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RESUMEN

SANCHEZ MORA JAQUELINE. Produccion De Gas In Vitro De Diez Gramineas
Forrajeras Tropicales (bajo la direccién de: PhD Epigmenio Castillo Gallegos y

PhD Julieta G. Estrada Flores).

El ganado del tropico mexicano, tiene como principal fuente de nutrientes praderas
donde predominan gramineas nativas, que generalmente, producen poco forraje y
la produccion es altamente estacional: abundante en lluvias y escasa en invierno y
sequia. Una alternativa viable es emplear gramineas introducidas que ayuden a
disminuir tal estacionalidad. Por lo anterior, se implementd un experimento con el
objetivo de identificar de entre 10 gramineas introducidas al menos una con
potencial productivo superior. El objetivo especifico fue evaluar la cinética de
fermentacion ruminal por medio de la produccién de gas in vitro, a través de la
técnica de Menke y Steingas (1988) modificada por Mauricio et al. (1999). Los
andlisis de laboratorio iniciaron en diciembre 2010, concluyendo en febrero, 2011.
Se trabaj6 con 200 muestras de forraje seco y molido provenientes de 10
gramineas cosechadas a 4 edades de rebrote (3, 6, 9 y 12 semanas) en 5 ciclos
de corte (sequia 2008, lluvias 2008, nortes 2009, lluvias 2009 y nortes 2010), las
cuales se analizaron por triplicado. Por la poca cantidad de muestra disponible, se
decidié formar una sola muestra a partir de las tres repeticiones de campo. Se
midio el volumen de gas acumulado a los tiempos de incubaciéon de 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7,8, 12,16, 20, 24,36, 48, 72 y 96 h, empleando un transductor de presion. Los
datos se ajustaron a la ecuacion exponencial de Krishnamoorty et al. (1991).y=b

(1 — e~ donde: y es la cantidad acumulada de gas (ml) al tiempo x, b es la



maxima cantidad acumulada de gas (ml), x—, e es la base de los logaritmos
naturales, ¢ es la tasa de produccion de gas (fraccion/h), x es el tiempo de
incubacion in vitro (h) y L, es el tiempo de retardo (h). Debido a la ausencia de
repeticiones, no existieron grados de libertad para realizar un analisis de varianza
convencional. Sin embargo, el modelo incluyo los efectos principales de ciclo de
corte (C), graminea (G), edad de rebrote (E) e interacciones dobles entre estos:
CxG, CxE, GxE, empleandose la interaccion triple (CxGXE) como error

experimental para probar dichos efectos sobre las variables de respuesta b, c, L.

El presente estudio no permiti6 observar diferencias entre las 10 gramineas
debido a que las curvas de produccion de gas se comportaron muy similares
entre si. Al parecer la causa principal de dicho comportamiento fue la similitud en

composicién quimica en particular el contenido de FDN y grado de lignificacion.



INTRODUCCION

El ganado bovino que se cria en el tropico himedo mexicano tiene como principal
fuente de nutrientes al forraje que cosecha al pastar, principalmente praderas
donde predominan gramineas nativas, las cuales estan bien adaptadas a los
distintos tipos de suelos poco fértiles que se encuentran en regiones tropicales,
pero por lo mismo producen poco forraje y la produccion es altamente estacional,
con abundancia en la época de lluvias y escasez en la época critica de nortes

(invierno).

Como alternativa para incrementar la produccion forrajera estd el uso de
gramineas introducidas, originarias de Africa, seleccionadas para adaptarse a
suelos acidos e infértiles y que presentan mayor produccion de forraje que las
gramineas nativas. Entre estas, se tienen a los pastos del genero Brachiaria spp:
Insurgente (B. brizantha), Sefial (B. decumbens), Chetumal (B. humidicola) y
Mulato 1 (hibrido de B. brizantha x B. ruziziensis), y de la especie Panicum
maximum como: Guinea, Mombasa y Tanzania; ademas de otros como Taiwan
(Pennisetum purpureum) y Kingrass cubano y morado (P. purpureum x P.

typhoides)

Estas gramineas se han establecido en algunos ranchos ganaderos. Sin embargo,
se desconoce su calidad nutritiva y como se ven afectadas por la edad de rebrote

y la época del afio.



El desempefio productivo del rumiante en pastoreo esta en funcién del valor

nutricional de su dieta, y de la cantidad consumida de la misma. '

La determinacion del valor nutricional puede realizarse con las técnicas in vivo, in
situ e in vitro. La determinacién in vivo de la digestibilidad del alimento por los
rumiantes es lenta y consume mucho tiempo y recursos. Por esto, se desarrollaron
diferentes técnicas in vitro para evaluar la digestibilidad, como son las de Tilley y
Terry®, o bien in situ como la de la “bolsa de nylon” de Orskov et al* y
recientemente la de produccién de gas in vitro de Menke y Steingass > °. Esta
dltima tiene como ventaja sobre las primeras en que es mas rapida, barata y de
alta repetibilidad ’. Ademés de ser usada como medida de la degradacién ruminal

de los alimentos es también indicador del consumo de MS digerible.

Menke y Steingass ° Investigadores alemanes de la Universidad de Hohenheim,
fueron los primeros en llevar a cabo experimentos de fermentacion en jeringas de
vidrio, de tal manera que se pudiera medir visualmente el volumen de gas
producido hasta las 24 horas, el cual se combina con la concentracién de proteina
cruda y grasa cruda para predecir el contenido de energia metabolizable, con
mayor precision que las otras técnicas 8. A través de los afios, la medicién ha

mejorado en rapidez y precisidbn mediante la automatizacion electrénica.

La técnica de produccion de gas in vitro, se ha utilizado para determinar el valor
nutritivo de los forrajes en funcién a la cantidad de gas liberado, basicamente CO,,
CH,, acidos grasos volatiles, al incubar in vitro una muestra de alimento con liquido

ruminal con pH amortiguado, que es directamente proporcional a la digestibilidad o



la degradacion del substrato y por lo tanto, al contenido de energia metabolizable

del alimento.®

l. REVISION DE LITERATURA

1.1. Indicadores de calidad en plantas forrajeras

A continuacion se mencionan algunos de los métodos mas utilizados para

determinar la calidad de las plantas forrajeras.

1.1.1. Fracciones de fibra de Van Soest

La digestibilidad de todos los materiales estd dada en funcién de la composicion
celular y, mas precisamente, de la composicidbn quimica de cada forraje en
estudio. Las células de las plantas se dividen en dos partes conocidas como
contenido celular y otra la pared celular. El contenido celular posee una
digestibilidad casi total, siendo en promedio del 98%, (acidos nucleicos,
aminoacidos, proteinas), azucares, almidén y lipidos. En contraste, la pared
celular esta formada por material menos digestible llamado fibra, el cual consta de

celulosa, hemicelulosa, y lignina.

