que en algunos ranchos no se cuentan con

ella o algunos fendmenos naturales también pueden dafarla.
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FERMENTACION AEROBICA DE NOPAL INOCULADO Y AIREADO A DOS MANEJOS DE
TIEMPO-INTERVALO

Aguilar Barcenas J. A.", Rodriguez Lopez F.*, Ubaldo Vazquez L. ', Vazquez Mendoza P.?, Miranda
Romero L. A2

'Departamento de Ensefianza e Investigacion y Servicio en Zootecnia, Posgrado en Produccion
Animal, Universidad Autébnoma Chapingo. Texcoco, Edo. De México
fredy 1409@hotmail.com

Resumen

El proceso de fermentacion aerdbica puede ser una estrategia para mejorar la calidad nutritiva del
nopal, por lo que el objetivo fue determinar si la inoculacién y ‘el tiempo de aireacion afectan el
crecimiento de microorganismos. Se probaron cuatro tratamientos que consistieron en dos fuentes de
nopal (FN; estéril y no estéril) y dos manejos de aireacion (TA, cada 4 h por 15 min y cada 8 h por 30
min y se determinaron la poblacion de bacterias 4cido lacticas (BAL) y hongos y levaduras (HL), el pH
y caracteristicas organolépticas, antes y después de 48 h de incubacion (PER) a temperatura
ambiente. El disefio fue completamente al azar con arreglo de tratamientos factorial 2x2x2 (FN, TA'y
PER). Las interacciones no fueron significativas (P>0.05). El nopal no estéril increment6 (P<0.05) la
poblaciéon de HL y redujo (P<0.05) el pH. Las tres variables fueron afectadas (P<0.05) TA y PER. Se
concluye que la fuente de nopal no estéril favorece la poblacién de hongos y levaduras, sin embargo,
en el caso de las bacterias &cido lacticas, éstas se mantuvieron constantes en ambas fuentes de
nopal. El tiempo de aireacion de cada 8 horas por 30 minutos si favorece el crecimiento de bacterias,

hongos y levaduras y las caracteristicas organolépticas.
Palabras clave: Fermentacion, tiempo de aireacion, fuente de nopal, inoculante

Introduccién

La produccion de nopal en México se estima en 600 mil toneladas anuales (Moran, 2013) y se
distribuye en 27 estados, 95% en el centro-norte del pais (Anaya y Pérez, 2008). Una de las practicas
comunes que se realiza en la plantaciones de nopal es la poda, utilizada para obtener mayores
rendimientos, como son formacién, sanidad, rejuvenecimiento y estimulacion de renuevos, de ella se

generan grandes cantidades de material vegetativo (10 T h™) (Aranda et al., 2009), debido a ello su
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utilizacién a través de la fermentacion aerdbica puede ser una estrategia para mejorar la calidad

nutritiva y emplearse en la alimentacion animal.

La fermentacion es el proceso aerdbico continuo (24 horas) con el que se obtiene un producto alto en
proteina (3.36-24.86 % PC), gracias al uso de inéculos microbianos (bacterias acido lacticas, hongos y
levaduras) (Aranda, 2006). El objetivo del presente estudio fue determinar si la fuente de nopal y el

tiempo de aireacion son factores que afectan el crecimiento de microorganismos.

Material y Métodos
Se realizd un experimento de fermentacion aerdbica de nopal, utilizando como sustrato pencas de
nopal de la variedad COPENA F1. Las fuentes de nopal utilizados fueron estéril (esterilizacion a través

de la autoclave a 15 Ib, 121°C durante 15’) y no esterilizado (fresco).

Se emplearon cuatro tratamientos que consistieron en dos fuentes de nopal (estéril y no estéril) y dos
fuentes de aireacién (15 y 30 minutos cada 4 y 8 horas respectivamente), presentando una cantidad
especifica de inéculos (levaduras (Diamond V), BAL (BIOSILE) y Aspergillus orizae) y minerales
(superfosfato de calcio simple, urea, sulfato de amonio). Las variables en los tratamientos son tiempo
de aireacion y fuente de nopal con el fin de observar su efecto en el crecimiento de bacterias acido
lacticas (BAL), poblacién de hongos y levaduras (H y L).

Cada tratamiento presento 3 repeticiones obteniendo un total de 24 unidades experimentales. Al inicio
(O hr) y al final (48 hr) de la fermentacion, de cada unidad experimental se tomé una alicuota de 10 ml
a la cual se le midieron las caracteristicas organolépticas (color y olor), pH y microbiolégicas (células
ml* de bacterias &cido lacticas, hongos y levaduras), éstas Gltimas mediante el método del namero
mas probable (Best, 1990). El medio de cultivo para bacterias acido lacticas fue RMS, teniendo
condiciones anaerobias y temperatura de 37°C por 48 horas. El medio para el cultivo de hongos y

levaduras fue PDA, el cual se mantuvo a temperatura ambiente por 48 horas.

Los datos se analizaron utilizando procedimiento GLM del paquete estadistico SAS, en un disefio
completamente al azar con un arreglo factorial 2X2, con cuatro tratamientos y tres repeticiones cada

uno.

Resultados y Discusion
Las variables organolépticas observadas (olor y color) fueron diferentes al inicio y al final del

experimento debido al proceso de fermentacion. La variable olor en un tiempo inicial tenia olor dulce y
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para el tiempo final este tuvo un cambio a &cido, por otro lado la variable color tenia un color verde

fuerte en tiempo inicial, cambiando de color en el tiempo final a un verde con tonalidad café.

La cantidad de bacterias acido lacticas (células por mI™ de nopal) no presenté diferencias estadisticas
significativas (P>0.05) (Cuadro 1), lo que indica que sin importar el tratamiento aplicado al nopal la
poblacion no se ve afectada, no asi para el tiempo de aireacion donde se presentaron diferencias
(P<0.05), siendo el tiempo de aireacién de 30 minutos el que favorecio el crecimiento de la poblacién
de bacterias. Las interacciones fuente de nopal esterilizado con tiempo de aireacion de 15 y 30
minutos y fuente de nopal no esterilizado con tiempo de aireacion de 15 y 30 minutos no presentaron
diferencias significativas (P>0.05), indicando que la poblacién de bacterias se mantiene constante
durante el proceso de fermentacion, presentando un comportamiento similar en la poblacion de hongos

y levaduras.

Cuadro 1. Resultados del conteo de crecimiento de baeterias, hongos,
levaduras y variable de pH

Tiempo
Fuente de de BAL HL

Periodo Nopal Aireacién pH Log1o Log10

Oh Estéril 15min/4h 4.50 6.4608 6.2474
30 min/8

Oh Estéril h 4,50 6.4927 6.5293
15 min/4

Oh No Estéril h 4.46 6.1625 7.0119
30 min/8

Oh No Estéril h 4.46 6.6971 7.2973
15 min/4

48 h Estéril h 4.60 9.9071 8.0985
30 min/8

48 h Estéril h 4.68 10.3738 8.8482
15 min/4

48 h No Estéril h 3.93 9.4601 8.6583
30 min/8

48 h No Estéril h 3.90 10.2247 9.9635

FACTOR e P

FN; Estéril vs. No estéril 0.0001 0.469 0.011

TA; 15min/4h vs. 30min/8h 0.0001 0.083 0.0277

Periodo: 0 vs. 48 0.0001 0.0001 0.0001

BAL, bacterias &cido lacticas; HL, hongos y levaduras
Estéril; 121°C/15 min;
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La poblacion de hongos y levaduras fue estadisticamente diferente (P<0.05), en la fuente de nopal, el
no estéril presentd 10% mas (células ml™), respecto al estéril esto debido posiblemente a los
microorganismos que se encuentran de manera natural en los sustratos favorecidos por las
condiciones de oxigeno y nitrégeno (Becerra, 2008). El tiempo de aireacion en la poblacién de hongos
y levaduras fue diferente (P<0.05), la aireacion de 30 minutos incremento en 8% la poblacion respecto

a la de 15 minutos.

El pH mostro diferencias altamente significativas respecto a la fuente de nopal, tiempo de aireacion y la
interaccion de éstas (P<0.05), el nopal estéril, la aireacion de 30 minutos, la interaccién nopal estéril
con aireacion 30 y la interaccién nopal no estéril con tiempo de aireacion de 15 minutos mostraron
pH’s més altos. Esto se debid posiblemente al proceso de esterilizaciéon al que fue sometido el nopal.
El tiempo de aireacion de 30 minutos favorece que se eleve el pH relacionado con una mayor

poblacion de microorganismos.

Conclusién

La fuente de nopal no estéril favorece la poblacién de hongos y levaduras, sin embargo, en el caso de
las bacterias acido lacticas, éstas se mantuvieron constantes en ambas fuentes de nopal. El tiempo de
aireacion de 30 minutos si favorece el crecimiento de bacterias, hongos y levaduras. El pH se eleva
cuando el nopal es esterilizado.
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FERMENTACION In Vitro DE Leucaena leucocephalay Cynodon nlemfuensis A DIFERENTES
PROPORCIONES.

Catarino-Gémez M.*, Cuahua-Tequiliquihua E.*, Trujillo-Cruz C.*, Sandoval Gonzélez L.*, Miranda
Romero L. A2
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Resumen

Se determiné los volumenes total (VT), residual (VR) y de CO, (VCO,) de gas de fermentacion in vitro
de Leucaena leucocephala (LI) y Cynodon nlemfuensis (Cn) a proporciones de 0:100, 25:75, 50:50,
75:25 y 100:0 % y la digestibilidad (DIVMS). También.se calculé con modelos mateméticos y el VT la
EM, DMO vy eficiencia (Ef) de produccién de gas. VT, DIVMS, DMO y EM fueron diferentes (P<0.05)
en funcién de la proporcion de forrajes, pero VR, VCO,, Ef no fueron diferentes (P>0.05). Los valores
de Ef describen una disminucién de gases conforme la proporcion de leguminosa es mayor, lo que
implica que LI puede tener efecto en el control de la contaminacion por gases de efecto invernadero.
Se concluyé que el tratamiento mas adecuado para satisfacer los requerimientos energéticos del
ovino, asi como una buena digestibilidad y la disminucion de la emision de contaminantes es la

proporcion 50:50.
Palabras Clave: In Vitro, CO,, DIVMS, Eficiencia de produccion de gas.

Introduccion

En México el enfoque de la ganaderia tropical basa su desarrollo en pastos; los cuales tienen un gran
potencial para la produccion de biomasa de forma estacional y mayores concentraciones de
fracciones fibrosas, sin embargo presentan menores contenidos de proteina cruda y menor
digestibilidad (J.M.PALMA,2005)*. Por lo que es necesario desarrollar sistemas que compensen las
necesidades nutrimentales para ganado. Para ello se han desarrollado sistemas silvopastoriles,
los cuales consisten en cultivar gramineas asociados con algunas otras especies vegetales
como lo son en este caso la asociacion del pasto estrella con leguminosas arbustivas(leucaena),
representando una mejora de las condiciones del suelo, lo que se traduce en una mayor
produccion y calidad de suelo, ya que de manera reciproca la graminea solubiliza el fosforo del suelo

para ser aprovechado por la leguminosa y esta a su vez se encarga de fijar el N, (L.MAHECHA,ET
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AL, 2008)°>. Se cuentan con pruebas bromatolégicas por separado de las especies antes
mencionadas, de los cuales se obtuvo que las leguminosas aportan mayor cantidad de proteina que
las gramineas con un 29.28 % y 11.18% respectivamente (A.R.CRUZ, ET AL, 2013)*. Actualmente no
se cuenta con resultados especificos que indiquen los efectos sobre la fermentacion y el valor nutritivo
de la combinacion de los dos forrajes mencionados. Por lo tanto la presente investigacion tuvo la
finalidad de determinar la fermentacion ruminal en ovinos de Cynodon nlemfuensis y Leucaena

leucocephala de 35 dias de edad de rebrote y diferentes proporciones.

Materiales y Métodos

El experimento se  baso en la fermentacion in vitro para la producciéon de gas, utilizando 5
tratamientos y 3 repeticiones cada uno, para tener 15 frascos muestra y dos blances, utilizando como
sustrato Cynodon nlemfuensis y Leucaena leucocephala en proporciones de 100:0, 75:25, 50:50,

25:75, 0:100 respectivamente, teniendo una muestra total de 0.2 g que se depositaron en frascos de
60 ml color &mbar, agregando 40 ml de inoculo (preparado con 2 soluciones minerales, una solucion
reductora con rezarsurina y liquido ruminal mantenidos con CQO,), sellados herméticamente e
incubados en bafio maria a 39°C, para realizar las mediciones de produccién de gas

correspondientes a intervalos.de 9 0, 6, 12, 18 y 24 horas.

Para la extraccion de liquido ruminal, este se realizo con dos ovinos fistulados y 4 horas después de

ser alimentados, utilizando una bomba al vacio.

A la vez se preparo un mismo _numero de frascos con una solucion de 40 ml c/u de hidréxido de
potasio (KOH) a 0.5 M, para hacer reaccionar el gas producido de la fermentacion in vitro con el KOH y
de esta manera obtener por diferencia de volumen el porcentaje diéxido de carbono (CO2) producido.
Una vez terminada las mediciones, se realizo un filtrado al vacio agregando una pequefia cantidad de
agua destilada, para posteriormente secar las muestras en una estufa a 60°C por 48 horas y de
esta manera determinar la cantidad de materia seca y otras variables como: digestibilidad in vitro de la
materia seca (DIVMS), eficiencia (EF), digestibilidad de la materia organica (DMO) y energia
metabolizable (EM). Para el andlisis estadistico del experimento se utilizé el disefio completamente al

azar, para estudiar los efectos de cada tratamiento a partir de la asociacion graminea-leguminosa.

Resultados y Discusion
La produccién de gas total (VT) obtenida por la fermentacion in vitro de 200 mg de sustrato, es

afectada por el tratamiento en un periodo de 24 horas de incubacion (p<0.05; cuadro 1).
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En cuanto a la digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS) y digestibilidad de la materia organica
(DMO), al igual que en VT, estos aumentan debido al aumento en la concentracion de Leucaena

leucocephala, teniendo en las tres variables cambios significativos (P<0.05).

Se observa una agrupacion de los valores en VT, DIVMS, DMO y EM de acuerdo a la prueba de
Tukey indicando que no existe diferencia significativa en las medias con la misma letra. En cuanto a
VT presenta diferencia significativa en el tratamiento 3 (50:50), para la DIVMS el tratamiento 2 (25:75)
presenta la diferencia significativa con respecto a los demas valores de la misma variable. En el caso
de la DMO y EM, todos son diferentes, pero al no considerar las medias extremas por que representan
la mayor cantidad de concentracion de una especie, se toma la media del tratamiento-3(50:50) con la

diferencia significativa (P<0.05; cuadro 1).

Lo anterior indica que existe un efecto positivo en cuanto a la implementacion de la leguminosa en la
dieta en ovinos en cuanto a la mayor digestibilidad de\la materia seca y organica, sin afectar la

poblacion microbiana y funcionamiento del rumen si se ajusta a una determinada produccion de gas.

Cuadro 1. Produccion de gas total de fermentacion, energia metabolizable, digestibilidad in vitro de la

materia seca y organica, de sustrato con distinta proporcion de Cynodon (Cn) y Leucaena (LI).

Tratamiento Variables determinadas
VT DIVMS DMO EM

LI Cn

mL 200 mg™ % % MCal Kg™
0 100 11.25° 33.08¢ 30.68° 1.04°
25 75 13.41° 42.08° 34.62¢ 1.17¢
50 50 20.38° 50.42° 42.83° 1.46°
75 25 24.75% 53.91° 48.73° 1.66°
100 0 26.95% 66.25% 52.7% 1.8%
a, b,c de

medias con letras distintas son diferentes (p<0.05)

VT, volumen total de gas de 24 h de incubacion para 200 mg de sustrato
DIVMS, digestibilidad in vitro de la materia seca

DMO, digestibilidad de la materia orgénica

EM, energia metabolizable
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Cuadro 2. Produccion de gas total de fermentacion, energia metabolizable digestibilidad in vitro
de la materia seca y organica de sustrato con distinta proporcion de Cynodon (Cn) y Leucaena

(L.

Tratamiento Produccién de gas

! on VR VCO2 Ef
mL 200 mg™ % %

0 100 14.892 85.102 170.66°

25 75 10.942 89.052 159.49°

50 50 10.132 89.862 202.17"

75 25 9.462 90.532 230.312

100 0 7.672 92.322 203.69

ab.¢Medias con letras distintas son diferentes (p<0.05)
VR, Volumen CO2 de gas de 24 h de incubacién para 2000 mg de sustrato
VCO2, Porcentaje de CO2 producido en 24 horas de incubacién de 200 mg de sustrato

EF, Eficiencia en la produccién de gases contaminantes

Por otra parte las medias del volumen residual (VR) y Volumen de biéxido de carbono (VCo2) no
presentan diferencias significativas (P>0.05), sin embargo a medida que se da el aumento en la
concentracion de Leucaena leucocephala los valores en volumen de gas residual disminuyen, y el
bioxido de carbono aumenta. -Mientras tanto con la prueba de Tukey la eficiencia (EF) presenta dos
agrupaciones que se relacionan con los tratamientos 3(50:50) y 5(100:0) lo cuales no presentan
diferencias significativas (P>0.05) pero los valoren muestran que Cynodon nlemfuensis es menos

digestible para el animal por lo tanto emite mas gases contaminantes.

Conclusion

Dentro del estudio de analisis, se concluye que la concentracion pura de los dos sustratos utilizados
nos puede dar efectos negativos dentro del metabdlicos, reduciendo asi mismo la actividad
fermentativa y ocasionando en un animal problemas gastricos, es por ello que se sugiere combinar en
una proporcién de 50-50 ambos sustratos ya que de esta forma se disminuya la cantidad de metano
producido y se aprovecha al maximo la digestibilidad, asi mismo no se ocasiona problemas

atmosféricos, en cuando al CO, libreado por el animal.
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SOPA DE NOPAL PARA DIETA DE BOVINOS MEDIANTE FERMENTACION, CON USO DE
INOCULANTES MICROBIANOS
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Resumen

El experimento realizado se basé en la fermentacibn mediante el método de aireacién y uso de
inodculos bacterianos, se probaron cuatro tratamientos que consistieron en dos fuentes de nopal (estéril
y no estéril) y dos fuentes de aireacion (60 y 120 minutos cada 12 y 24 horas respectivamente), esto
con el objetivo de observar y medir el crecimiento en las poblaciones en la fuente nopal estéril y no
estéril con su respectivo tiempo de agitacion y fermentacion, asi como la aireacién necesaria para
cada tratamiento. Se observaron los efectos de los tratamientos, las repeticiones, el sustrato y la
agitacion en la reproduccion de colonias bacterianas. Con el nopal estéril no se obtuvieron cambios o
diferencias en dicho crecimiento ‘bacteriano respecto al segundo tratamiento. Cabe concluir que la
aireacion es un factor que influye y favorece en el crecimiento de microorganismos y esto se observa
en la fuente de nopal no estéril en donde se ve favorecida la poblacion de hongos, bacterias y

levaduras en comparacion con la fuente estéril.
Palabras Clave: Aireacion, colonia bacteriana, agitacion.

Introduccion

En México el nopal forrajero proviene de gran parte de las nopaleras naturales. Marroquin et al.
(1964) sefalan que la explotacion de las nopaleras es mas fuerte en el norte del pais, debido a los
escases. En nuestro pais se encuentran 100 especies reconocidas. La fermentacion es el proceso
aerébico continuo (24 horas) con el que se obtiene un producto alto en proteina (3.36-24.86 % PC).
Esto es producto del uso de in6culos microbianos (bacterias acido lacticas, hongos y levaduras)
(Aranda, 2006).

Las series de cultivares COPENA, como CPF1, CPF2 y CPF3, pertenecen a O. ficus-indica. Fueron
desarrollados por el Colegio de Postgraduados-Escuela Nacional de Agricultura, y seleccionados para

produccion de forraje. Mientras que el cv. CPV1 se recomendo6 para usarse como verdura (Barrientos,
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1965 a, b), aunque sus pencas maduras también pueden usarse como forraje. Actualmente, solo CPF1
y CPV1 se cultivan en pequefias parcelas en el centro de México. La variedad COPENA-F1, o CPF1,
produce pencas largas, delgadas y verdes, excelentes para consumo humano, cuando estan maduras.
Las frutas de estos cultivos son de color verde claro, con pericarpio delgado y ligero chapete en la
parte expuesta al sol. Bajo condiciones de lluvia, se produce al menos una serie de pencas por
temporada de crecimiento (FAO).

Materiales y Métodos

Se realiz6 un experimento de fermentacién por medio de aireacion utilizando sopa de nopal de la
variedad COPENA F1 de la nopalera Facundo Barrientos UACh. Se pes6 aproximadamente 0.6 g de
superfosfato de calcio, 0.6 de urea, 0.08 de sulfato de amonio, 0.05 de levaduras, 0.05 de bacterias, y
2 sacabocados de hongo (aspergillus orizae) todo esto en base a (g/100ml). Se deposit6 en un
matraz para realizar las soluciones correspondientes. El material paso por un proceso de lavado y
esterilizacion mediante ollas de presion (115 Ib) por. un tiempo de 15 min, previamente se envolvié
con papel para introducirlo en las ollas.

Se evaluaron cuatro tratamientos en una fermentacion aerdbica de 48 horas y consistieron: T1; nopal
estéril con 60 minutos de aireacion cada 12 horas, T2; nopal estéril con 120 minutos de aireacién cada
24 horas, T3; nopal no estéril con 60 minutos de aireacion cada 12 horas y T4; nopal no estéril con 120
minutos de aireacion cada 24 horas. También se evalu6 como afecta la aireacion en las poblaciones
de colonias bacterianas de los diferentes tratamientos: t1) tratamiento con 24 horas de reposo, t2)
tratamiento con 24 horas de reposo, t3) tratamiento 3 con 48 horas de reposo, t4) tratamiento con 48
horas de reposo, (tly t3 con 60min de aireacion, t2 y t4 con 120 min de aireacion). Se colocaron en la
incubadora las cajas que contenian como medio de cultivo agar y agarosa a una temperatura de 37 °

C. Las cajas con medio en PDA, se quedaron a temperatura ambiente.

En la inoculacion de las cajas Petri se utilizo la técnica de diluciones seriadas un area estéril (campana
de flujo laminar), realizando el conteo a las 48 horas después de la siembra. Tomamos como
referencia el criterio de Woomer (1994), y los resultados se analizaron en el programa estadistico SAS.
Para el conteo bacteriano nos apoyamos del método de nimero mas probable (nmp). Esta es una
estrategia eficiente de estimacion de densidades poblacionales, especialmente cuando una
evaluacion cuantitativa de células individuales no es factible. La técnica se basa en la determinacion
de presencia 0 ausencia (positiva 0 negativa) en réplicas de diluciones consecutivas de atributos

particulares de microorganismos presentes en muestras de suelo u otros ambientes. Por lo tanto, un
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requisito importante de este método, es la necesidad de poder reconocer un atributo particular de la
poblacién(es) en el medio de crecimiento a utilizarse. El estimado de densidad poblacional se obtiene
del patrén de ocurrencia de ese atributo en diluciones seriadas y el uso de una tabla probabilistica.

Resultados y Discusion

La produccién de crecimiento bacteriano se vio afectada por el tiempo de aireacion tratamiento (P <
0.05; Cuadro 1). También, se encontrd una interaccion de fuente de nopal*tratamiento importante
dependiendo de la aireacién. Con las diferentes repeticiones no hubo cambios significativos en el
comportamiento de las medias de esta variable (crecimiento bacteriano) por efecto de los tratamientos,
sin embargo, a medida que avanzo el tiempo de incubacion parece haber un incremento en la
produccion de crecimiento bacteriano, principalmente a las 48 h. Mientras, que con el nopal estéril se
observo una disminucion en la produccién colonia bacteriana al mismo tiempo de incubacién. Con 120
min de aireacion la fermentadora favorecié el crecimiento, tanto ‘de hongos levaduras y bacterias.
Estos resultados pueden relacionarse con microorganismos que se encuentran de manera natural en
los sustratos favorecidos por las condiciones de oxigeno y nitrégeno (Becerra, 2008). No hubo efecto
de los tratamientos sobre el pH (P > 0.05). Se observé interaccion periodo*tiempo de aireacién (P >
0.05). En promedio, el pH fue de 4.53 para estéril y de 4.51 para no estéril, inicialmente; mientras que

al final hubo ligeras disminuciones, para los tratamientos asi como las respectivas repeticiones.

Conclusion

La fuente de nopal no estéril de 12hr (60min) y el no estéril de 24hr (120min), no favorece la
reproduccion de hongos, levaduras ni bacterias acido lacticas, ya que estas se mantuvieron constates
al inicio y al final. Sin embargo, el nopal estéril de 12hr (60min) tuvo un resultado de positivo. De igual
forma pero con mayor incremento, el crecimiento microbiano del tratamiento de nopal estéril de 24hr

(120min) presento un cambio positivo.

El pH se eleva cuando el nopal es esterilizado; con base al calentamiento que recibe en la autoclave.
Se noté cambio de pH en las dos fuentes de nopal en base al tratamiento con bacterias acido lacticas,
siendo mayor el descenso de pH en el nopal que fue esterilizado. Se llegé a la conclusién que el
método de aireacion de los de tratamientos realizados con 12 y 24hr no estériles con un periodo de
aireacion de 60 y 120min respectivamente, no expresan un incremento microbiano. Por otro lado, los
tratamientos esteriles de 12hr (60min) y 24hr (120min) son los que presentan un incremento

significativo, siendo el segundo el mas elevado
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CUADRO 1.Parametros obtenidos en la inoculacion

microbiana
TRATAMIENTO Variables

pH HyL BAL
PER TA FN —Logi0 NMP—
INIC 12(60) ES 453 0 0
INIC 24(120) ES 453 4.87 5.29
INIC 12(60) NE 451 O 5.29
INIC 24(120) NE 451 6.84 6.49
FIN 12(60) ES 3.66 4.83 7.01
FIN 24(120) ES 3.66 5.38 6.97
FIN 12(60) NE 377 0 9.59
FIN 24(120) NE ST e A V1 7.69

av)

FACTOR

FN; Estéril vs No Estéril <0001 0.0001 0.086

TA; 12(60) vs 24(120) ' 0.0001 0.157
PER; Inicial vs Final . 0.6321 0.086
FN*TA . 0.0002 0.090
PER <.0001 0.6321 0.086
PER*TA <.0001 0.0953 0.163
PER*TA+FN . 0.0001 0.0877

TA = tiempo de aireacion, PER= periodo, FN= fuente
de nopal, L= levaduras, H=hongos, BAL= bacterias
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UREA PROTEGIDA Y EDAD DE REBROTE DE LEUCAENA Y PASTO ESTRELLA EN LA
FERMENTACION In Vitro POR CONSORCIOS RUMINALES DE OVINOS

Blancas Guerra E.!, Cabrera Munguia L.*, Méndez Becerra P.*, Mondragén Tapia H.*, Sandoval
Gonzélez L.* Miranda Romero L. A.?
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Resumen

Se sabe que los forrajes son la principal fuente alimenticia de los rumiantes, ya que cuentan con
nutrientes esenciales para el desarrollo del animal, en esta ocasion ovinos. Los cuales al consumir el
forraje aprovechan al maximo los nutrientes que éste contiene, realizando una digestién de tipo
fermentativa en el rumen; a consecuencia de esto se produce una gran cantidad de gases
contaminantes, principalmente. metano y CO2. Por esta razon el objetivo del experimento consiste en
determinar la produccion de gas y la digestibilidad in vitro de materia seca de dos diferentes forrajes
cuando se les suministra un aditivo en este caso Urea Protegida, los forrajes utilizados fueron:
Leucaena leucocephala y Cynodon plestostachyus. El experimento consisti6 en la medicion de gas
liberado por los forrajes antes mencionados, a diferentes edades de rebrote 35y 70 dias de las cuales
se tomaron 0.5g que posteriormente se colocaron en frascos con sus respectivos tratamientos y
repeticiones sellandolos perfectamente, para después tomar las mediciones que se realizaron en un
periodo de 24hrs, a las 6, 12, 18 y 24hrs. Los resultados que se obtuvieron nos mostraron que la
Leucaena libera mas cantidad de gas y tiene mayor digestibilidad de MS que el Cynodon, en cualquier
edad de rebrote. También se observé que es irrelevante el uso de Urea Protegida en los forrajes ya
gue no se muestra un aumento significativo en la digestibilidad, pero en el caso de Cynodon se

produce una menor cantidad de gas con aditivo que sin éste.

Palabras clave: Fermentacion, in vitro, Leucaena leucocephala, Cynodon plestostachyus.
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Introduccion

El desempefio productivo de los rumiantes estd en funcion del valor nutricional de la dieta que
consumen, la evaluacioén del valor nutricional se puede realizar por el método in vitro mediante la
técnica de produccion de gases, la cual, emplea sustratos molidos como Leucaena leucocephala y
Cynodon plectostachyus, un medio anaerébico, una temperatura constante e inéculo ruminal, este
procedimiento permite la comparacion de los sustratos, ademas, la produccién de gas por unidad de
materia seca o de materia organica puede ser cuantificada.

La Urea es un fertilizante agricola que a partir de 1950 se usa en la dieta de animales domésticos, ya
gue provee de nitrégeno no proteico para la microflora digestiva del rumen, reduciendo los costos de
produccién y mejorando los parametros productivos, eficiencia y conversién. La urea protegida de
liberacion lenta permite controlar la entrega de nitrégeno al rumen en la alimentacion de rumiantes por
su potencial en retardar la liberacién de amoniaco postprandial y asi disminuir la alta concentracion de
amoniaco que lleva a su utilizacion ineficiente por partesde los microorganismos ruminales. El objetivo
de este estudio fue evaluar mediante la medicion in vitro: la produccion de gas, degradaciéon de la MS,

Energia Metabolisable, Digestion de MO.