La hemicelulosa, celulosa y lignina forman la FDN (Figura 1), mientras que la

celulosa y la lignina constituyen la FDA.*°

Los andlisis que se utilizan en la actualidad corresponden al método propuesto en
1964 por Peter Van Soest de la Universidad de Cornell. Dicho método es el mas

usado para el caso de forrajes utilizados por rumiantes, ya que cuenta con dos



componentes fundamentales de la planta que son contenido celular y pared

celular.

|

Digestion condetergente neutro

Soluble | | Insoluble

Contenido celular | Pared celular

Digestion con detergente addo

Soluble | Inscluble
Celulosa+ Lignina

Digestion con addosulfirico al 75%

Soluble | Insoluble |

Figura 1. Esquema de andlisis del sistema Van Soest.™

Este analisis es analogo a la digestion de la fibra por el rumiante, donde primero
pasa por una digestion en medio neutro en el rumen (fibra por detergente neutro,
FDN), seguida de una digestion en medio acido que ocurre en el abomaso (fibra

por detergente acido, FDA).

La FDN es el residuo que queda tras ebullir la muestra con una solucién neutra
(pH= 7) de lauril sulfato sodico y acido etilendiaminotetraacético (EDTA). El
proceso separa la mayoria de los componentes de la pared celular, como son:
celulosa, hemicelulosa y lignina, pero también se extraen proteinas, minerales y

cutina. Se le puede considerar una medida del contenido de pared celular.*

Al residuo obtenido después de tratar la muestra con la solucion detergente en

medio neutro, se le afiade una solucion de H,SO, 0.5 M y bromuro de



acetiltrimetilamonio y se hierve de nuevo. El resultado es, esencialmente,

fracciones crudas de lignina y celulosa, aunque también incluye lignina, cutina y
1 12 .z . . . .

silice™, en tanto que la fraccién soluble incluye primariamente hemicelulosa y
proteina de la pared celular. La FDA es principalmente usada como un indicador

rapido del contenido de fibra del alimento.

El contenido de FDN se relaciona mas al consumo del alimento, pues posee todos
los componentes de fibra que ocupan espacio en el rumen. Por otro lado, el
contenido de FDA es mejor indicador de la digestibilidad del forraje, debido a su
alto contenido de lignina, correlacionandose esta como indicador de baja
digestibilidad del forraje. La FDN siempre serd mas alta que la FDA, ya que esta

dltima no contiene hemicelulosa.'' *?

1.1.2. El método ANKOM para determinar componentes de pared

celular

Este método fue ideado por Komarek ** y su intencién es proveer un sistema de
determinacién de FDN, FDA vy fibra cruda que sea rapido, de bajo costo y que se

puedan analizar gran nUmero de muestras por corrida.

Fay et al.*

compararon el procedimiento tradicional de Van Soest que usa crisoles
filtrantes (CF) con el procedimiento semiautomatizado ANKOM™® que emplea
bolsas filtrantes (BF), para determinar los contenidos de FDN y FDA de nueve
alimentos para rumiantes empleados con mas frecuencia en la region templada de

Argentina, que fueron: harina de soya por extrusion, alfalfa (Medicago sativa),

ensilaje de pastura, pasto lloron (Eragrostis curvula), pasto trigo alto (Triticum sp),



pasto guinea (Panicum maximum) y cebadilla (Hordeum sp). Se llevaron a cabo
cuatro corridas por técnica y alimento. La prueba de ‘t’ para muestras pareadas no
mostré diferencias (P>0.01) entre técnicas. La variabilidad entre corridas fue
mayor para la técnica tradicional, con respecto a la ANKOM, cuyas desviaciones
estandar respectivas fueron: 0.71 y 0.39 para FDN, y de 0.83 vs 0.56 para FDA.
Las regresiones lineales CF = 1.43 + 0.95*BF, R* = 0.99 para FDN y CF = 0.53 +
0.98*BF, R? = 0.99 para FDA, indicaron una relacién lineal altamente significativa
(P<0.01) entre ambas técnicas. Se concluy6 que al analizar los alimentos arriba
citados, el procedimiento ANKOM dio resultados comparables a los de la técnica

tradicional.

Berchielli et al.”> compararon los valores de FDN y FDA obtenidos de manera
tradicional con aquellos obtenidos con el procedimiento ANKOM, analizando cinco
materiales distintos: Cafla de azucar (Saccharum oficinarum), pasto Insurgente
(Brachiaria brizantha), ensilaje de sorgo (Sorghum vulgare), pulpa citrica (Citrus
spp.) y heces de bovino (Bos indicus), con tres repeticiones cada uno. No
encontraron diferencias entre los valores obtenidos con el método convencional y
el método ANKOM, excepto para la pulpa de citricos cuya media para el método

ANKOM fue inferior a la obtenida por el método convencional.
1.1.3. Proteina cruda (PC)

En realidad, el método de Kjeldahl determina el contenido de nitrégeno total de la

muestra, y ya que en general, las proteinas contienen aproximadamente el 16%



de nitrogeno, el contenido de N se multiplica por el factor 6.25 para calcular el

contenido de proteina cruda.'®

El término “cruda” se refiere a que no todo el nitrdgeno en el alimento esta en
forma de proteina, y en los forrajes, sus concentraciones varian de menos de 5%
(residuos cosecha) hasta mas de 20% (leguminosas de buena calidad). Si el
forraje permanece suficiente tiempo en el rumen, la mayor parte de la proteina es

desdoblada por las bacterias ruminales.

En aminoacidos que adicionalmente son desdoblados para formar amoniaco, el

cual es utilizado por los microbios para producir su propia proteina.

El nitrdgeno no proteico es 100% degradable en rumen. El exceso de amoniaco
derivado del NNP es absorbido por el rumen para llevarlo, via sanguinea, al

higado, para transformarlo en urea que es excretada en la orina.

Las bacterias ruminales ingresan constantemente al abomaso en donde son
digeridas y absorbidas; la proteina bacteriana constituye asi, la mayor parte de la

proteina aprovechada por el bovino.’

Las gramineas cuyos resultados de produccion de gas se informan en esta tesis,
presentan contenidos variables de proteina cruda. Por ejemplo: en Brachiaria ssp:
Chetumal contiene del 6 al 8% *#, Chontalpo a los 30 dias contiene 10% y a los 90
dias 5%*°, Insurgente contiene 7'y 14 % *° y Mulato 1 del 12 al 15%". En Panicum
méximum se han informado valores de 10 al 13% del pasto Mombasa®, en tanto

gue en pasto Guinea y Tanzania se han informado promedios respectivos de 8.3 y



10

9.1% 2! Por otro lado, para Pennisetum spp: se han informado valores de 12%

para kingrass morado y del, 7 al 10% para Taiwan.??