Material y Métodos

Se realiz6 un experimento de digestibilidad in vitro mediante la producciéon de gas, para este
experimento se utilizo como sustrato Leucaena leucocephala y Cynodon plectostachyus. Para
comenzar se pesO 5g de sustrato, 0.001g de Urea protegida (aptigen), los cuales se colocaron en
frascos de 100 ml. Proseguimos a formular una solucién mineral la cual consiste en: 6g de KH,PO,, 6g
de (NH;)SO,4, 12g de NaCl, 2.45g de MgSO,, 1.60g de CaCl,2H,0, 2.5g cisteina, 15ml NaOH 2N, 2.5¢g
sulfuro de sodio. Esta se dej6 en bafio Maria hasta que tomo un color violeta claro, para
posteriormente agregarle el liquido ruminal que en proporcion a la solucion se agregé 260 ml de liquido
ruminal. A la solucién obtenida se agregé 90 ml. a cada frasco, se taparon herméticamente y se
incubaron durante 24 h.

Las variables con las que se trabajé fueron medidas con un manémetro kg/cm2 a las 6, 12, 18 y 24hrs.
Al terminar de realizar las mediciones se procedio al filtrado de la MO, posteriormente se coloco en la
estufa a 60°c durante 72 h. para eliminar la humedad. Por ultimo se peso el papel filtro con el sustrato
y posteriormente se realizaron los célculos correspondientes de EM (energia metabolizable), DMO
(digestibilidad de materia orgénica), ademas se procesaron los tratamientos en SAS mediante la

comparacion de medias.
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Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos en este experimento indican que solo la edad de rebrote y el tipo de forraje
presentan significancia, mientras que el aditivo y la interaccion entre edad de rebrote y forraje no
presentan significancia alguna, como se muestra en el Cuadro 1.

También, encontramos que la produccion de CO, es afectada por la presencia del aditivo, en Cynodon
se generd una disminucién en la degradacién de la materia organica, sin embargo la Leucaena fue
beneficiada aumentando sus niveles de DMO.

De la misma manera se observé que la eficiencia en Leucaena presentd un mayor grado sin verse
influenciada por la EDR, mientras que los demas presentaron una eficiencia menor, asi mismo la
digestibilidad de materia seca se vio afectada por el aditivo solo en Leucaena con 35'EDR:y Cynodon
con 70 EDR, mientras que los otros tratamientos mostraron una reaccion negativa al uso del aditivo.

La Leucaena presento la mayor digestibilidad de materia organica. Observandose una alteracion
respecto a la EDR, mientras que el Cynodon presento una variacion negativa con respecto al
tratamiento.

En cuanto a la energia metabolizable se presentd una correlacion positiva en la Leucaena de 70 EDR
a partir del uso de aditivo, a su vez la Leucaena de 35 EDR presento una minima diferencia.

Por ultimo la ENL se encontré que el Cynodon respondié negativamente al uso de aditivo, mientras
gue la Leucaena fue favorecida per el uso de este.
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Cuadro 1. Variables de produccion de gas y digestibilidad in vitro, y variables nutricionales del
Cynodon plectostachyus (Cn) y Leucaena leucocephala (LI) por consorcios microbianos del rumen de

ovinos
TRATAMIENTO VT EF DIVMS DMO EM ENL

EDR FORR UREA mL500 mL500 % % Mcal kg~ Mcal kg’

d mg*MS mg* MSD tms ' Ms
35 Cn Con 9.75 27.70 32.80 29.35 4.16 1.18
35 Cn Sin 14.08 40.01 37.27 33.20 4.75 2.10
35 LI Con 25.75 73.15 65.00 51.64 7.37 3.02
35 LI Sin 25.25 31.73 60.60 51.19 7.30 2.96
70 Cn Con 3.58 10.18 29.67 23.21 3.23 0.47
70 Cn Sin 10.58 30.07 26.33 29.44 4.19 1.27
70 LI Con 21.75 61.79 49.00 47.83 6.79 2.56
70 LI Sin 15.25 43.32 50.53 42.05 5.91 1.81
FACTORES ---- -P
EDR 0.0319 0.0319 0.0074 0.0213 0.0221 0.0166
FORR 0.0001 0.0001 <.0001 <.0001 <.0001 0.0003
UREA 0.6726 0.6726 0.8963 0.6726 0.6726  0.4451
EDR*FORR 0.6726 0.6726 0.3728 0.7370 0.7307 0.9488

VT, volumen total de gas a 24 h de incubacioén in vitro
DIVMS, Digestibilidad a 24 h de incubacioén in vitro
EF, eficiencia de produccion de gas; MSD, materia seca digerida; DMO, digestibilidad de la

materia organica; EM, energia metabolizable; ENL, energia neta para lactacia.

Se encontraron resultados en la literatura donde se muestra una EM de 1.88 a 2.04 Mcal kg™ MS en
Leucaena a comparacion de lo anterior es rescatable mencionar que los valores obtenidos en el
experimento nos muestran un aumento considerable de la EM con el uso del aditivo.

La respuesta observada en produccion de gas por efecto de los tratamientos dependié del tipo de
sustrato y el tipo de forraje, lo cual puede deberse a la capacidad de las especies microbianas en

degradar el sustrato.
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Estos resultados, podrian tener una relacion directa con la cantidad de proteina, que presenta cada
forraje, puesto que la Leucaena tiene una mayor cantidad de proteina y es una leguminosa, mientras
que el Cynodon es pobre en proteina y es una graminea. Por esta razén en cada medicion se vio
favorecida, significativamente sobre el Cynodon e incluso presento una mayor respuesta al tratamiento

con urea protegida.

Conclusiones

La técnica de produccion de gas permite detectar diferencias entre los sustratos generados por su
madurez, condiciones de crecimiento y especie. Igualmente ha sido usada para determinar diferencias
en la fermentabilidad, EF, EM, DiIMS, DMO, y ENL de los sustratos.

En la elaboracion de éste experimento podemos afirmar que el uso de aditivo en la alimentacién de los
rumiantes es poco variable en cuanto a los beneficios para el animal, debido a que los resultados
obtenidos nos dan a entender que si se piensa utilizar Leucaena la produccion de gas serd mayor. El
uso de aditivo no afecta a la Leucaena ya que se obtienen resultados muy idénticos cuando se usa
urea que cuando no, pero se tiene una mayor digestibilidad si se usa aditivo que es el beneficio que le
interesa al productor dejando atras que si se produce mayor cantidad de gas, este se libera a la
atmosfera lo que hace que se contamine por el metano producido. Por otro lado, el Cynodon libera
mayor cantidad de gas cuando se la aplica el aditivo, en cambio la digestibilidad de materia seca varia
dependiendo la edad de rebrote, ya que a mayor edad la digestibilidad es altamente significativa
cuando hay aditivo, a diferencia de cuando no lo hay, pero a menor edad de rebrote, es muy similar en

ambos casos.
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PRODUCCION DE GAS “IN VITRO” PARA LA DETERMINACION DE LA CINETICA DE
FERMENTACION Y DIGESTIBILIDAD DE FORRAJES, EN CAMPO
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Resumen

Uno de los principales problemas que limitan tener el valor nutritivo de la dieta es el tiempo que se
tarda en determinar el contenido nutrimental y digestibilidad del mismo, debido a que son realizados en
sitios lejanos a la explotacion. Se realizdé un experimento aplicando la técnica de producciéon de gas
como técnica rapida en campo, utilizando como sustrato maiz, alfalfa y orchard, sobre la produccion de
gas, EM, ENL y DMO. Se obtuvo mayor cantidad de gas, digestibilidad y energia con la alfalfa
(P>0.05), esto puede demostrar que una dieta balanceada con alfalfa y otro forraje daria muy buenos
resultados. La técnica para el analisis rapido en campo no pudo llevarse a cabo fuera del laboratorio
debido a problemas presentados con las instalaciones eléctricas en el area de trabajo, motivo por el
cual el experimento fue transferido a laboratorio; la técnica sirve a medida que se realice de acuerdo a
la metodologia planteada, sin importar que otros procedimientos se realicen en campo (secado,

molido, tamizado de las muestras e inoculacion del liquido ruminal a los frascos).

Palabras claves: Fermentacion, técnica rapida en campo, calidad.

Introduccién

De las ramificaciones que tienen la zootecnia o la ciencia animal, estas pueden categorizarse en tres
puntos; nutricion, reproduccion y mejoramiento genético. La nutricién es la mas importante cuantitativa
y econémicamente debido a que incide mas en los costos de produccion representando de 60-85 % de
los mismos, es por ello que en los sistemas de produccion se calcula el valor nutritivo de la dieta a
partir de: contenido nutrimental, consumo animal y asimilacion(Shimada, 2003). A partir de esto los
principales problemas que limitan tener el valor nutritivo de la dieta es el tiempo que tarda en

determinar los tres puntos anteriores en laboratorio debido a que su ubicacion es lejana a la
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explotacion. Asi es como el andlisis de este problema conduce a plantear las posibles soluciones las
cuales deberan ser rapidas y econdémicas con el objeto de determinar el valor nutricional de la dieta en
la explotacion sin hacer uso de laboratorios. De esta manera se ganara tiempo, disminucién de costos
y satisfaccion de productores. El objetivo de esta investigacion es evaluar una alternativa que permita
determinar el valor nutricional de la dieta, haciendo uso de la técnica de produccién de gas como una

técnica microbioldgica rapida en campo.

Materiales y métodos

Se utilizé la técnica de produccién de gas, la cual tuvo la finalidad de llevar los procesos de laboratorio
al campo. Se utilizaron los siguientes forrajes: Orchand grass (Dactylis glomerata), Alfalfa (Medicago
sativa) y Maiz (Zea maiz) los cuales fueron colectados en el cultivo de produccién de leche en
pastoreo de la Universidad Autébnoma Chapingo. Posteriormente las muestras de los forrajes se
secaron en un deshidratador de frutas casero marca. oster modelo numero FPSTFDO0101 con un
tiempo de espera de 15 hrs. Después de secado se moli6 en un molino eléctrico de café (casero)
marca oster, y se tamizo para homogeneizar la muestra. Se realiz6 un disefio experimental
completamente al azar con tres tratamientos (forrajes) y tres repeticiones cada uno (frascos),
obteniendo 9 unidades experimentales, mas dos blancos. Se utilizaron frascos de color ambar de 60
ml de capacidad, a los que se les agrego 0.2 g de sustrato excepto a los blancos; se agregd 20 ml de
solucion mineral reductora para después ser tapados con un tapon de goma y sellados con aros
metalicos. El inoculo ruminal se obtuvo de 2 borregos, mediante el proceso de introducciéon de una
sonda y la ayuda de una bomba de vacio para facilitar la extraccion, asi mismo se filtré el producto en
una tela de gasa doblada en 8 partes, para después mezclarse y obtener un liquido compuesto; a
cada frasco se le inyecto 10 ml del inoculo. Se utilizé la técnica de medicién de digestibilidad “in vitro”
con una proporcién dos a uno del liquido ruminal con respecto a la solucion mineral donde inocul6 el
liquido compuesto de los frascos antes mencionados. Se registrd la produccion de gas a las 6, 12, 18 y
24 h, para esto se us6 una jeringa de vidrio de capacidad de 60ml. Pasadas las 24 hrs se filtraron al
vacio los contenidos de los frascos color ambar, los residuos se metieron a la secadora por 48 hrs para
calcular la Msr (materia seca residual) a partir de la cual se calcul6 la digestibilidad de materia seca.
Los datos se procesaron en hoja de célculo electrénica del programa Excel 4.0. La comparacion de
medias se realizaron mediante la prueba de rango multiple de Tukey (P<0.05). Todo lo anterior se

realizo con el paquete estadistico SAS (2009).
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Resultados y discusion

La digestibilidad de la materia seca para las tres especies forrajeras, demostré que la produccion de
gas es diferente para cada especie forrajera ya que la alfalfa fue el sustrato con mayor produccion de
gas, asi mismo fue el forraje con mayor porcentaje de digestibilidad, probando asi que al menos un
sustrato fue diferente para los distintos tratamientos (P> 0.05), la digestibilidad de materia seca
encontrada en orchard y maiz fueron similares y a la vez menores que la alfalfa (P>0.05). Estos
resultados no fueron los mismos en digestibilidad de materia organica donde la alfalfa y el maiz
tuvieron una digestibilidad de materia organica similar (P>0.05), siendo distinto y mayormente que la
digestibilidad organica del orchard (P>0.05). Con base en los resultados de Alvarado (1978) para la
comparacion de maiz y alfalfa, y con las tablas de NRC en el caso del orchard , se encontré una
diferencia marcada con el maiz en cuanto a DMS ya que los célculos arrojaron que el valor era 41.5y
en el trabajo citado fue de 72.27, en cuanto a la DMO fue de 40.35 mientras que en la literatura el valor
era de 72.56 , en cuanto a la energia metabolizable los valores no fueron los esperados ya que los
valores de Alvarado (1978) no son similares a los del presente trabajo, la energia neta de lactancia en
comparacion no cumplio las expectativas ya que los valores no se acercaron a los citados.

Por otro lado el Orchard no fue superior a los valores de las tablas de NRC (2006), ya que en todas las

variables medidas este forraje fue'muy pobre.

Cuadro 1. Valores referentes a la digestibilidad “in vitro” de tres variedades de forraje.

Vit Vr VCO, DIVMS DMO1 DMO2 EM1 EM2 ENL
Forraje ~ mL 200 mg" % —— Mcal kg™

1
Alfalfa 245° 0.00° 255° 53.0° 47.53* 40.280° 1.636*° 1.3533° 0.71°
Orchar  10.167°  0.00° 10.5° 44.0* 25.24° 25.903° 1.053° 0.876" 0.3633"
d
Maiz 22.16% 1.33%  20.83" 42.0° 40.35° 37.197* 1.393" 1.256® 0.646%

b

Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.

Vt= volumen total; Vr= volumen residual; VCO,= volumen de CO,. DIMSV= digestibilidad de la materia
seca; EM1= energia metabolizable (Getachew et al., 2002); EM2= energia metabolizable (Menke and
Steingass, 1987); ENL= energia neta de lactancia; DMO1= digestibilidad de la materia organica

(Getachew et al., 2002); DMO2= digestibilidad de la materia organica (Menke and Steingass, 1987).
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Una vez observado el cuadro de arriba se puede inferir que el mejor forraje es la alfalfa, esto implica
gue una dieta en la que se utilice este ingrediente sera buena, ya que todas sus variables fueron altas
con respecto a las otras dos. Haciendo una recapitulacion de este trabajo se puede mencionar que las
técnicas rapidas en campo resultaron Gtiles para encontrar el valor de las variables expresadas en este
trabajo, por otro lado no son tan eficientes en situaciones adversas dado a que no todas las
infraestructuras son las propicias para ello, tomando como ejemplo en el trabajo la incubacion no se
realizé en el campo, ya que las condiciones de la red eléctrica no fueron las apropiadas. A manera
general se puede decir que si se tiene la certeza de que las instalaciones estan en buena condicion

estas técnicas pueden ser muy Utiles si no es asi, ho se recomienda su uso.

Conclusion

Bajo las condiciones de este estudio, se concluye que la alfalfa es el forraje con mayor digestibilidad y
energia metabolizable asi mismo que las técnicas de digestibilidad en campo se asemejan mucho a
las de laboratorio y se podria decir que son muy utiles, pero las condiciones no son tan cuidadas. Ya
gue en el laboratorio se sigue una metodologia probada y optimizada, en cuanto a las técnicas rapidas
al estar en vias de desarrollo no estan adaptadas para accidentes como lo fue en este caso.
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PRODUCCION DE XILANASAS DE Trametes trogii POR FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO
EN MAIz

Aguilar Villarreal. G.*, Maceda Olguin. P.*, Olguin Vitales. M.*, Garcia Severiano. C.! Carrillo Diaz. M.

1.2, Tirado Gonzalez D. N.?, Miranda-Romero L. A.?
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Resumen

Las xilanasas son enzimas capaces de catalizar hemicelulosa de las paredes celulares de forrajes.
Existen hongos con la habilidad de sintetizar enzimas, la.cual los rumiantes solo pueden aprovechar un
porcentaje, debido al pH y temperatura del rumen. El objetivo fue observar el efecto de dos sustratos
en la cantidad de enzimas xilanasas producidas por el hongo Trametes trogii. Se evalu6 la actividad
enzimatica (AE) de Trametes troggi en intervalos de tiempo de tres dias (0, 3, 6, 9, 12, 15y 18) usando
como sustrato rastrojo de maiz (con'y sin mazorca). La AE de xilanasas se definié como la cantidad de
MM de azlcares producida por mL de EE por min de reaccion, cuantificadas por la reduccion de DNS
(acido 3,5-dinitrosalicilico). No se encontré diferencia significativa entre los promedios finales de
actividades de xilanasas de los sustratos utilizados (p>0.05), sin embargo, se encontré que a los 18 d
(636 UM azucares reductores/mL de extracto enzimatico/min de reaccion) hubo un pico de actividad
para los extractos del sustrato con rastrojo de maiz sin mazorca. Se concluye que la mejor actividad
enzimatica se observa cerca de dia 18, pero afiadir la mazorca a los sustratos con base de rastrojo de

maiz no mejora la produccién de xilanasas.

Palabras clave: actividad enzimatica, hongos ligninoliticos, degradacion de fibras del forraje.

Introduccion

Por su alto contenido de fibra (celulosa, hemicelulosa, lignina entre otros), los forrajes son de bajo
valor nutritivo, debido a que los animales no producen las enzimas requeridas para su digestion
(celulasas y hemicelulasas; Contreras, 2010). Los rumiantes albergan en su rumen, microorganismos
(bacterias, protozoarios y hongos) productores de tales enzimas y fermentan los azucares liberados

durante la hidrdlisis produciendo acidos grasos volatiles (AGV) de alto valor energético para el
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rumiante, en tanto que éste les proporciona el alimento y ambiente necesario para su crecimiento y
multiplicacion (Angeles, 2006). Entre mas maduro este el forraje, la cantidad de fibra es mayor y el
ataque microbiano disminuye y, aunado a esto la actividad enzimatica de las xilanasas y celulasas
desciende cuando el pH ruminal disminuye (Gonzales, 2004). Se han investigado métodos fisicos,
quimicos y biolégicos para mejorar la digestion y aprovechamiento ruminal de la paja, a través de
eliminar lignina (Angeles, 2006; Dervin, 2008). En el ambito bioldgico se ha intentado el uso de
“hongos de la pudricién blanca” y enzimas. Los hongos son degradadores destructivos al eliminar a
lignina también consumen los polisacaridos de la fibra que deberia ser el sustrato del animal
(Remacha, 1988.). Por otro lado, las enzimas son degradadoras selectivas pues atacan Unicamente al
sitio activo, dando asi una catalisis y dejando libre los azlcares para su aprovechamientospor parte del
rumiante. Se han obtenido evidencias de que Trametes trogli es un hongo ligninolitico capaz de
degradar la lignina enziméaticamente mas eficientemente. (Graciela, 2009; Morales, 2006). El objetivo
de este estudio fue determinar el perfil de produccién xilanasas por Trametes trogii en rastrojo de maiz

(Zea mays L.) con y sin maiz molido, para determinar el dia de maxima produccion.

Material y Métodos
Al interior de una campana de flujo laminar se sembré en cajas Petri de 100x15 milimetros un disco de

1 cm de diametro de hongo T. troggi en agar PDA (24 g L~ de caldo papa dextrosay 15 g L™t de

agar), se incubaron a 30°C. A los siete dias se inoculd en cajas Petri agregando 4 discos de un
centimetro de diametro del micelio a 10 gramos de sustrato que consistido de 80% de rastrojo de maiz
(con maiz y sin maiz), con 20% de salvado de trigo, con 80% de humedad y se metieron a incubar a
una temperatura de 30°C. Se realizaron extractos enzimaticos de los dias 0, 3, 6, 9,12, 15y 18. El
material de la caja Petri se vacié en un matraz Erlenmeyer de 250 ml, se agregaron 90 ml de agua
destilada, se tapd con papel parafilm, se coloc6é el matraz en un recipiente con hielos hasta dos
terceras partes y se puso sobre la base de una agitadora orbital por 30 min a 120 RPM. Enseguida se
filtré y en un tubo cénico de 50 ml se dispusieron 40 ml para posteriormente ser centrifugado a 7000
RPM durante 12 minutos. Se tomaron 1.8 ml de liquido con la ayuda de una micropipeta colocandolos
en tubos de 2mL congelandolos a -20 °C. Se realizaron 4 repeticiones de cada una de las muestras
gue se centrifugaron. A los extractos se les midi6 la actividad enzimética cuantificando los azlcares
producidos por la accion de xilanasas durante la incubacion, por la reduccién de DNS (4cido 3,5-
dinitrosalicilico) de acuerdo a lo reportado por Miller et al. (1960). Se utiliz6 como sustrato xilano de
madera al 0.5%, en un tubo de ensayo se colocaron 800 pL de sustrato, 100 pL de buffer de

citratos(50 mM, pH 5.3) y se adicionaron 100 pL de extracto enziméatico, se incub6 por 20 minutos a
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50°, enseguida se agreg6 1 ml de DNS, las muestras hirvieron (100°C) durante 5 minutos, la reaccién
se detuvo al colocar las muestras en bafio de agua con hielo. Se leyeron sus absorbancias en un
espectrofotébmetro UV-vis LAMBDA 35 Perkin Elmer a una longitud de onda de 595 nandmetros y se
ajustaron utilizando blancos con extractos enzimaticos inactivos por calentamiento (90-100°C por 10
min). La actividad enzimética de xilanasas, se definié6 como la cantidad de uM de azulcares producida

por mL de extracto enzimatico por min de reaccion, cuantificadas por la reduccién de DNS.

Resultados y Discusion

No hubo diferencia estadistica entre los promedios a través del tiempo de los dos sustratos utilizados,
sin embargo, el pico mas alto de actividad de enzima fue el dia 18 para el tratamiento con maiz
(p>0.05; Figura 1). Estos resultados difieren de perfiles de actividad de xilanasas reportados con otros
hongos y tipos de sustratos, en donde se han observado picos de actividad maxima del primer hasta el
cuarto dia (Marcia et al., 2010). Sin embargo los perfiles de actividad varian de acuerdo a las
condiciones de los cultivos debido a que la produccién de enzimas de los hongos, se debe a la
presencia de sustratos especificos (Obodai et al., 2003). Ademas, la capacidad de hidrdlisis de las
enzimas especificas dependen de la composicion quimica y estructural del fibra, por ejemplo, Mata et
al. (2011) probaron la degradacion de fracciones de paredes celulares de rastrojo de maiz utilizando
extractos enzimaticos de Auricualira polytricha (AP) y Stereum hirsutum (ZT), y se encontré que el AP
degradd la lignina, la celulosa y la hemicelulosa, sin embargo, ZT no pudo degradar la lignina ni la
hemicelulosa, pese a que present6 altas actividades de xilanasas. Gao et al. (2012), probaron el
pretratamiento de rastrojo de-maiz, con extractos de xilanasas de 40 cepas de Gloeophyllum trabeum;
Gloeophyllum trabeum KU-41, disminuyé el 43% del xilano del rastrojo de maiz e incrementé de 0.7 a
2.5 veces la posterior capacidad de absorcion de celulasas. Lo que indicaba que la conversién de
celulosa a glucosa se incrementa debido a la remocidn previa del xilano de la superficie de la pared

celular, por lo que se recomendd un pretratamiento con xilanasas.
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Figura 1. Efecto del sustrato sobre actividad enzimatica de T.troggi en la produccion de Xxilanasas.

Sustrato: (CM) con maiz (SM) sin maiz.

Conclusién

Los resultados obtenidos demuestran que es viable la produccion de xilanasas por accion de Trametes
trogii en un sustrato de rastrojo de maiz. La adicién de la mazorca a los sustratos de rastrojo, no afecta
la produccién promedio a través del tiempo de xilanasas, sin embargo el pico de maxima actividad fue

18 d después de ser inoculado el hongo, en los medios sin mazorca.
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CINETICA DE PRODUCCION DE GAS DE FERMENTACION Y DIGESTIBILIDAD In Vitro DE
LEUCAENA-PASTO ESTRELLA, POR CONSORCIOS MICROBIANOS RUMIANLES
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Resumen

Se investig6 el efecto de la inclusion de Leucaena leucocefala (LI) de 35 dias de edad de rebrote, en
los pardmetros (Vm, S y L), volumenes fraccionales (Va, Vb y Vc)'y eficiencia (Ef) de produccion de
gas de fermentacion y digestibilidad in vitro (DIVMS) de Cynodon "nlemfuensis (Cn) de 35 DER: Los
tratamientos fueron las proporciones 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 y 100:0. El disefio experimental fue
completamente al azar. La inclusién de LI increment6 (P<0.01) Vm, S, Ef, Va, Vb, y DIVMS, y redujo
(P<0.01) L. La inclusién de LI mejora la fermentacion ruminal de Cn, por lo que la asociacion de estos

forrajes en sistemas silvopastoriles puede traer beneficios en la produccion de ovinos.

Palabras Clave: fermentacion, cinética fermentativa.

Introduccién

El rumen constituye un saco de fermentacién por excelencia que facilita un ambiente 6ptimo con
condiciones de anaerobiosis, temperatura y pH constantes que garantizar la funcion ruminal. Al evaluar
la variedad de leguminosa Leucaena leuccocephala asociada con una variedad de graminea Cynodon
nleufensis en 5 diferentes proporciones (tratamientos) y con etapa fisiologica de 35 dias de rebrote, se
presenta el volumen maximo de gas producido, la velocidad de fermentacién, fase de retardo,
digestibilidad in vitro de la MS y la eficiencia de cada tratamiento en 72 horas, para describir el efecto

de las actividades fermentativas de bacterias ruminales in vitro.

Material y Métodos

Los tratamientos de Leucaena leucocephala. y Cynodon nlemfuensis: 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 y
100:0, se colocaron en frascos de 125 ml de capacidad, cada uno con tres repeticiones y 0.5 g de
muestra. Se agregaron 90ml de inoculo ruminal, preparado con liquido ruminal extraido de ovinos en

ayuno con una dieta alta en forraje y Solucién Mineral Reductora a base de 3 soluciones: KH,POy,
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KH,PO4- NH,).S04-NaCl- MgSO,-CaCl,*2H,0 y 2.5 g de Cisteina-NaOH-2.5 g de Na,S-0.1 ml de
rezarsurina; se les agreg6 CO, y fueron tapados herméticamente e incubados por 72 horas a 39°C.

El disefio experimental empleado fue el de completamente al azar, la unidad experimental fue
cada frasco, ademas de 2 blancos sin sustrato.

Con un manémetro se midio la presién de gas que se gener6 dentro de cada uno de ellos; la rutina de
medicion fue hecha bajo los siguientes intervalos de tiempo: 0, 2, 4, 6, 10, 14, 16,18, 24, 30, 36, 42,
48, 60 y 72 horas registrando la produccion de gas por gramo de MS incubada.

Los datos se analizaron con el procedimiento GLM de SAS 9.2 obteniendo el andlisis de varianza
para las variables V, S, L, Ef, Va, Vb, Vc y DIVMS. La comparacion de media se «obtuvo con el

enunciado

Resultados y discusiones

La produccién acumulada de gas por gramo de MS (Vm) mostré diferencias entre tratamientos (P <
0.01; Cuadro 1). También se encontraron diferencias (P < 0.01) en la velocidad de fermentacion (S),
fase de retardo (L) y eficiencia de la transformacion de la MS digerida (Ef), siendo el tratamiento 100:0
el que resulto mejor estadisticamente para las variables Vm, S y Ef, para la variable L el mejor
tratamiento estadisticamente fue 0:100.

El valor de las variables Vm, S y Ef fue mayor al incrementar la proporcion de Leucaena leucocephala

y disminuir la de Cynodon nlemfuensis, caso contrario ocurri6 para L.
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Cuadro 1. Produccion acumulada de gas (mL) por gramo de materia seca incubada 72 h de Leucaena
leucocephala y Cynodon nleufensis solos y combinados a los 35 dias de rebrote y

eficiencia.

Tratamiento vm? s? L3 Ef*
LP cn® ml g™ ht h %

0 100 126.667 ¢ 0.0243667 ° 9.3286 2 22.469 ¢
25 75 178.333°¢ 0.0233667 ¢ 5.9073° 41.352 ¢
50 50 214.933° 0.0290667 © 5.7130° 56.362 "
75 25 225.333° 0.0318667 ° 5.1997° 62.180°
100 0 268.567 @ 0.0336333 2 5.3106° 85.512 2

Volumen méaximo de gas, 2\/elocidad de fermentacion, 3Fase de retardo, *Eficiencia de transformacion
de la materia seca digerida.
®Leucaena leucocephala, ®Cynodon nlemfuensis

Mililitros de gas por gramo de sustrato, 1/horas, horas, porcentaje.