En general se requiere aproximadamente un nivel entre el 6 y 8% de proteina
cruda para mantener activos los microorganismos del rumen y no se deprima el

consumo voluntario y la digestibilidad.™*
1.1.4. Digestibilidad in situ 6 in sacco

La técnica de incubacién in situ fue inicialmente utilizada por Quin et al. %, también
llamada técnica in sacco o técnica de la bolsa de nylon, para estudiar la
digestibilidad o desaparicién de los alimentos en el rumen. Esta gand una gran
aceptacion para medir la digestibilidad aparente de la materia seca, fibra,
nitrogeno, predecir la digestibilidad de los nutrimentos en el tracto digestivo, y la
digestibilidad de varios sistemas de alimentacion, debido principalmente a que es
una manera rapida de medir la proporcion en los constituyentes de alimento

degradados en el rumen.?*

Se usaron bolsas cilindricas de seda muy fina para medir la digestion de varios
alimentos en el rumen de ovejas. Posteriormente, la seda se reemplazé por
materiales sintéticos totalmente resistentes a la degradacién ruminal. Después se
utilizaron bolsas de poliéster y Orskov et al. ¢ sugirieron la utilizacién de bolsas de
nylon. Actualmente se utilizan bolsas de dacrén, mas baratas y de bajo contenido

de nitrégeno.
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1.1.4.1. Descripcion de la técnica in situ

La técnica consiste en colocar de 4 a 6 g de muestra dentro de una bolsa y
colocarla en el rumen de animales fistulados en rumen (bovino u ovino), por cierto
periodo de tiempo, lo que permite determinar simultaneamente la cantidad de

muestra digerida y la velocidad o tasa a la cual la digestidn procede.

Por otro lado permite mantener constantes las condiciones ruminales y variar los
substratos incubados, o variar las condiciones ruminales incubando materiales
conocidos (estandares) para determinar el efecto del cambio en el ambiente

ruminal, sobre la tasa y potencial de degradacion de los alimentos.

Una desventaja del método in situ es la falta de uniformidad con que los

investigadores la han usado.

La acumulacion de gas dentro de la bolsa puede afectar la digestibilidad in situ, ya
gue puede causar que las bolsas floten, impidiendo su libre movimiento dentro del
rumen y limitando cualquier accion mecanica causada por los movimientos
ruminales. También puede reducir el flujo de liquido ruminal a la bolsa y la entrada

de sustancias y microorganismos para digerir el alimento. ?°

La produccion de gas es subproducto de la fermentacién microbiana y su
acumulacion puede inhibir el metabolismo microbiano. Las bolsas con poro grande
tienden a favorecer la acumulacién de gas. ** Se sugiere que el tamafio 6ptimo
del poro era de 30 y 50y, dado el grosor de las fibras puede variar, y poros mas

pequefos retardan la entrada de microorganismos e impiden alcanzar una
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fermentacion Optima, mientras que poros mas grandes permiten la entrada de

particulas lignificadas pequefias que distorsionan los resultados.

1.1.4.2. Produccién de gas in vitro

La técnica de produccion de gas es un método in vitro que permite determinar la
extension y la cinética de degradacion del alimento a partir del volumen de gas

producido durante el proceso fermentativo. %°

Rymer et al. ?’

indicaron que, quienes primero propusieron y desarrollaron el
principio para la determinacién de la degradacion/fermentacion ruminal potencial
de los alimentos por la medicion del gas producido en cultivos en serie fueron

McBee y Hungate. Posteriormente se han hecho adaptaciones y modificaciones a

la técnica. 22

En 1979 se propuso y desarrolld la “prueba de gas H6henheim” en Alemania, que
combina el volumen de gas producido después de 24 h, con las concentraciones
de proteina cruda, fibra cruda y cenizas del alimento para estimar la energia
metabolizable. Por otra parte, investigadores del Instituto de Investigacion en
Pastizales y Ambiente (IGER por sus siglas en inglés) del Reino Unido, proponen
y desarrollan la técnica de la medicién manual de la presion usando un transductor
de presion manual, el cual utiliza frascos de vidrio. Las lecturas se realizan a
intervalos regulares de 3 6 4 horas las primeras 24 horas, y después
frecuentemente hasta las 120 6 144 h. A partir del gas acumulado es posible

representar matematicamente la cinética de fermentacion de forrajes individuales.

28
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Se han utilizado diferentes modelos para describir la cinética de produccion de gas
en forrajes tropicales, como el de Gompertz el cual es adecuado para describir las
caracteristicas de fermentacion de los sustratos con tasas de produccion de gas
rapidas en las primeras horas de incubacién y con tasas lentas en la fase

asintética. 2°

En general, las curvas de produccion de gas presentan forma sigmoidal y en ellas
pueden ser distinguidas tres fases: inicial de lenta produccion de gas, exponencial
de rapida produccion de gas y asintdtica donde existe una lenta y casi nula

produccién de gas. ?°

Actualmente la produccién de gas puede cuantificarse por sistemas totalmente
automatizados y por sistemas parcialmente automatizados donde las lecturas se
realizan manualmente, usando transductores de presion conectados a un
voltimetro digital, y una jeringa ensamblada que permita medir el volumen de

gases producido en la lectura de la presién respectiva.

El principio fundamental de la técnica es que la cantidad de gas liberada, cuando
una muestra de alimento es incubada in vitro con liquido ruminal, es directamente
proporcional a la digestibilidad 6 a la degradacion del substrato y por lo tanto, al
valor energético de la muestra. El gas producido esta formado basicamente de

CO,, CHa, asi como también de acidos grasos volatiles. ?’

La produccion de gas in vitro, permite complementar y hacer mas precisa la
informacion nutricional que la que se obtiene, solamente, a partir de analisis

convencionales. Al igual que otras técnicas de bioensayo, esta técnica emplea
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sustratos molidos, medio anaerdbico, temperatura de 39°C e indculo ruminal. La
técnica puede medir el volumen de gas a presion atmosférica constante, la presion

de gas a un volumen fijo, 6 combinar ambos procedimientos. °

La cantidad de material requerido para evaluar la cinética varia desde 0.1 ga 1.0 g
% Si se incrementa el tamafio de la muestra se produce una disminucién en la
produccion de gas por cada g de MS, debido a que se reduce la poblacién de
microorganismos en relacion a la cantidad de sustrato o bien a que se agota la
capacidad tampon del sistema. EI CO, usado al preparar el medio, sirve para
asegurar un bajo potencial redox al momento de la inoculacién, ya que la ausencia

de la anaerobiosis resulta en perdida de bacterias celuloliticas y amiloliticas.

El gaseo continuo con CO; y los agentes reductores poseen un menor tiempo de

colonizacién y una mas rapida digestion de la FDN. *

La determinacion de la produccion de gas in vitro es importante porque
proporciona al nutricionista informacion sobre la cinética de la fermentacion de los
alimentos consumidos por los rumiantes, la cual depende del tiempo de residencia

del alimento en el rumen y de su tasa de degradacion. **

Una de las principales ventajas es que permite obtener una descripcion dinamica
del valor nutritivo de forrajes de manera altamente reproducible y a bajo costo. No
obstante, su principal desventaja es la falta de uniformidad en las metodologias
empleadas en los distintos laboratorios, lo que dificulta la comparacion de
resultados entre grupos de investigacion *. Tal falta de uniformidad proviene del

efecto de diferentes procedimientos realizados durante la incubacion, como: dejar
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escapar 0 no el gas después de medir su produccion ("ventilado”); cambio en
presion atmosférica por efecto de altitud; agitacibn 6 no de las botellas
fermentadoras; tamafio de la muestra; tipo de inoculo; uso 6 no de blancos; v,

composicién del medio de cultivo.

Por otro lado, la cantidad de gas producido depende de la cantidad y proporcion
molar de los AGV producidos. Los patrones de fermentacion que incrementan la
proporcién de &cidos butirico y acético y disminuyen la de propiénico, pueden
resultar en un incremento en el volumen de gas. Contrariamente, cambios en la
estequiometria de las reacciones que aumenten la proporcién de propiénico a
expensas de butirico y acético, resultarian en menor produccion de gas, por lo que
la proporcion molar de AGV debe ser considerada al comparar perfiles de

produccién de gas provenientes de diferentes sustratos. *2
1.2. Valor nutricional de gramineas forrajeras tropicales

La calidad nutricia del forraje es el producto de su valor nutritivo, o concentracion
de nutrientes, por el consumo de materia seca, y determina el consumo de
nutrientes, del cual depende la ganancia de peso o produccion de leche individual
del animal *. La cantidad de forraje que ingiere el ganado en pastoreo, es quizas

el factor de mayor importancia para determinar su valor nutritivo.3* 3

El valor nutritivo de los forrajes es la capacidad de los pastos para garantizar o no
las exigencias nutritivas de los animales para el mantenimiento, crecimiento y
reproduccion. Este valor nutritivo de los forrajes no es constante, ya que esta

influenciado por la digestibilidad del alimento y la cantidad consumida por el
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individuo, lo que altera la cantidad y proporciones relativas de nutrientes

absorbidos.

Un forraje sera de buena calidad cuando cumpla con las condiciones de poseer
todos los nutrientes esenciales en proporciones balanceadas, ser de alta

digestibilidad y ser palatable al animal.

El valor nutritivo de los alimentos no se puede evaluar por un solo principio
nutritivo sino suministro total de nutrientes que esta afectado por tres factores:
consumo voluntario de materia seca del forraje, digestibilidad de la materia seca
del forraje y la eficiencia con la cual el alimento consumido y dirigido es

transformado en productos Utiles, siendo este la energia neta. ** *?

1.3. Gramineas empleadas en el presente experimento
Las gramineas que se evaluaron fueron las que a continuacion se describen.

1.3.1. Panicum maximum

El género Panicum (tribu Paniceae) esta constituido por aproximadamente 350
especies distribuidas en zonas tropicales y templadas. Los cultivares comerciales
recientes Mombasa y Tanzania, son hibridos intra-especificos desarrollados por

Savidan et al. *® en EMBRAPA, Campo Grande, Brasil.

1.3.1.1. Cultivar Mombasa

Fue colectado préoximo a Korrogwe en Tanzania, en 1967. Esta siendo evaluado

en Brasil, Colombia, México y Cuba. Es una planta cespitosa con altura media de
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1.65 m, sus hojas son quebradizas, sin cera, con una anchura de 3.0 cm. Los
tallos presentan poco pelo, siendo duros y cortos, principalmente en la fase

superior. Sus vainas son glabras.

Los tallos son ligeramente rojizos. La inflorescencia es una panicula con
ramificaciones las primeras largas y las segundas largas apenas sobre la base.
Las espigas son glabras, uniformemente distribuidas, son rojizas en

aproximadamente 1/3 de la superficie externa.

Produce hasta 30 ton/ha/afio de materia seca, contenido de proteina en MS de 10-

13%, una digestibilidad del 55%. Tolera carga animal en época de lluvias de 3 a6

cabezas/ha, y en secas: 2 a 4 cabezas/ha.?

)

MOMEASA
(Panicum maximum)

% "’




18

1.3.1.2. Cultivar Guinea o privilegio

El pasto Guinea es originario de Africa tropical y subtropical®®. Es perenne, de
crecimiento amacollado, a menudo con rizomas y puede alcanzar hasta tres
metros de altura. Se reproduce tanto por material vegetativo como por semilla

sexual. ¥

Se adapta bien desde el nivel del mar hasta los 2,500 msnm, con precipitacion
superior a 1,000 mm anuales y temperaturas medias de 19.1 a 22.9 °C 3¢,
Crece en una amplia gama de suelos de mediana a alta fertilidad, es resistente al
fuego y a la sequia debido a su amplio y profundo sistema radicular, pero no tolera
condiciones de inundacién, salinidad y pastoreo intensivo. Presenta alta
produccién de forraje, con rendimientos de 27 ton/MS/ha con intervalos de

cosecha de 40 dias. 2" %

El pasto Guinea es utilizado para pastoreo, y ensilaje ** 3" ® Vicente- Chandler et
al #* informaron de valores promedio de 8.3% de PC y 37.7% de FDA, para cinco
gramineas tropicales (congo, napier, Guinea, pangola y estrella), bien abonadas y
cosechadas a los 60 dias de crecimiento. Gonzélez et al. * mencionaron que el
pasto Guinea en floracién presentd 7.8% de PC, 30.6% de fibra bruta, 8.3% de

cenizas, 2.3%de extracto etéreo y 40.8% de elementos libres de nitrégeno.
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1.3.1.3. Cultivar Tanzania

Fue colectado en 1969 en Korrogwe, Tanzania. Se ha evaluado en Brasil, México,

Cuba y Colombia.

Es un pasto cespitoso, con una altura promedio de 1.30 metros, y las hojas
decumbentes con un ancho promedio de 2.6 cm. Tanto tallos como vainas de las

hojas son glabros, no cerosos. Los tallos son ligeramente rojizos.

Las inflorescencias son paniculas con ramas largas en el primero y segundo
nudos. Las espiguillas son de color purpura, uniformemente distribuidas. Crece
desde el nivel del mar hasta los 1,800 msnm, con precipitaciones de mas de 600

mm.

En Campo Grande, Brasil, la produccion de forraje de hojas fue de 133 ton/ha/afio

de materia verde y 26 ton/ha/afio de materia seca. Responde bien en suelos
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fértiles y sin problemas de salinidad, pero requiere buen drenaje. Se caracteriza
por poseer una alta produccién de forraje, del total de la planta el 80% son hojas.
Produce hasta 26 ton/ha/afio de materia seca, y la planta completa contiene 9.1%

de proteina cruda.