Se encontr6 que a mayor proporcion de Leucaena leucocephala en combinacién de Cynodon
nlemfuensis en la fermentacién in vitro la eficiencia aumenta relativamente, puesto que un mayor
porcentaje dentro de esta, indica una mayor produccion de gas, teniendo como referencia que el
producto principal en la fermentacion es biéxido de carbono (CO,) y metano (CH,) lo que provoca un
mayor impacto en la contaminacion ambiental puesto que son los principales gases de efecto
invernadero y contribuyentes al calentamiento global, por lo que en este aspecto el suministro de
Leucaena leucocephala determina los grados de produccion de gas, fase de retardo o de comienzo en
la fermentacién pero favorece la velocidad de la misma; la fase de retardo o comienzo de la
fermentacion conjuga el tiempo en el que el rumiante puede disponer de los nutrientes (productos de la
fermentacion) para obtencion de energia. Cabe destacar que para que la flora y fauna microbiana se
contengan en un ambiente estable y en simbiosis con el rumiante debe haber una cantidad
considerable de carbohidratos por lo que tampoco se debe omitir el suministro de leguminosa; segun

Annison y Lewis (1981) los carbohidratos son indispensables para los microorganismos del rumen, ya
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gue a partir de estos sustratos el animal obtiene la energia en forma de &cidos grasos volatiles los
cuales aportan dos terceras partes de la energia total que los rumiantes no obtendrian si no existiera
tal simbiosis.

La produccion fraccional de gas por gramo de MS mostré diferencias entre tratamientos (P < 0.01;
Cuadro 2). El volumen fraccional de rapida fermentacion (Va), el volumen fraccional de media
fermentacion (Vb), y la digestibilidad in vitro de MS fueron mayores al incrementar la proporciéon de
Leucaena y disminuir la de Cinodon en los tratamientos; sin embargo, el volumen fraccional de
fermentacion lenta (Vc) fue mayor para el tratamiento 25:75 y menor para el tratamiento 0:100,
encontrandose el resto estadisticamente iguales a ambos.

Cuadro 2. Produccion fraccional de gas (mL) por gramo de materia seca incubada 72 h de Leucaena
leucocephala y Cynodon nlemfuensis solos y combinados a los 35 dias de rebrote y
digestibilidad in vitro.

Tratamiento val Vb? vcl DIVMS*
b° cn® mlg* mlg* mlg* %

0 100 14.210¢ 74.910 ¢ 33.860 ¢ 35.5331
25 75 31.403°¢ 98.420 © 49.297 2 46.467 ©
50 50 39.827 ¢ 149.653° 42.633%°¢ 52.467 °°
75 25 46.140° 162.280° 40.177°% 55.200 P
100 0 57.020 2 198.770 2 42.983% 63.667 2

Volumen fraccional de rapida fermentacion, * *Volumen fraccional de fermentacion media *Fraccion de
fermentacion lenta, “Digestibilidad in vitro de la Materia Seca.
°Leucaena leucocephala, ®*Cynodon nlemfuensis

Mililitros de gas por gramo de sustrato, porcentaje.

Las combinaciones de leguminosa y graminea, muestran que en la combinacién de proporcion 100:0
es la mas digestible por existir mayor cantidad de carbohidratos a degradar por la fauna microbioana

ruminal, lo que hace mayor el tiempo de fermentacién y un aprovechamiento tardio de nutrientes por
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parte del rumiante, ademas que a altos niveles de almidon se produce un trastorno metabdlico a causa

de concentracion de acido lactico en el rumen.

Las combinaciones 50:50 y 75:25 alcanzan grandes niveles en fermentacion de azucares simples y
fibra estan en contraste y existe un nivel intermedio en la fermentacion se carbohidratos complejos,

estableciendo un nivel promedio de fermentacion para la flora ruminal general.

Conclusion

Utilizar una proporcién mayor de Leucaena leucocephala favorece la velocidad de fermentacién con lo
gue el rumiante puede disponer de los nutrientes de este alimento en un periodo de tiempo mas corto
ya que la digestibilidad de la materia seca es mas eficiente; sin embargo, como consecuencia de una
acelerada velocidad de fermentacién la produccion de gas es mayor comparada con tratamientos
asociados con Cynodon nlemfuensis donde los niveles.de gases contaminantes son menores, por lo
gue las combinaciones mas eficientes de Leucaena leucocephala y Cynodon nlemfuensis son 25:75 y
50:50 respectivamente debido a que una cantidad muy elevada de Leucaena leucocephala produce
timpanismo en los rumiantes y una cantidad muy baja de esta no ayuda en el aporte de proteinas para
el animal, en cambio el balance entre una planta lefiosa y un pasto a iguales proporciones es mas
favorable por que mantiene un equilibrio de aporte de nutrientes y una baja produccién de gas, esto no
solo representa un beneficio para el bienestar animal, si no que disminuye los niveles de gases de

efecto invernadero (CO, y CH,).
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TIPO Y NIVEL DE ACEITE EN LA FERMENTACION In vitro DE Leucaena leucocephala POR
CONSORCIOS MICROBIANOS DEL RUMEN DE OVINOS

Juarez Luna M.A.%, Melo Solis A.L.*, Reyes Benitez E.!, Razo Herrera G.?, Miranda Romero L. A2

Departamento de Zootecnia®, Posgrado de Produccién Animal?, Universidad Auténoma Chapingo. Km

38.5 Carretera México-Texcoco, C.P. 56230, Chapingo, México. any_marylu@hotmail.com

Resumen

Se investigd el efecto del aceite de atun (AT) y de linaza (AL) a 0, 3, 6 y 9%, en la actividad
fermentativa y digestibilidad de la materia seca in vitro (DIVMS) de Leucaena leucocephala de 49 dias
de edad rebrote, por bacterias ruminales. Se uso la técnica de produccién de gas para medir el
volumen méaximo (Vm; mL g*), tasa de produccion (S; h™) y tiempo de retardo (L;h) de la produccion
de gas, volumen fraccional de gas de 0 a 14 h (Va), 15 a 48 h (Vb)'y 48 a 72 h (Vc) de incubacion, asi
como la DIVMS. Los tratamientos fueron: 3%AL (T1), 6%AL (T2), 9%AL (T3), 3%AT (T4), 6%AT (T5) y
9%AT (T6), en un disefio completamente al azar. La fermentacion fraccional (Va, Vb, Vc) represento la
fermentacion de tres grupos de nutrientes: azlcares y oligo-sacéridos solubles, polisacaridos de
fermentacion media (almidones y pectinas) y, polisacaridos de la fibra. Para las variables de volumen
de gas, tasa de fermentacion, horas en los que inicia la fermentacién y la digestibilidad, no se encontré
diferencias (P>0.05). La adicion de aceite a 3, 6 y 9 % de inclusion a dietas altas en forraje, no deprime

la acciéon microbiana.

Introduccién

El uso de aceites en dietas para rumiantes trae consigo multiples beneficios, dentro de los cuales se
encuentran la mejora en las caracteristicas fisicas del alimento como reducir la polvosidad y
separacion de las particulas en la dieta, incrementar la palatabilidad del alimento (Bauman et al.,

2008), y el constituir una fuente concentrada de energia.

El aporte de lipidos en el alimento es moderado en comparacién con la ingesta total (Shimada et al.,
2003). Cuando la alimentacién se basa principalmente en forrajes, los lipidos mas abundantes son los
glucolipidos, mono y digalactogliceridos. En contraste con la absorcién de acidos grasos volatiles de
cadena corta que se lleva a cabo en el rumen, la mayoria de los acidos grasos que llegan al intestino

delgado son saturados como consecuencia del metabolismo ruminal (Bauman et al., 2003).

En afios recientes se ha puesto en practica el empleo de grasas para la alimentacién de rumiantes en

sistemas intensivos de produccion. Son basicamente mezclas de aceites y grasas, o bien, acidos
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grasos no esterificados, triglicéridos o ambos, que se someten a procesos quimicos Yy fisicos, que
evita la accion fermentativa de la microbiota ruminal, permitiendo al producto sobrepasar el reticulo-

rumen.

Se sabe que al adicionar més del 7% de aceite en la dieta de rumiantes disminuye el intercambio de
nutrientes y baja la digestibilidad de los forrajes; por tanto, el objetivo del estudio fue determinar el
efecto de adicionar aceite de atun y linaza a diferentes concentraciones sobre la accién fermentativa

de la microbiota ruminal.

Materiales y Métodos

La prueba de fermentacion In vitro se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia:Pecuaria de la
Universidad Autonoma Chapingo, Texcoco, Estado de México. Se utilizo como sustrato Leucaena
leucocephala de 49 dias de rebrote, los tratamientos fueron 3% de aceite de linaza (T1), 6% de aceite
de linaza (T2), 9% de aceite de linaza (T3), 3% de aceite de atin (T4), 6% de aceite de atin (T5) y 9%
de aceite de atun (T6), se utiliz6 tres repeticiones por tratamiento. Se pes6 0.5 g de MS de leucaena
molida incluyendo el porcentaje de aceite de cada tratamiento y se deposito en frascos de color &mbar
de 125 mL de capacidad. Se agregdé a cada uno 90 mL de inoculo ruminal. Los frascos se cerraron
herméticamente y colocaron en bafo maria a 39 °C (Menke y Steigass, 1988). Se determind la presién
de gas en los frascos a 0, 2, 4, 6, 8, 14, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 60 y 72 horas de incubacién con un
manémetro (0-1 kg cm™). Con los datos de volumen se obtuvieron los parametros de la cinética de
produccion de gas: volumen maximo de gas (Vm; mL g™) tasa de produccion de gas (S; h™) y tiempo
lag (L;h), del modelo logistico Va=Vm/(1+exp(2-4*S*(T-L))), descrito por Schofield y Pell (1995),
usando el paquete estadistico SAS (2009).

El in6culo ruminal usado en esta prueba se extrajo de dos borrego fistulado alimentados con una dieta
alta en forraje, se filtr6 a través de ocho capas de gasa y una parte de este fue diluido en nueve partes
de una solucion mineral reducida, conteniendo cada litro: K,HPO, (0.45 g), KH,PO, (0.45 @),
(NH,),S0O, (0.45 g), NaCl (0.90 g), MgS0, (0.18 g) y CaCl,. H,0, (0.12 g). Al término del periodo de
incubacién (72 h) se filtrd el residuo de cada frasco en papel filtro Watman y se sec6 a 60 °C durante

48 h para calcular la digestibilidad de la MS.

Se utilizé6 un disefio experimental completamente al azar y las medias de los tratamientos se

compararon usando la prueba de Tukey.
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Resultados y discusiones.-

La figura 1, muestra el comportamiento fraccional de produccion de gas in vitro, sin haber diferencia
estadistica (P>0.05) entre tratamientos. La fermentacion fraccional presento tres grupos de nutrientes,
el primer grupo se fermento de la cero a las diez horas correspondiendo a carbohidratos altamente
solubles, el segundo grupo se presentd de las 18 a 24 horas y presenta a los carbohidratos de
mediana fermentacién tales como hemicelulosas, pectinas y amilopectinas, finalmente el tercer grupo
se presentd de las 48 horas a las 60 identificando como la presencia de aceite deprime la accion
bacteriana que degrada la celulosa.
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Produccion fraccional de gas in vitro al incluir aceite de linaza y atun

Cuando se compar6 el aceite de linaza y atan y los distintos niveles de inclusién (cuadro 1) las
variables de volumen de gas, tasa de fermentacién, horas en los que inicia la fermentacion y la
digestibilidad, no se encontré diferencias (P>0.05). Para las variables de acumulacion de gas, volumen
de gas de 0-14 horas (Va), volumen de gas acumulado de 15-48 horas (Vb) y volumen de gas
acumulado de 48-72 horas (Vc) se encontraron diferencias estadisticas (P<0.05) para Va y Vc entre
los tratamientos que contenian 3% de linaza con 6 y 9% de aceite de atun, para Vb solo existe

diferencia entre el tratamiento que contiene 3 % de aceite de linaza 'y 9% de aceite de atun.
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Cuadrol. Parametros de la fermentacion in-vitro al adicionar dos tipos de aceite y tres niveles

Tipo de Nivel
aceite (%) Vm S L Va Vb Vc MSDES
0.025 0.000
Linaza 3 2519 a 1 a o a 1383 a 980 a 315 a 56.8 A
243.1 0.025 0.149
Linaza 6 7 a 3 al a 1320 ab 96.2 ab 29.8 ab 56.9 A
166.8 0.023 0.366
Linaza 9 7 a 8 a b a 1173 bc 949 ab 29.0 ab 559 A
235.8 0.024 0.945
Atun 3 3 a 7 a 2 a 1227 bc 96.0 ab 30.1 ab 58.1 A
216.3 0.100 0.936
Atun 6 7 a 3 a b a 1115 c¢ 887 ab 280 b 56.5 A
212.7 0.025 1. 354
Atun 9 3 a1l a 4 a 1098 ¢ 870 b 284 b 56.0 A

Vm, Volumen méaximo; S, tasa de fermentacion; L, fase de retardo. Va, Vb y Vc, volumenes
fraccionales de gas de 0 a 14 h,15-48 h y 48-72 h de incubacién. DIVMS, digestibilidad in vitro de
laMS a 72 h de incubacion.
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ACTIVIDAD FERMENTATIVA Y BIOMASA MICROBIANA EN FUNCION DE LA PROPORCION
Leucaena leucocephalay Cynodon nlemfuensis.

Hernandez-Hernandez C.J.%, Luna-Nieto D.!, Martinez-Aragén E.A.*, Sandoval Gonzélez L.}, Miranda
Romero L. A.?

'Departamento de Ensefianza Investigacion y Servicio en Zootecnia, 2Posgrado de Produccién Animal,

Universidad Autbnoma Chapingo.
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Resumen.

El crecimiento microbiano depende del aporte de nutrientes y de la velocidad a la cual los organismos
del rumen se eliminan, las proteinas o el N no proteico y los carbohidratos son utilizados para la
produccion ruminal de microbios, AGV, metano, biéxido de carbono y amoniaco. Se realizé un
experimento de fermentacién in vitro para evaluar efecto de tratamiento en biomasa microbiana,
produccién de gas, digestibilidad verdadera de la materia seca, energia metabolizable y eficiencia
verdadera de Leucaena leucocephala y Cynodon nlemfuensis a 35 dias de rebrote con cinco
tratamientos. Se observo efecto ‘de tratamiento con las variables EM (energia metabolizable), BM
(biomasa microbiana) y VT (volumen total), Se observé diferencia de tratamientos de la variable
dependiente DVMS (digestibilidad verdadera de la materia seca) (P<0.05) esta ultima no con
significancia minima. No se observo efecto de tratamiento en la variable dependiente EFV (eficiencia
verdadera) (P>0.05). Se concluye que a mayor concentracion de Leucaena leucocephala aumenta el

volumen total de gas y masa microbiana.
Palabras clave: crecimiento bacteriano, biomasa microbiana, eficiencia verdadera, DVMS.

Introduccion.