TANZANIA ;
(Panicum maximum

1.3.2. Brachiaria spp

En la actualidad Brachiaria es el género de graminea que mas se emplea como

forraje en el trépico, especialmente en América Central y América del Sur.

1.3.2.1. Chetumal (Brachiaria humidicola)

La graminea Brachiaria humidicola conocida en México como pasto Chetumal, es
originaria de Africa Oriental y Sur Oriental. Es lenta para establecerse; presenta

baja calidad nutritiva, ademas de problemas de germinacion de la semilla por
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latencia prolongada. Su ciclo de vida es perenne, con fuerte habito de crecimiento
estolonifero. Los entrenudos son glabros y verde claro; las vainas de las hojas
carecen de vellosidades en la lamina, que tiene de 10 a 30 cm de longitud, y son
de verde intenso. La inflorescencia es terminal y racimosa 8. Crece bien en zonas
tropicales desde el nivel del mar hasta 1800 msnm, con precipitaciones de 1000 a
4000 mm por afio; se comporta bien en un rango amplio de fertilidad, textura y
acidez del suelo. Soporta suelos encharcados y crece muy bien en laderas.
Produce de 10 a 13 toneladas de MS/ha/afio, contiene de 6% a 8% de proteina

cruda, y 50 a 56% de digestibilidad. *®

CHETUMAL

(Brachiaria humidicola)
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1.3.2.2. Seinal o Chontalpo (Brachiaria decumbens)

Es una planta herbacea perenne, semidecumbente a decumbente y rizomatosa.
Sus tallos producen raices en los entrenudos al entrar en contacto con el suelo.
Las laminas de las hojas miden de 20 a 40 cm de longitud, son de color verde
oscuro y presenta vellosidades. En zonas tropicales, crece desde el nivel del mar
hasta 1800 msnm, en areas con precipitaciones entre 1000 y 3500 mm al afio y
temperaturas por encima de los 19 °C. Crece muy bien en regiones de baja
fertilidad con sequias prolongadas, se recupera rapidamente después del
pastoreo, compite bien con las malezas, no crece en zonas mal drenadas. Es una
especie que se adapta bien a suelos de baja fertilidad, responde a la aplicacion de
P y N; es necesario realizar fertilizaciones de mantenimiento cada dos o tres afios
de uso. La productividad de MS depende de las condiciones climaticas, época del
afio y fertilidad del suelo. Durante todo el periodo de lluvias alcanza hasta 6
ton/MS/ha, reduciéndose hasta un 70% en época de secas. El contenido de PC
disminuye rapidamente con la edad del pasto de 10% a los 30 dias a 5% a los 90

dias. *°
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SENAL

(Brachiaria decumbens)

1.3.2.3. Insurgente (Brachiaria brizantha)

Es originario de Africa tropical. Fue introducido a México, proveniente de Brasil, en
1984 por el programa de forrajes del INIFAP. Es una planta de crecimiento erecto
y sus hojas pueden tener vellosidades. Las plantas amacolladas, robustas y
perennes, pueden llegar a tener una altura de hasta 2 m. Sus hojas son lineales y
lanceoladas de unos 40 cm de longitud. La inflorescencia tiene forma de espiga
unilateral, con una panicula de 2 a 8 racimos erectos. Su rango de adaptacion va
del nivel del mar hasta los 1300 msnm, con buen desarrollo en diferentes tipos de
suelo. Se recomienda establecerlo en suelos bien drenados, siendo tolerante a la
sequia. El contenido de PC y digestibilidad in vitro de la materia seca a las 6
semanas de rebrote es de 11% y 65% respectivamente, con produccion anual
entre 8 y 20 ton/MS/ha, lo que permite soportar una carga animal alta. El

contenido de PC en praderas bien manejadas esta entre 7 y 14%, y la
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digestibilidad entre 55-77%. Se asocia bien con leguminosas de los géneros

Arachis, Desmodium, Pueraria y Centrosema. *°

PROYECTO:
OTENCIAL FORRAJERO DE
GRAMINEAS EN UN CLIMA
100 HUMEDO DEL ESTADO
DE VERACRUZ

INSURGENTE

(Brachiaria brizantha)

1.3.2.4. Mulato | (Brachiaria brizantha x Brachiaria ruziziensis)

El pasto Mulato (CIAT 36061), es un hibrido del cruce ndmero 625 (Brachiaria
brizantha CIAT x Brachiaria ruziziensis. Clon 44-6) obtenido por el programa de

mejoramiento genético del Centro Internacional de Agricultura Tropical (CIAT).

Es una graminea perenne que se puede desarrollar tanto en regiones humedas
como en subhimedas. Es decumbente, estolonifero y cespitoso. Los tallos son de
color verde intenso, con abundante pubescencia. Las hojas lanceoladas de color
verde intenso tienen de 15 a 20 cm de largo, presentando gran pubescencia. Las
plantas son vigorosas y con buen amacollamiento. Requiere suelos de buen

drenaje, pH de 4.5 a 8.0, precipitaciones de 1000 a 3500 mm anuales,
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prosperando de 0 a 1800 msnm. Su rendimiento alcanza hasta 25 ton/ha/afio de

MS, con 12 a 15% de proteina cruda y digestibilidad entre 55 y 62%. 2

' MULATO 1|

| ewiuria heissatha ¢
Srubiaria rsisionny

1.3.3. Pennisetum spp

Las gramineas tropicales erectas son reconocidas por acumular altas cantidades
de biomasa, debido a su mayor eficiencia en la captacion y conversion de energia
solar. ElI Pennisetum purpureum cuyo cultivar mas representativo es el pasto
elefante, es una de las especies forrajeras que mejor expresan las caracteristicas
antes mencionadas. Sin embargo, al mismo tiempo que acumulan biomasa, sus
tejidos sufren modificaciones de naturaleza anatdmica y quimica que modifican su
estructura, implicando una reduccién en la tasa de pasaje y en la digestibilidad por

el rumiante. 4°
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1.3.3.1 King grass morado (P. purpureum x P. typhoides)

Su origen se encuentra en Africa del sur es robusto, vigoroso y perenne, por lo
qgue ha sido introducido en todas las regiones tropicales y subtropicales, alcanza
una altura de 3 m, pero con tallos y hojas muy delgadas, sus raices forman cepas
muy compactas y solidas que pueden alcanzar hasta 2 m de profundidad. Su

inflorescencia es compacta y cilindrica, de 12 a 15 cm de largo.

Graminea adaptada a condiciones tropicales y hasta alturas de 1000 a 1500
msnm, pero con precipitacion no menor a 1000 mm anuales. Muestra una gran
capacidad de rebrote cuando se inician las lluvias. Se adapta a suelos fértiles y
francos, neutros o ligeramente acidos, con buen drenaje. Es muy susceptible al

exceso de humedad. *°

La producciéon de materia verde en hoja es de 24.4 t/ha y la proteina cruda en

hojas de 6.67%. %2

KING GRASS uonn? i
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1.3.3.2 Taiwan (Pennisetum purpureum)

Especie perenne, crece de 2-3 m, sus hojas van de 30 a 70 cm de largo, forma
macollas y tiene rizomas. Su crecimiento va de 0 hasta 2200 msnm y su 6ptimo
desarrollo es a los 1500 msnm, crece a temperaturas de 18 a 30°C con un 6ptimo
a los 24°C. Se comporta muy bien en suelos acidos a neutros, resiste sequias y

humedades altas y una precipitacién entre 800 y 4000 mm anuales.

Su establecimiento es por medio de cepas y tallos maduros. Las semillas de las
especies de Pennisetum tienen muy baja viabilidad (< 10%), requiere control de
malezas en el periodo de establecimiento. Para mantener su calidad se necesitan
cortes frecuentes a ras de suelo normalmente cada 50 a 70 dias, cuando su altura
va de 1 al.2 m. Se le debe fertilizar después de cada corte, para mantener su

productividad. **

La produccion de materia verde en hoja es de 23.9 t/ha, y el porcentaje de

proteina cruda en hojas es de 7.29%. %2
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1.3.3.3. King grass cubano CT-115 (P. purpureum x P. typhoides)

Es una planta forrajera obtenida a partir del King grass en los laboratorios del
Instituto de Ciencia Animal, de la Universidad de la Habana Cuba, por cultivo de

tejidos.

Es de alta talla con altura proxima a los 3 m. Se caracteriza por tener crecimiento
erecto, hojas largas y anchas con abundante vellosidad. Se adapta
preferiblemente a climas célidos templado- céalidos, desde el nivel del mar hasta

los 1800 msnm. #?

Este clon se ha utilizado en la produccién de forraje en pie y pastoreo directo por
sus caracteristicas promisorias, pues se puede almacenar como forraje en la
época de seca, ya que aun a los 4 a 6 meses de edad presenta una aceptable
calidad y mayor valor nutritivo que otros alimentos preservados o cultivados para

este fin.

Una de las caracteristicas principales de este pasto es que su distancia entre
nudos es pequefa, tiene mayor niumero de hijatos por planta, y su contenido de
azucares es alto. Es de porte bajo, por su menor distancia entre nudos, tiende a
tener mejor relacion hoja/tallo al acortarse los nudos, florece muy poco. Es una

planta que responde bien después del pastoreo.*
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Su produccion por unidad de area de cultivo o rendimiento de cosecha segun la
region y época del afio entre 70 y 120 toneladas de pasto fresco por ha, y en

casos extremos puede llegar a producir hasta 200 toneladas por ha. *?
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1.4. Efecto del clima tropical en la calidad del forraje

El desarrollo, velocidad de crecimiento, asi como la produccion de materia seca de
las plantas forrajeras dependera de la cantidad de lluvia que cae, 6 mejor dicho,
del agua aprovechable contenida en el suelo, ademas de la temperatura
ambiental. Estos factores pueden a su vez causar diferencias en la digestibilidad

de la materia seca de los forrajes*?, asi como en su composicién quimica.

4

En una investigacién clasica Deinum y Dirven **, sometieron al pasto congo

(Brachiaria ruziziensis), cultivado en macetas en invernadero, a combinaciones de
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distintos niveles de intensidad luminica y de temperatura ambiental y los
cosecharon a 2, 3, 4 y 5 semanas de edad. Los aumentos en edad de la planta,
intensidad luminica y temperatura, incrementaron significativamente la produccion
de materia seca y su contenido de fibra cruda, en tanto que disminuyeron
significativamente los contenidos de nitrégeno organico y carbohidratos solubles
en agua. En estudios realizados por ellos mismos con gramineas templadas,

obtuvieron resultados semejantes *** %°

concluyendo que las altas temperaturas de
las areas tropicales serian la principal causa de la pobre calidad de las gramineas

tropicales.

Ford et al. *’ estudiaron 13 gramineas tropicales y 11 templadas que cultivaron en
ambiente controlado con temperaturas diurnas/nocturnas de 21/13, 27/19 vy
32/24°C. Emplearon la quinta hoja principal de cada planta, cosechada dos dias
después que el tallo principal alcanzara su longitud méaxima, para obtener

preparaciones de fibra por detergente neutro (FDN).

Estos autores encontraron que el contenido de FDN, corregido por almidén y
proteina, decrecié al aumentar la temperatura en especies tropicales, en tanto que

en las especies templadas la FDN aumento.

En las gramineas tropicales, el decremento en FDN se debi6é a un contenido
menor de celulosa, mientras que los contenidos de hemicelulosa y lignina
tendieron a incrementarse con el aumento de temperatura. En las gramineas
templadas, los niveles de celulosa, hemicelulosa y lignina mostraron un

incremento consistente con el aumento de temperatura. En las gramineas
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tropicales, hubo una correlacion negativa altamente significativa de la lignina con
la digestibilidad in vitro, en cada una de las temperaturas, y la lignina se asocio
mas fuertemente a hemicelulosa que a celulosa. En contraste, en las gramineas
templadas, la lignina no se correlacion6 a la digestibilidad in vitro en ninguna

temperatura.

En Sud Africa, Dugmore y Nsalahi *® estudiaron el efecto del ambiente sobre la
digestibilidad in vivo de la materia seca (DMS, %) y el consumo voluntario de
forraje (CVF, kg MS/100 kg PV) de pasto kikuyo (Pennisetum clandestinum) que
se obtuvieron respectivamente a partir de 82 pruebas de digestion y 38 de
consumo conducidas a lo largo de cinco afios. La ecuacion de mejor poder

predictivo para DMS fue la siguiente:
DMS = 1141.8 - 0.74(Ltery) - 16.6 (Tten) - 15.6 (E-2); P <0.001; R? = 0.465

Donde L Y Trert SON respectivamente, la lluvia acumulada y la temperatura
promedio entre la fertilizacion y el corte del forraje y E, es la evaporacion
promedio entre las dos semanas previas al corte y la semana en que ocurrio el

corte. Con respecto al consumo, la ecuaciéon que mejor lo predijo fue:
CVF = 8.57 - 0.097(T.1) - 0.173(Trer); P < 0.001; R? = 0.497

Donde T-1 es la temperatura promedio entre la semana anterior al corte del forraje
y la semana del corte y T yYa se definid. Estos autores comentaron que
considerando el calentamiento global, es preocupante el efecto depresor que
tienen las temperaturas sobre la DMS y el CVF, pues en su estudio, el primero

decrecio en 4.4% y el segundo en 15% por cada grado centigrado de aumento en
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temperatura ambiental. El efecto implicito sobre la produccién del ganado bovino
en pastoreo seria considerable, pues el rendimiento potencial de leche se

reduciria en 36% por grado centigrado de incremento en temperatura.