El forraje es la principal fuente de alimentacion en los rumiantes bajo pastoreo, la presencia de
leguminosas en la postura de gramineas es deseable, ya que incrementa el contenido de proteina
cruda de la mezcla, actia como un suplemento para el bajo porcentaje de proteina de las gramineas.
Cuando la dieta del animal esta formada Unicamente por gramineas la actividad ruminal se reduce por
la ausencia de nitrdgeno en la dieta, como consecuencia inmediata un déficit energético. Se sabe que
un forraje maduro presenta alto contenido de lignina, lo cual esta asociado con una baja disponibilidad
de los carbohidratos estructurales (Van Soest 1969). La celulosa y hemicelulosa son fermentadas por

los microorganismos del rumen, produciendo acidos grasos volatiles (AGV) (Martin et al., 1979). La
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lignina es virtualmente indigestible y a su vez reduce la digestibilidad de la celulosa y hemicelulosa
protegiéndolas fisicamente contra la degradacion de enzimas por la formacién de enlaces covalentes
con la hemicelulosa. (Capper et al., 1977). La relacion existente entre la disponibilidad de
carbohidratos y de proteinas ejerce un fuerte impacto sobre la produccion de células microbianas y por
lo tanto sobre la nutricion del rumiante. Bajo las siguientes circunstancias se realizé este experimento,
para conocer la actividad fermentativa y biomasa microbiana de Cynodon nlemfuensis y Leucaena

leucocephala a los 35 dias de rebrote.

Material y Métodos.

Se realizé un experimento de digestibilidad in vitro de las especies Leucaena leucocephala y Cynodon
nlemfuenis a una edad de 35 dias de rebrote. Las especies fueron cultivadas en un sistema
silvopastoril en San Luis Potosi, las muestras se secaron en una estufa a 35 °C y posteriormente se
molieron con una criba de 2 mm. Se pesé aproximadamente 0.2 g de sustrato y se agrego6 a frascos de
vidrio color ambar de 60 ml, utilizando diferentes proporciones (0:100, 25:75, 50:50, 75:25 y 100:0) de
Cynodon nlemfuensis y Leucaena leucocephala respectivamente considerando a cada proporcion
como un tratamiento. Se agregaron 30 ml de inoculo preparado previamente con una solucién mineral
reducida y liquido ruminal de ovino con una relacién de 2:1. El liquido ruminal se obtuvo con bomba de
vacio a partir de dos ovinos con fistula ruminal alimentados con heno de alfalfa y silo de maiz a libre

acceso. Los frascos se taparon herméticamente al vacio y se incubaron por 24 horas a 39°C.

El disefio experimental fue completamente al azar. Considerando una unidad experimental cada
frasco, asignando aleatoriamente los tratamientos a las unidades experimentales, con un total de tres
repeticiones por tratamiento y dos blancos sin sustrato como testigos es decir un total de 18 unidades
experimentales y 2 testigos. Se registrd la produccion de gas a las 6, 12, 18 y 24 h utilizando una
jeringa de vidrio de 20 ml. El gas obtenido de las lecturas se deposité en frascos color ambar de 80ml
con 40ml de solucién de KOH 0.05 M para calcular el volumen total de gas (VT), volumen de CO2
(VCO,) y volumen residual (VR) o VCH4 y otros gases). A las 24 h se lavd con detergente neutro cada
unidad experimental y posteriormente se filtré el residuo a través de una bomba de vacio y con papel
filtro de filtracién rapida que previamente se peso y seco, el papel filtro con el residuo se sec6 en una
estufa a 60°C durante 48 h, se pes6 y mediante diferencia de papel filtro seco sin residuo y papel filtro
seco con residuo se determiné la FDNr (fibra detérgete neutro residual) para poder calcular la DVMS
(digestibilidad verdadera de la materia seca) y a EFV (eficiencia verdadera). Para calcular las variables

EM (energia metabolizable) y BM (biomasa micribiana) se utilizaron modelos matematicos.
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Los datos se analizaron con el procedimiento GLM de SAS, con disefio experimental completamente
al azar, y con la prueba de rango estudentizado de Tukey para cada variable dependiente.

Resultados y discusion.

Se observo efecto de tratamiento en la variable VT (volumen total), es decir a mayor proporcion de
Leucaena leucocephala en el tratamiento mayor produccion de gas (P<0.05), en funcion de esto las
variables VR y VCO2 no tuvieron cambios significativos (P>0.05) en cada tratamiento, cabe recalcar
que en el tratamiento 1 y 2 (donde existe mayor proporciébn de Cynodon nlemfuensis) existe una
cantidad porcentual mayor de VR (volumen residual) respecto a los demas tratamientos (Cuadro 1). Se
observa efecto de tratamiento en la variable DVMS (digestibilidad verdadera de la materia seca), es
decir aumenta con una proporcion mayor de Leucaena leucocephala (P<0.05) a diferencia de la
variable EFV (eficiencia verdadera) en la cual se observa efecto de tratamiento de manera inversa ya
gue al aumentar la proporcion de Leucaena leucocephala la EFV disminuye aungue no con
significancia (P>0.05) (Cuadro 1). Las variables EM (energia metabolizable) y BM (biomasa
microbiana) presentan una relacion directa con la proporcién de Leucaena leucocephala en los

tratamientos y con diferencia significativa segun Tukey (P<0.05) (Cuadro 2).

CUADRO 1. PRODUCCION TOTAL DE GAS (VT) EN LOS DIFERENTES
TRATAMIENTOS Y VARIBLES DEPENDIENTES.

PROPORCION VARIABLES

Cn-LI VT ml VR? % VCO,® % DVMS* EFV°® (mig™)
100:0 16.9733° 33.153" 66.847" 14.667° 609.5"
75:25 21.0067° 30.637* 69.363" 21.000° 519.8"
50:50 24.9733° 26.417" 73.583" 31.000"° 437.9%
25:75 29.3733° 25.803" 74.197* 38.833"° 386.8"
0:100 33.4067* 25.640" 74.360" 54.333" 328.2%

'volumen total, “volumen residual o volumen de CH, y otros gases, ‘volumen de CO,,

“digestibilidad verdadera de la materia seca, °eficiencia verdadera.

La EM es mayor cuando aumenta la proporcion de proteina cruda del tratamiento es decir a mayor
proporcion de Leucaena leucocephala debido a que la calidad nutrimental de esta es mejor que la de
Cynodon nlemfuensis. La biomasas microbiana BM presenta efecto de tratamiento, es decir con mayor
proporcion de Leucaena leucocephala ya que representa un sustrato mas completo (mayor contenido

de proteina cruda) para las bacterias y su crecimiento se ve acelerado, debido a que las proteinas son
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particularmente vulnerables a la fermentacion ruminal las cuales se pueden reducir aln mas y proveer

de energia a los microorganismos ruminales, a medida que las proteinas son atacadas por enzimas

extracelulares son absorbidos al interior del microorganismo y son utilizados para la produccién de

proteina microbiana.

Cuadro 2. Energia metabolizable (EM) y
biomasa microbiana (BM) EN LOS
DIFERENTES TRATAMIENTOS.

PROPORCION VARIABLES

Cn-LI EM' (Mcal) BM*(mg)
100:0 1.2333F 37.3633F
75:25 1.3633° 46.2500°
50:50 1.4966° 54.9967°¢
25:75 1.6400° 64.6933°
0:100 1.7700" 73.5967*

ABCMedias con distinta literal en la misma

columna , son diferentes (P<0.05)

Literatura citada.

Conclusiones.

Bajo las condiciones de este experimento podemos
comprobar que existe variacion significativa en la BM y
EM en los cinco tratamientos (P<0.05).

De tal manera, se concluye que a mayor proporcion de
Leucaena leucocephala a 35 dias de rebrote existe
una mayor cantidad de biomasa microbiana BM y por
lo tanto mas proteina cruda de origen bacteriano que

puede ser aprovechada por el rumiante.
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ABONOS ORGANICOS EN CULTIVO DE CANA DE AZUCAR Y SU EFECTO EN LA MICROBIOTA
DEL SUELO

Ramirez-Villalobos J. M.", Martinez-Vizcarra K. F.*, Lopez J.J".

Centro Universitario de Ciencias Bioldgicas y Agropecuarias, Universidad de Guadalajara.

jesicamrv_901@hotmail.com

Resumen

En los ingenios de Jalisco el uso de abonos organicos es casi nulo, el uso de fertilizantes. quimicos
eleva los costos, ademas de que perjudica a la microbiota benéfica.del suelo y en general contaminan
el ambiente. Por medio de una revision bibliografica se evalud el efecto que tiene la aplicacion de
abonos organicos en los cultivos de cafia de azucar, sobre la microbiota del suelo (hongos, bacterias y
actinomicetos). Los resultados indican que la aplicacion de los abonos organicos que se utilizan en los
ingenios, propician un cambio en las caracteristicas quimicas y fisicas del suelo, lo que promueve el

optimo desarrollo de los microrganismos.

Palabras claves: Hongos, bacterias, actinomicetos, Jalisco.

Introduccién

En las ultimas décadas se ha retomado la importancia en el uso de las fuentes organicas debido al
incremento de los costos de los fertilizantes quimicos, al desequilibrio ambiental que estos ocasionan
en los suelos y a la necesidad de preservar la materia organica en los sistemas agricolas. Muchos
agricultores se han vuelto dependientes de estos productos porque desconocen la eficacia de los
abonos organicos y sus beneficios. La adicién de abonos organicos al suelo esta catalogada como una
practica agricola deseable por tener efectos positivos en los microorganismos benéficos del suelo y en
las caracteristicas del mismo, y es una practica que no se lleva a cabo en sistemas de produccién
cafiero en los ingenios de Jalisco (SAGARPA, 2009). Por ello, el objetivo de esta investigacion es
evaluar el efecto que tiene la aplicacién de los abonos organicos sobre la microbiota del suelo (hongos,

bacterias y actinomicetos) en el cultivo de cafia de azlcar en Jalisco.
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Materiales y métodos

Se realiz6 una revision bibliogréafica, para determinar el efecto de los abonos organicos que se utilizan
en el cultivo de la cafia de azucar en Jalisco, sobre la microbiota del suelo (bacterias, hongos y
actinomicetos). Para el analisis de los datos se tom6 como referencia los seis  ingenios azucareros
que existen en Jalisco que son: Bellavista, José Maria Martinez, José Maria Morelos, Melchor

Ocampo, San Francisco Ameca y Tamazula.

Resultados y discusion

En los ingenios de Jalisco solo el 2.2 % de los productores utilizan abonos organicos, de los cuales el
1.3 % los aplica esporadicamente y el 0.9 % la mayor parte del tiempo (SAGARPA, 2009). Los mas
utilizados son el Agri-Bat® y el Supermagro®, ademés de la vermicomposta y la composta a base de
estiércol bovino. Los cuales tienen diversos efectos en la microbiota del suelo como se muestra en el
Cuadro 1.

Cuadro 1. Abonos organicos utilizados en los Ingenios de Jalisco, y su efecto sobre la

microbiota del suelo.

Tipo de abono Compeosicion Aplicacion Efecto en la microbiota

o Podria actuar como un inoculante, debido
Guano de murciélago,

¢ - _ Sobre la a que el guano contiene una gran flora
Agri-Bat estiércol bovino, lodos o _ , ,
_ _ B ; superficie microbiana, compuesta por millones de
(comercial) marinos, acidos fulvicos ) ) ) )
1 del suelo.  microorganismos (hongos, actinomicetos y
y azucares.

bacterias) (Bernaza y Paez 2003).

Estiércol de vaca, leche, o
En mezclas de abonos organicos y

melaza, sulfato de zinc, Foliar o _
. : minerales, se ha observado que las
® sulfato de magnésio, directa al _ _ _ i
Supermagro poblaciones microbianas fijadoras de N de
o . sulfato de manganeso, suelo ]
(liquido/organico éste alcanzan hasta 38 X 10 UFC/g, y son
_ sulfato de cobre, cloruro  alrededor _
/mineral) o . incorporadas al suelo, logrando que su
de calcio, acido borico, de la _ ,
o _ ) densidad aumente en la medida en que
trioxido de molibdeno, raices.

haya carbono organico oxidable (Gracia et
sulfato de cobalto,

_ al., 2011).
sulfato de hierro.
_ Es muy variado, en Directa en Los azUcares que excreta la lombriz,
Vermicomposta _ . _
general contiene el suelo. favorecen a la poblacion microbiana
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reguladores de (Pérez et al 2008).
crecimiento, alto Se han disminuido algunas enfermedades
contenido de acidos inducidas por fitopatégenos del suelo
humicos, fulvicos, como: Phytophthora nicotianae, P.

humus, micro y macro drechsleri, Rhizoctonia solani, Fusarium

elementos (Rodriguez et oxysporum, Plasmodiophora brassicae,

al., 2007). Sclerotinia sclerotiorum y S. cepivorum

(Villa et al, 2008).
Mayor cantidad de microorganismos

aerobios mesdfilicos, similar.en cantidad

» ) Directa en )
Composta Estiércol de bovino. de hongos y levaduras, y menos cantidad

el suelo. _ : N,
de actinomicetos; en comparacion con los

de origen vegetal (Pérez et al., 2008).

Los abonos organicos modifican las caracteristicas fisicas y quimicas del suelo, por lo que estas a su
vez van a influir en la composicion de la microbiota que se encuentra en el suelo. En el Cuadro 2 se
muestra el efecto que los abonos organicos tienen sobre la temperatura, pH, humedad, materia
organica y la relacion C/N, y se observa a su vez el efecto sobre bacterias, hongos y actinomicetos.

Cuadro 2. Efecto de los abonos organicos sobre diferentes variables fisicoquimicas y como

influyen en la microbiota.

_ Efecto Efecto en la microbiota
Variables .
en las variables Bacterias Hongos Actinomicetos
Temperatura No afecta No afecta No afecta No afecta
Estabilizacion Aumentan
o . Estables Estables
pH (Stamatiadis et  (Ramos y Zlfiga,
(Alexander, 1980) (Alexander, 1980)
al, 1999) 2007)
Mayor retencién
Aumentan Aumentan Aumentan
de humedad - . -
Humedad ) (Ramos y Zufiga, (Ramosy Zafiga, (Ramosy Zufiga,
(Hernandez et
2007) 2007) 2007)
al., 2010)
Materia Aumenta Aumentan Aumentan Aumentan
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organica (Hernandez et (Acufial et al., (Acuiial et al., (Acufial et al.,
al., 2010) 2006) 2006) 2006)
Relacion Aumenta Aumentan Aumentan Aumentan
C/N (Kass, 1998) (Alexander, 1980) (Alexander, 1980) (Alexander, 1980)

Conclusiones

Los abonos organicos que son utilizados en los ingenios de Jalisco, segun la literatura revisada,
tienden a mejorar las caracteristicas quimicas y fisicas del suelo, favoreciendo con ello el aumento de
la comunidad microbiana.

Debido a que el problema con la infertilidad de los suelos, causado por el uso.excesivo de los
fertilizantes inorganicos, ha ido en aumento, es recomendable tener como alternativa el uso de
biofertilizantes (abonos organicos), que son mas baratos y, ademas, benéficos para la microbiota del
suelo, o en todo caso optar por una fertilizacion combinada.

Ya que estas practicas influyen en la fertilidad del suelo, podrian contribuir a una mayor productividad
del cultivo de cafa de azucar y a la disminucion de enfermedades producidas por fitopatdgenos.
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PRODUCCION DE GAS IN VITRO CON DIFERENTE CONCENTRACION DE CROMO EN LA DIETA
DE OVINOS EN CRECIMIENTO

Zacarias-Reynoso A. L.}, Hernandez-Gémez L.', Ramirez-Bribiesca J. E.? Piloni-Martini J.*, Molina-
Mendoza P.', Aimaraz-Buendia I.*, Del Razo-Rodriguez O. E.*
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Resumen

Se realizaron dos experimentos in vitro con el objetivo.de determinar el efecto de la concentracién de
Cr complementario en la produccién de gas acumulada (PGA), pH, volumen de gas maximo (Vmax) y
tasa de produccion de gas (S), utilizando picolinato de Cr en una dieta para ovinos en crecimiento. En
el experimento 1, las concentraciones utilizadas fueron 0, 0.3, 0.6, 0.9 y 1.2 mg Crkg™ MS; mientras,
en el experimento 2 fueron'0, 0.3,'5, 10, 15 y 20 mg Crkg™ MS. Se incub6é a 39°C por 48 h una
muestra de 0.5 g de sustrato con 40 mL de un inoculo (liquido ruminal mezclado con soluciones
amortiguadora, macro mineral, micro mineral, resazurina y reductora), en frascos de 120 mL. Se midi6
la produccién de gas a 1, 3, 6, 9, 12, 24 y 48 h de incubacién por desplazamiento de agua. Los datos
se analizaron con el procedimiento MIXED de SAS. En el experimento 1 no hubo efecto de la
concentracion de Cr en PGA, Vmax y S; sin embargo, en el experimento 2 la PGA y Vmax
disminuyeron linealmente y el pH increment6 linealmente (P < 0.05), conforme incrementaba la
concentracion de Cr. Con 20 mg de Cr la PGA fue menor que con las otras concentraciones (P < 0.05).
Los resultados del experimento 1 no permiten identificar una concentracion de Cr 6ptima que mejore la

fermentacion bacteriana; pero, con 20 mg de Cr disminuye la actividad bacteriana.

Palabras clave: volumen méaximo, tasa de produccion de gas, pH, picolinato de cromo.

Introduccién
El cromo (Cr) es un microelemento esencial para los animales de interés zootécnico. Su funcion esta
asociada al metabolismo de la glucosa ya que incrementa la actividad de la insulina por formar parte

del factor de tolerancia a la glucosa. En ovinos, el requerimiento de Cradn no esta bien definido (NRC,
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2007), sin embargo la recomendacion en productos comerciales es de 0.3 mg Crcomplementario kg™
MS (materia seca), mientras que en estudios experimentales se han utilizado en concentraciones de
0.25 a 0.5 mg kg MS (Bunting, 2007). En general, el contenido de Cr en dietas experimentales ha
sido muy variable (0.3 a 1.6 mg kg™ MS) y se considera que es baja la biodisponibilidad del Cr de los
alimentos para rumiantes. La fermentacion ruminal afecta la biodisponibilidad de muchos minerales
esenciales para los animales, ya que las bacterias ruminales son capaces de incorporarlos en su masa
microbiana o cambiar su estructura quimica (Stolz, 2002).También, hay evidencia de que la
complementacién con Cr produce cambios en la degradabilidad de nutrientes (Chavez Solis, 2012).El
presente estudio tiene el objetivo de determinar el efecto de diferente concentracion de Cr
complementario sobre la produccién de gas acumulada in vitro y algunos paradmetros.de la cinética de

la produccion de gas, utilizando picolinato de cromo en una dieta para corderos en crecimiento.

Material y Métodos

Se realizaron dos experimentos de digestibilidad in vitro por la técnica de produccién de gas. El
sustrato utilizado fue una dieta para ovinos en crecimiento a base de heno de alfalfa, grano rolado de
sorgo, pulpa de citrico, grano seco de destileria, urea y premezcla mineral sin fuente de Cr (90% MS,
14.5% PC, 2.6 Mcal EM kg™ MS;'NRC, 2007).

Los tratamientos consistieron en diferentes concentraciones de Cr complementario en la dieta,
utilizando picolinato de Cr, el cual se mezcl6 en las cantidades necesarias para alcanzar las
concentraciones deseadas. En el experimento 1 se probaron cinco concentraciones (0, 0.3, 0.6, 0.9y
1.2 mg Crkg™ MS); mientras, en el experimento 2 fueron seis (0, 0.3, 5, 10, 15 y 20 mg Crkg™ MS).
Para la inoculacion, se mezclé una solucion amortiguadora (bicarbonato de amonio y bicarbonato de
sodio), una solucién macro mineral (fosfato de sodio, fosfato de potasio y sulfato de magnesio), una
solucion micro mineral (cloruro de calcio, cloruro de manganeso, cloruro de cobalto y cloruro férrico) y
una solucién de resazurina. También, se obtuvo liquido ruminal de un bovino recién sacrificado en
rastro, se filtr6 con cuatro capas de manta de cielo y se mezclé con la mezcla de soluciones a razén de
1:2, bajo flujo constante de CO, y a 39°C. Finalmente, se adicion6 una soluciéon reductora.

En el experimento 1, se prepararon 50 frascos de vidrio de 120 mL con boca de 20 mm de diametro
(10 repeticiones por tratamiento) mas 9 blancos; mientras, en el experimento 2 se prepararon 36
frascos (6 repeticiones por tratamiento) més 6 blancos. En cada frasco se deposité una muestra de 0.5
g de la dieta experimental, previamente molida a 1 mm de tamafio. Se agregaron 40 mL del inoculo
preparado, seguido de flujo de CO, por 10 s. Inmediatamente después, se taparon herméticamente

con tapon de hule sélido y aro de aluminio, y se incubaron a 39°C por 48 h.La medicién de gas se
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realizd a 1, 3, 6, 9, 12, 24 y 48 h de incubacién, medianteun sistema de desplazamiento de agua. Se
consider6 el volumen de agua desplazada como el volumen de gas producido, el cual se corrigio
restando el volumen de gas producido por los blancos.En la dltima medicion, los frascos se colocaron
en refrigeracion por 20 min, posteriormente se destaparon y se registro el pH final.

La variables de respuesta fueron produccion de gas acumulada (PGA, mL) y pH, asi como la
produccion méaxima (Vmax, mL) y tasa de produccion de gas (S, h™) obtenidas con el modelo logistico
de acuerdo a Villegas-Castafiedaet al. (2010). Los datos PGA se analizaron con el procedimiento
Mixed de SAS (Littlell, 1996) considerando como efectos fijos la concentracién de Cr en la dieta
(CONCQ), tiempo (T) y la interaccibn CONC*T; y como efecto aleatorio la unidad experimental. Los
datos de pH, Vmax y S también se analizaron con el procedimiento Mixed de SAS; eonsiderando
solamente la CONC como efecto fijo y la unidad experimental como efecto aleatorio.Las medias de
minimos cuadrados se obtuvieron con el enunciado LSMEANS/ usando la opcion PDIFF para la
comparacion de medias. Para la PGA se utilizé la opcién SLICE para probar el efecto de CONC dentro
de cada tiempo, cuando la interaccién fue significativa. Finalmente, se usaron polinomios ortogonales

para obtener la probabilidad de la respuesta lineal y cuadratica de las medias.

Resultados y Discusion

En el experimento 1,no hubo efecto de CONC sobre la PGA, ni interaccion CONC*T (P > 0.05),
solamente hubo efecto de T (P < 0.05). La PGA fue de 52.11, 117.50, 187.66, 244.83, 281.70, 337.67 y
373.75 (£1.55) mL en la hora 1, 3, 6,9, 12, 24 y 48. El valor promedio de Vmax fue de 349.92 (+ 4.30)
mL y el de S fue de 0.079 (+ 0.002) h™.

No hay informacion disponible respecto a la produccién de gas in vitro utilizando Cr. Sin embargo,
Chavez-Solis (2012) encontré mayor degradabilidad de la MS, fibra detergente neutro (FDN) y fibra
detergente &cido (FDA) utilizando 0.99 mg Cr kg™ MS, a partir de levadura enriquecida con Cr, pero no
encontré efecto en pH y concentracion de acido grasos volatiles (AGV) y de nitrégeno amoniacal. En el
presente estudio, la PGA no refleja un efecto del Cr complementario sobre la fermentacién de
carbohidratos de la dieta.

En el Cuadro 1 se presentan las medias de la PGA, pH, Vmax y S, obtenidas en el experimento 2.No
hubo efecto de CONC sobre la PGA (P > 0.05), pero si de T e interaccion CONC*T (P < 0.01). El
efecto de la CONC de Cr se presentd solamente a las 24 y 48 h de incubacién (P < 0.05),
observandose menor PGA con 20 mgCr kg-1 MS que con las otras concentraciones (P < 0.05).
También, se observo respuesta lineal de la PGAa las 9, 12, 24 y 48 h de incubaciéon (P < 0.05),

observandose menor PGA a medida que incrementaba la CONC de Cr.
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Cuadro 1. Produccién de gas acumulada (mL g* MS) y parametros de la cinética de produccién

de gas in vitro, con concentraciones altas de cromo (Cr) en la dieta de ovinos en crecimiento.

Tiempo Concentracion de Cr (mg kg™ MS) P
EE
(h) 0 0.3 5 10 15 20 CON LIN CUA
1 4491 44.43 43.93 44.28 45.96 44.21 2.43 0.99 097 0.85
3 86.20 85.01 83.81 84.16 85.80 83.63 2.43 096 058 0.70
6 151.82 151.20 148.27 149.28 149.51 146.16 2.43 0.62 0.11 0.92
9 191.05 190.92 187.58 187.73 188.19 183.15 2.43 024 0.02 0.81
12 225.12 226.70 22350 222.76 22240, 216.51 2.43 0.09 <0.01 0.34
24 270.13* 271.60° 268.23% 267.61* 267.80° 259.59° 2.43 0.02 <0.01 0.21

48 304.52* 305.88° 301.71* 301.95*° 301.96* 291.53° 2.43 <0.01 <0.01 0.12

pH 6.66 6.68 6.69 6.69 6.70 6.72 0.02 0.20 0.01 0.92

Parametros de la cinética de produccion de gas

\% 287.57 289.05 -285.45 28522 28555 275.92 3.07 0.07 0.01 0.25

S 0.64 0.65 0.64 0.64 0.63 0.64 6.52x10* 053 021 0.87

% Medias con literales distintas dentro de hilera son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

V: produccién maxima (mL); S: tasa de produccion de gas (h™).

P: probabilidad del efecto principal de la concentracion de Cr (CON), respuesta lineal (LIN) y respuesta
cuadratica (CUA).

Tampoco hubo efecto de CONC en pH (P > 0.05), pero si respuesta lineal (P < 0.05), siendo mayor el
pH a medida que se incrementaba CONC. Asi mismo, no se observé efecto de CONC en Vmaxy S (P
> 0.05), pero si respuesta lineal en Vmax (P < 0.01), siendo menor a medida que incrementaba CONC.
No hay informacién disponible en la literatura relacionada con la producciéon de gas in vitro con la

complementacion deCr. Sin embargo, la disminucion lineal en la PGA y Vmax, asi como el incremento
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lineal del pH, indican cambios importantes en la fermentacion bacteriana, a tal grado que la PGA fue
significativamente menor con 20 mg Cr kg™ MS a las 24 y 48 h de incubacion. Esto puede deberse a
un cambio en el tipo o cantidad de bacterias ruminales debido al Cr. Muchos de los microelementos,
en altas concentraciones, pueden resultar toxicos, incluso para los microorganismos. El consumo de
elementos toxicos puede inhibir la actividad fermentadora y el crecimiento de los microorganismos del
rumen (Forsberg, 1978). Sin embargo, la concentracibn maxima tolerable de Cr establecida para
rumiantes es de 3,000 mg kg™ MS en forma de éxido y de 1,000 mg kg™ MS para la forma de cloruro.
También, se ha establecido que las formas trivalentes de Cr en las dietas son seguras y no toxicas,
como el caso del picolinato de Cr(NRC, 2001). En el presente estudio se utilizaron concentraciones

altas, pero muy por debajo de las concentraciones indicadas como toxicas.

Conclusiones

La produccién de gas in vitroen el experimento 1 no permite identificar una concentracion éptima de
Cr, en el rango de 0.3 a 1.2 mg kg™ MS, que mejore la fermentacion bacteriana. Mientras, con altas
concentraciones de Cr, la actividad bacteriana se mantiene constante hasta con 15 mg kg™ MS, pero
disminuye con 20 mg.
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Resumen

Las pérdidas que provocan anualmente las plagas en cultivos de importancia .agricola son
considerables. Los bioinsecticidas son una alternativa en la agricultura sostenible y el manejo
integrado de plagas. El uso de bioinsecticidas ha aumentado debido a que muchas especies de
insectos han desarrollado resistencia a insecticidas convencionales; ademas, el publico ha adquirido
mas consciencia de cuidar y preservar el ambiente y la salud humana. Los hongos entomopatégenos
son un grupo con potencial para el manejo de plagas; entre los hongos mas utilizados esta
Beauveriabassiana, el cual tiene la capacidad de infectar mas de 200 especies de insectos y ser la

especie mas ampliamente distribuida de su género en el mundo.

Palabras clave:bioinsecticida, agricultura sostenible, insectos.

Introduccion

Existen alrededor de 2,000 especies de microorganismos entomopatégenos, de los cuales 750 son
especies de hongos (Candas y Bulla, 2003). La mayoria de ellos pertenecen al orden de los
Entomophorales (Zygomycota) o son hifomicetos productores de conidios del FilumAscomycota. Un
factor a tomar en cuenta es que los hongos se encuentran asociados con insectos que viven en
diversos habitats, como el agua y el suelo; por su particular manera de infeccién, los hongos son los
principales microorganismos que infectan insectos (Carruthers y Hural, 1990).

Comprendiendo el mecanismo de infeccibn de los hongos entomopatdgenos se deduce la
importanciade las unidades infectivas de éstos conocidas como conidios. Zhang et al. (2009)
observaron que Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill, presentaba un efecto positivo de la luz en la
produccion de conidios. Otra variable que influye en la produccién de conidios es la relacion de
carbono: nitrégeno. La produccion de conidios del hongo entomopatégenoB. Bassiana (Bals.-Criv.)

Vuill. se realiza principalmente en cultivo en medio sélido (CMS) utilizando productos agricolas y sus
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residuos, como arroz (Oryza sativa) y bagazo de cafia (Saccharumofficinarum). El objetivo del
presente trabajo es conocer las principales plagas sobre las queBeauveriabassiana ha tenido efecto de

control.

Materiales y métodos.
Se realizd una revisién bibliografica para conocer los principales estudios que se han realizado en
México sobre el control biolégico de insectos plaga por medio del hongo entomopatdégeno Beauveria

bassiana.