1.5. Efecto de la edad de rebrote sobre la calidad nutritiva

Las gramineas tropicales son de rapido crecimiento y maduracion. Debido a esto
su calidad nutricional también cambia rapidamente, ya que con la edad
experimentan modificaciones sensibles y graduales en su composicion quimica.
La reduccion del contenido de proteina bruta y el incremento de los constituyentes
de la pared celular son los principales cambios que presentan, los que influyen
directamente en la digestibilidad y en la eficiencia de utilizacion de los forrajes por

parte de los animales.

En estudios realizado con Pennisetum purpureum cultivar CUBA CT-115 con el fin
de determinar el efecto de la edad de rebrote en su composicién quimica, con
cortes a los 28, 56, 84, 112 y 140 d, se encontr6 que la concentraciéon de MS
aumenté con la edad de rebrote pudiendo esto deberse principalmente al
incremento en la proporcion de pared celular vegetal, siendo también
responsables los cambios morfoldégicos, como la disminucion de las laminas
foliares y el aumento de los haces vasculares, de la disminucién en PB (P<0.001)
donde la mayor concentracion se present6 a los 28 dias (14.89%) y la menor a los
140 dias de rebrote (7.78%). Ademas, con la edad de rebrote se obtuvo un
incremento de la concentracion de lignina (P<0.001) con valores de 3.22% a los

28 d, hasta 8.55% a los 140d, quiza porque a medida que madura la pared celular
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se ensancha. Cabe destacar que Pennisetum purpureum presenta mayor
contenido de carbohidratos estructurales y desarrollo de su estructura a medida

que avanza su edad. *°

En investigaciones realizadas por Ramirez et al. *® con Brachiaria hibrido cv.
Mulato a edades de 30, 45, 60 y 75 d de rebrote, en el periodo lluvioso, los
porcentajes de proteina, fosforo, digestibilidad de la materia seca y organica
disminuyeron con la edad, siendo a los 30 d 18.6% de MS y a los 75 d de 23.5% y
la digestibilidad de la materia organica de 61.3% y 54.2% a los 30 y 75 d
respectivamente, siendo los 30 d los mayores valores registrados. Se demostré
gue en ambas especies disminuyo la proteina y aumenté la fibra bruta, cuando
envejecio la planta y que esto puede estar relacionado con la reduccion de la
sintesis de compuestos proteicos, si se compara con estadios mas jovenes.
Ademas, a una mayor edad disminuye la cantidad de hojas, se incrementa la
sintesis de carbohidratos estructurales (celulosa, hemicelulosa y lignina) vy

disminuye la calidad del pasto, debido a un aumento de la fibra bruta.
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ILJUSTIFICACION

Este estudio se realizd con la finalidad de poder identificar al menos una de 10
gramineas introducidas en el tropico humedo del estado de Veracruz en un clima
calido humedo, valorado este a través de la cantidad y calidad del forraje durante
dos afios consecutivos, por medio de la técnica de produccion de gas in vitro.
Entre estas especies se tienen los pastos del género Brachiaria spp: Insurgente
(B. brizantha), Sefal (B. decumbens), Chetumal (B. humidicola) y Mulato 1 (hibrido
de B. brizantha x B. ruziziensis), y de la especie Panicum méaximum como Guinea,
Mombasa y Tanzania; ademas de otros como Taiwan (Pennisetum purpureum) y

Kingrass cubano y morado (P. purpureum x P. typhoides).

La técnica de produccion de gas que emplea sustratos molidos, medio anaerobio,
temperatura de 39°C e inoculo ruminal, permite estimar la cinética de degradacion
de cada pasto, y por ser altamente precisa y repetible, permitira identificar entre

los diez pastos, aquel con mejor calidad nutritiva.
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IIl. HIPOTESIS

Con base en lo ya descrito se propuso la siguiente hipétesis “Al menos una de las
gramineas del genero Brachiaria spp: Insurgente (B.brizantha), Sefal (B.
decumbens), Chetumal (B. humidicola) y Mulato | (hibrido de B. brizantha x B.
ruziziensis) y de la especie Panicum maximum como Guinea, Mombasa y
Tanzania; ademas de otros como Taiwan (Pennisetum purpureum) Kingrass
cubano y morado (P. purpureum x P. typhoides) por evaluar tendrd una curva de
produccion de gas mayor que las demas, por lo tanto, su calidad nutritiva sera la

mejor”.

IV. OBJETIVOS

Determinar la calidad nutritiva para saber cual graminea sera la mejor, que se
estimara a partir de la cinética de fermentacién por medio de la producciéon de gas

in vitro.



36

V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Descripcion del sitio experimental

El forraje con el que se realizé el experimento aqui descrito, se llevé a cabo en el
Centro de Ensefianza, Investigacion y Extension en Ganaderia Tropical (CEIEGT),
dependiente de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ), de la
Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM), ubicado en el km 5.5 de la
carretera federal Martinez de la Torre-Tlapacoyan, en el municipio de Tlapacoyan,
Veracruz. La altitud promedio es de 112 msnm. El clima esta clasificado como tipo
Af (m) w (e), calido y hiumedo, sin estacion seca definida, que presenta tres
épocas climaticas: 1) secas: marzo a junio; 2) lluvias: julio-octubre; y 3) invierno:
noviembre-febrero. La temperatura media anual es de 22- 24°C y precipitacion
pluvial anual de 1900 mm. >*

Los suelos son de tipo Luvisol, Acrisol y Vertisol, arcillo-limosos, acidos (pH de 4.5
a 5.2), con bajos niveles de P (3.5 ppm, Bray Il) y de capacidad de intercambio

catiénico (10.5 m.e/100 g). *?

5.2. Gramineas bajo estudio y su manejo

Se estudiaron diez gramineas forrajeras tropicales, 4 del género Brachiaria spp:
Insurgente (B. brizantha), Sefial (B. decumbens), Chetumal (B. humidicola) y
Mulato 1 (hibrido de: B. brizantha x B. ruziziensis); 3 de la especie Panicum
maximum, los pastos Guinea, Mombasa y Tanzania; y 3 del género Pennisetum

purpureum, las variedades Taiwan, Kingrass cubano y Kingrass morado.
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Estas especies se establecieron con material vegetativo en julio-agosto de 2007,
en un disefio de bloques completos al azar (Figura 2) con tres bloques como
repeticiones. Las parcelas tienen 4 surcos de 5 m de largo, separados a 50 cm
entre si, y también una distancia entre plantas de 50 cm. Se considerd una parcela
atil de 1 m de ancho por 4 m de largo (4 m?), dentro de la cual se delimitaron
cuatro areas de 1 m? cada una, correspondientes a las edades de rebrote de 3, 6,

9y 12 semanas.