Resultados y discusion.

Los hongos entomopatégenos son microorganismos que liberan enzimas y toxinas capaces de causar
la muerte a insectos, para luego producir esporas sobre el cadaver, lo que ayuda a su diseminacion.
La invasién del hongo en el insecto hospedero ocurre a través de la cuticula, partes bucales,
membranas intrersegmentales o a través de los espiraculos, sitios donde existe alta humedad lo cual
promueve la germinacion de las esporas y permite la penetracion de las hifas (St. Leger, 1993) Una de
las caracteristicas en el proceso infectivo de los hongos entomopatégenos es que los conidios actdan
por contacto, adhiriéndose a la superficie de la cuticula del insecto a partir de fuerzas hidrofébicas, lo
anterior es posible debido a la presencia de proteinas ricas en cisteinas conocidas como hidrofobinas
(Charnley, 1997).

En el proceso infectivo, primeramente, los conidios se adhieren a la cuticula del hospedero para
después germinar produciendo un tubo germinativo y un apresorio (estructura de penetracion). La
cuticula se rompe por la combinacion de presion mecanica y la accion de enzimas degradadoras de
cuticula. El hongo se desarrolla por crecimiento vegetativo en el homocele para, finalmente, producirse
conidios en la superficie del hospedero muerto.En el Cuadro 1 se presentan las especies de insectos

plaga que Beauveria bassiana (Bals.-Criv.) Vuill.(St. Leger, 1993).
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Cuadrol. Plagas controladas por Beauveriabassiana.

Nombre comun Nombre cientifico Estado
Picudo del algodén Anthonomusgrandis Adulto
Palomilla de la manzana Cydiapomonella Adulto
Barrenador del tallo de maiz Diatraeasaccharalis Larva
Gusano de la harina Tenebrio molitor Larva
Broca del café Hypothenemushampei Adulto
Chinche ligus Lyguslineolaris Adulto
Mosca del Mediterraneo Ceratitiscapitata Adulto
Gusano elotero Heliotiszea Larva
Gusano minador del tomate Tuta absoluta Larva
Gusano blanco de las rosaceas Asynonychuscervinus Larva

El sustrato comunmente utilizado en la produccién de conidios de hongos entomopatégenos es el
arroz. Grimm (2001), utilizando granos de arroz, menciona que la produccién de conidios por los
hongos Metarhiziumanisopliaey Beauveriabassiana fue de 8x10° y 5x10°por gramo de sustrato seco
inicial (gssi), respectivamente. Otro ejemplo del uso de granos de arroz para la produccion de conidios
son los estudios realizados por Neves y Alves (2000), los cuales utilizaron dicho sustrato para la
seleccion de aislados de B. bassiana y. M. anisopliaeque produjeran gran cantidad de conidios. Garza—
Lépez et al. (2008) tambien utilizaron como sustrato granos de arroz y determinaron la influencia de la
concentracion de O,y CO, para la produccion de conidios por B. bassiana, obteniendo una produccion

de 1.80x10%por gssi.

Conclusiones

La diversidad de hospederos del hongo B. bassianalo mantienen como el principal hongo
entomopatégeno para el control de plagas. A pesar de lo anterior los procesos de produccion de
conidios viables y altamente infectivos esta determinada por el medio de cultivo en el que se
desarrolla, por lo que la produccién de estas unidades infectivas y su efectividad se mantiene con

oportunidad de evaluacion in situ.
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EN SEMILLA DE CANOLA MAS ASOCIACIONES CON GRANO DE MAIZ Y SORGO
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Resumen

Un rubro econémicamente dificil de cubrir en la formulacion de dietas, es el aporte de energia. El uso
de aceites 0 grasas se ha aceptado como una buena opcion para este fin. Sin embargo, en rumiantes
esta comprobado que los aceites disminuyen la adiciébn bacteriana al sustrato y con ello la
digestibilidad de la dieta y las variables de fermentacion: acidos grasos volétiles (AGV), nitrégeno
amoniacal (N-NHs). En dietas para rumiantes, la pasta de canola es utilizada como fuente de proteina.
La semilla de canola caontiene aproximadamente 40% de aceite vegetal, que representa un valor
energético de 6130 cal/kg para rumiantes, ademas de un aporte de 23% de proteina, lo cual justifica su
uso en la alimentacion de rumiantes.El objetivo de este estudio fue evaluar in vitro los patrones de
degradacion y produccion de écidos grasos volatiles (AGV) de la semilla de canola y de su asociaciéon
con grano de maiz (50:50, 60:40 y 70:30) y grano de sorgo (50:50, 60:40 y 70:30).

Palabras clave: Canola, digestibilidad, AGV's.

Introduccién

El grano de canola es utilizado como fuente de proteina y lipidos en dietas para rumiantes. La canola
contiene aproximadamente 40% de extracto etéreo (EE) y 20% de proteina cruda (PC) (Khorasaniet
al., 1991). El aceite esta compuesto principalmente de acido olieico (52.8%), acido linoleico (23.5%) y
acido linolénico (10.5%, Khorasaniet al., 1991), Moore et al., (1986) reportaron que los niveles de
grasa >4% en dietas a base de forrajes resultan en una disminucién de FDA, MS, y la digestibilidad de

la materia orgénica (MO). Khorasaniet al., (1992) reportaron que la suplementacion de grano de canola
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protegida ruminalmente en niveles >3% de la dieta, disminuye la concentracion total de acidos grasos
volatiles (AGV) y la proporcion molar de acetato, propionato y butirato.

Datos para alimentacion de ganado sugieren que la canola entera es un grano relativamente resistente
a la digestion en el rumen (Khorasaniet al., 1992, Hussein et al., 1995). En el grano de canola
procesado, los contenidos son accesibles a la degradacién enzimética ruminal y absorcion intestinal
(Aldrichet al., 1997a).

Material y Métodos

Se realiz6 un experimento de DIVMS por produccion de gas utilizando como sustratos grano entero de
Canola, Cartamo y asociaciones de grano de Canola con Maiz y Sorgo con tres diferentes porcentajes
de inclusion respectivamente (50:50, 60:40 y 70:30). Estas mezclas fueron procesadas en un molino
convencional con criba de 2 mm.Para la produccién de gas in vitro se us6 la técnica descrita
porTheodorouet al. (1994) y se evalu6 la produccion de. AGV. Se usaron 8 frascos de vidrio (125 mL
color &mbar) por tratamiento con 0.5 g de sustrato y tres blancos. El disefio experimental fue en
bloques completamente al azar, en el que el sustrato fue el criterio de bloqueo. La unidad experimental
fue cada frasco, asignando aleatoriamente los tratamientos a las unidades experimentales. El in6culo
ruminal se extrajo de 2 borregos canulados. Para la concentracion AGV se tomaron 4 mL del medio
liquido a las 24 h de incubacién y se mezclaron con 1 mL de &cido metafosférico al 25%. De cada
muestra se tomaron 2 mL, se centrifugaron a 9,000 rpm durante 15 min y se inyectd 1 pL del
sobrenadante en un cromatografo de gases Perkin Elmer Claurus 500. La presién de gas se midio y
liber6 a las 3, 6, 9, 12, 24 y 48 h de incubacion.Para determinar la degradacion in vitro de materia seca
(DIVMS) se utilizé la metodologia propuesta para el incubador DAYSI Il Ankom Technologies®, 0.5 g
de las muestras fueron colocadas en bolsas F-57, e incubadas en frascos que contenian liquido
ruminal:solucion buffer 4:1, los periodos de incubacion por duplicado fueron: 3, 6, 12, 24 y 48 h. Los
datos fueron analizados de acuerdo a un disefio en bloques al azar generalizado con el procedimiento
GLM (SAS, 1997) y las medias fueron comparadas con la prueba de Tukey (P<0.05) (Steel y Torrie,
1996).

Resultados y Discusion

La produccion acumulada de Acido Acético, Propionico y Butirico por gramo de MS cambid por efecto
del sustrato y tiempo (P<0.05; Cuadro 1). Se encontr6é una interaccion entre el tiempo y concentracion
méxima de produccién de AGV en los diferentes sustratos. A las 3 h el grano de canola mostré la

concentracion mas alta de AGV pero con el transcurso de las horas ésta produccién fue disminuyendo
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en comparacion con los demas sustratos. En el caso del Cartamo s6lo mostré diferencias con los
demds sustratos en la produccion de acido acético ya que en los demés se mantuvo en niveles
inferiores. Para las asociaciones de grano de Canola y Maiz la inclusion 60:40 a las 24 h registro la
minima produccién en sus diferentes AGV. La mezcla 70:30 mostré un comportamiento uniforme con
méaxima produccion de AGV a las 6, 12 y 24 h. Para la asociacion grano de Canola y Sorgo la inclusién
50:50 mostré una maxima produccién de AGV a las 24 h, la proporcién 60:40 resalta una maxima
produccién uniforme de AGV a las 9 h y en el caso de la inclusion 70:30 a las 6 h registra la minima
producciéon en comparacién con los demas sustratos pero una maxima a las 48 h. A medida que
avanzo el tiempo de incubacién hubo un incremento en la produccion de gas, registrando su maxima
entre las 24 y 48 h de incubacién.

Se observé un aumento lineal en la produccién de gas desde las 24 h de incubacion en los diferentes
sustratos, en el caso de la asociacién grano de canola y maiz la inclusién 70:30 es la que mostré una
maxima produccién mas o menos constante en el transcurso de las horas en comparaciéon con los
otros sustratos. ElI Cartamo registré los valores mas bajos de produccién de Propidnico y Butirico a las

48 h pero la méxima en produccion de acido Acético.

Cuadro 1. Produccion de AGV-por gramo de MS en diferentes periodos de incubacion.

ACETICO 3h 6h 9h 12 h 24 h 48 h
Canola 41.572 40.78° 51.76% 52.412 53.44° 48.71°
Cartamo 40.713 40.76° 50.772 47.93¢ 50.15° 66.29%
50:50 - 39.90° 36.88¢ 47.02° 47.42° 57.442 53.54°¢
Canola/Maiz  60:40  41.05% 42 .58° 38.92¢ 50.86° 46.87°¢ 51.54°
70:30  40.31% 46.592 47.00° 52.08% 58.15% 59.31°
50:50  36.91° 40.48° 47.42° 47.43° 57.712 49.98°
Canola/Sorgo  60:40  33.98¢ 43.23° 51.75% 45.78° 48.00° 59.24°
70:30  40.862 33.24° 44.74° 45.03¢ 51.90° 64.282
PROPIONICO 3h 6 h 9h 12 h 24 h 48 h
Canola 4.972 4.55P 4.46° 7.26° 8.36° 8.30¢
Cartamo 3.82° 4.08° 5.53° 5.20¢ 8.01° 7.22°
Canola/Mai 50:50  4.12° 4.46" 6.37° 6.66° 9.15° 8.90°
ano alz
60:40 4.11° 4.85° 5.78° 7.19° 7.94° 8.26¢
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70:30  3.79° 5.192 6.57° 9.16° 9.69% 10.21°

50:50 3.64° 4.35° 5.67" 6.41° 8.98" 8.14°

Canola/Sorgo  60:40  3.15¢ 4.54° 6.49° 6.51° 7.99° 9.78"
70:30  3.95° 3.65¢ 5.72° 6.58° 9.54% 11.10°

BUTIRICO 3h 6 h 9h 12 h 24 h 48 h
Canola 3.60° 3.85" 3.84° 5.94° 6.79° 6.73°
Cartamo 3.03° 3.37¢ 4.60° 4.23¢ 6.67° 5.03°

50:50 3.37° 3.84° 4.92° 5.20° 7.22° 6.60°

Canola/Maiz ~ 60:40 3.39° 4.10° 4.81° 5.84° 6.62° 7.19°
70:30 3.26° 4.48° 5.40° 6.60° 8.05° 8.49°

50:50  3.11™ 3.9° 5.11° 5.32° 7.70° 7.34°

Canola/Sorgo  60:40 2.83° 3.96° 5.71% 5.44° 6.50° 7.96°
70:30 3.33° 3.52° 4.81° 5.46° 7.40° 8.73°

Medias en una columna con diferente literal son estadisticamente diferentes (p<0.05)

Khorasaniy Kennelly (1998), reportarontendencias de mayor pH ruminal, menores concentraciones
totales de AGV y porcentajes molares de propionato conun aumento de la cantidad de semillas de
canola 0 a 145 g/kg de MSen la dieta de las vacas lecheras. Los cambios en las proporciones de
propionato yacetato en el rumen con suplementos de semillas de canola(Leuppet al., 2006) se han

atribuido a una disminuciénen-la digestion ruminal de la fibra.

Cuadro 2. DIVMS en diferentes periodos de incubacion.

3h 6h 9h 12h 24h 48h
Canola 22.543 24.69% 27.45% 31.53% 45.44° 59.69°
Cartamo 17.53° 18.73% 20.40° 24.39¢ 31.15° 41.10°
50:50 15.53° 18.69% 25.11° 29.05° 48.82% 70.09%
Canola/maiz
60:40 17.61° 19.72% 26.12% 31.39° 50.792 69.872
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70:30 17.94° 20.87° 25.99% 31.86° 52.01° 67.20°
50:50 15.52°¢ 18.47¢ 24.57° 30.20% 48.14% 69.872

Canola/sorgo 60:40 16.91" 19.79* 26.12% 29.28" 49.35% 69.96%

70:30 18.03° 20.33° 26.14% 31.25%¢ 50.60% 70.082

Medias en una columna con diferente literal son estadisticamente diferentes (p<0.05)

La mayoria de las muestras registr6 la mayor DIVMS a partir de las 9 h manteniéndose constante
hasta las 48 h, siendo el grano de canola quien se mantuvo con los valores altos desde el primer
registro (3 h), pero disminuy6 después de las 12 h. El cartamo registro las menores digestibilidades en
el transcurso de todo el periodo.

Castro et al (1991) mencionan que la suplementacion de dietas forrajeras con concentrados ricos en
almidén o azucares facilmente fermentables da lugar a un descenso en la digestibilidad de las distintas
fracciones de la pared celular. En los estudios sobre la dinamica de las fermentaciones ruminales, se
ha podido comprobar que al aumentar la cantidad de concentrado en la racién, la produccién de AGV
aumenta rapidamente, lo que produce un descenso en el pH ruminal (por debajo de 6.2). El descenso
en el pH motivado por el aporte de hidratos de carbono facilmente fermentables, da lugar a un

descenso en la actividad celulolitica de los microorganismos del rumen.

Conclusion
La asociaciéon de semilla de canola con granos aumenta la liberacion de AGV. La DIVMS también fue
afecta por esta asociacion. La utilizacién de semilla de canola en este estudio, tuvo parametros de

fermentacion y degradacion in vitro.

Investigacion financiada por Proyecto, Incorporaciéon de las oleaginosas con mayor potencial en
México, para la solucion de una problematica fundamental en los mercados agricola, industrial y

pecuario.
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