Kinggrass  KG Privilegio PR
MU IN KG PR
Mulato MU Tanzania  TA
BIIl-2 P
Taiwan ™w Chetumal ~ CHe 7 8 9 10 1
Chontalpo  CHo Mombasa MO e
Insurgente  IN Morado ~ MDo ™w TA Che MO CHo MDo n
BlIl-1
1 2 3 4 5 6 d
|
CHo PR ™w IN MU AR MO KG Che TA MDo e
BIl X
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 n
KG MU ™w CHo IN PR TA CHe A Mo MDo e
BI
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
€ ALBERGUES DIRECCION &

Figura 2. Disefio experimental bloques completos al azar.

Para el presente experimento se estudiaron cinco ciclos de cosecha. Cada ciclo
inicié con un corte de uniformizacion, seguido de cortes a las 3, 6, 9 y 12 semanas
de rebrote. Las gramineas amacolladas se cortaron a una altura de 20 cm y las

decumbentes a 10 cm. Los ciclos fueron los siguientes: 1) Sequia 2008 (26/03/08-
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29/05/08); lluvias 2008 (22/08/08- 24/10/08); nortes 2009 (08/01/09- 24/04/09),
lluvias 2009 (08/10/09-11/12/09); nortes 2010 (21/01/10- 26/03/10).

La época con que designo a cada ciclo se basé en la época en que se situo el mes
en que se inicio cada ciclo. Por ejemplo, nortes 2009 se inicié en enero, pero tuvo
enero y febrero en la época de nortes y marzo y abril en la época de sequia.

Lo mismo sucedid con lluvias 2009 y nortes 2010. Los ciclos no coincidieron
exactamente con su época respectiva porque en su momento no se conté con
mano de obra para cosechar. Las condiciones de temperatura, lluvia y humedad
relativa para cada ciclo se presentan en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Temperatura media diaria y lluvia total en cada ciclo de cosecha.

Temperatura (°C)

Ciclo Fechas NP pP— r;:?vzdgg) Lluvia (mm)
Sequia 2008 Mar 26 — Mayo 29 30.03+5.0 20.9+23 77+ 17 329
Lluvias 2008 Ago22-0Oct24 32.03+3.1 228%15 80 + 18 972
Nortes 2009 Ene 08 - Abr 24 27.2+34 17420 7920 197
Lluvias 2009  Oct 08 - Dic 11 284+43 199+1.8 85+ 16 380
Nortes 2010 Ene?21-Mar26 23.4+50 14527 88 + 15 1180

El forraje se corté con machete, se introdujo en bolsas de plastico identificadas
con numero de parcela, bloque y fecha de corte. Posteriormente se llevaron al
laboratorio donde se peso el forraje fresco en una bascula granataria y después se
secO una muestra por 72 horas a 65°C, para determinar el porcentaje de materia
seca. La muestra seca se molié en un molino Wiley #4 con criba de 2 mm.

Inicialmente, se generaron 600 muestras de forraje seco y molido, provenientes de

las 10 gramineas, que se cortaron a 4 edades en 3 bloques, en cada uno de los 5
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ciclos estacionales de corte. Sin embargo, una gran cantidad de cada muestra se
empled para realizar otros analisis, como proteina cruda, fibra por detergente
neutro y por detergente &cido, ademas de lignina y digestibilidad in situ, cuyos
resultados no se informan en esta tesis. Por este motivo, se tomd una submuestra
de 1.67 g de cada repeticion (bloque) y se mezclo para tener 200 muestras de
5.00 g de forraje seco y molido, provenientes de 5 ciclos de cosecha, 4 edades al
corte y diez gramineas, con el fin de estudiar con éstas la produccion de gas. Al
final, catorce muestras no tuvieron la cantidad minima requerida y no se analizé su
produccion de gas, por lo que, finalmente, el nUmero de muestras analizadas fue

de 186.
5.3. Produccién de gas in vitro

Las determinaciones de produccion de gas in vitro (PGIV) de las muestras de
forraje se llevaron a cabo en el Laboratorio de Bromatologia del Instituto de
Ciencias Agropecuarias y Rurales de la Universidad Autbnoma del Estado del
México, localizado en Cerro de Coatepec, Toluca, Estado de México.

Se empled la técnica de produccion de gas in vitro de acuerdo a Menke y
Steingass °> modificada por Mauricio et al. °* donde muestras de 0.999 g se
incubaron por triplicado a 39°C con 90 ml de una mezcla de licor ruminal
amortiguado, en botellas de Wolf de 130 ml; se usaron 3 botellas sin sustrato
como blanco.

La PGIV se midi6 cada hora las primeras ocho y luego a las 12, 16, 20, 24, 36, 48,

72 y 96 horas. Las lecturas se corrigieron por la produccion de gas del blanco,
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ademas que se resto la PGIV a las 4 horas, que corresponde a la producida por la

FDN rapidamente fermentable. ®

5.4. Analisis estadistico de la informacion

A continuacion se describe el analisis de varianza que se utilizdé en el presente

estudio.

5.4.1. Obtencién de los parametros de produccion de gas

Los volumenes acumulados de gas a los distintos tiempos de incubacion, se
ajustaron a la ecuacién exponencial de Krishnamoorty et al. >*:

Y =b (1-e-“%Y),
Ddénde: “Y” es la cantidad acumulada de gas al tiempo de incubacion “X”; “b” es la
maxima cantidad de gas acumulada (ml) cuando X — o«; “c” es la tasa de
acumulacion de gas ([%/100]/h); “X” es el tiempo de incubacién in vitro (h); y “L” es

el tiempo de retardo (h). Como criterio de ajuste se emple6 el coeficiente de

determinacion (R?) y el error estandar del modelo (Sy.x).
5.4.2. Analisis de varianza de los parametros

El analisis de los parametros descritos en la seccidén anterior, se realiz6 mediante
el siguiente modelo lineal aditivo:

Y =p+Cj+ Ex+ G + (C*E) k + (C*G) j + (G*E) w + &
doénde: Y, es la variable de respuesta (parametro del modelo de Krishnamoorty)
medida en la |-ésima graminea en la k-ésima edad de rebrote, dentro del j-ésimo

ciclo de cosecha; p, es la media general, comln a todas las observaciones; C;, es
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el efecto principal del j-ésimo ciclo de cosecha; E, es el efecto principal de la k-
ésima edad de rebrote; G;, es el efecto principal de la I-ésima graminea; (C*E)j,
(C*G); y (G*E)w, son los efectos combinados 06 interacciones dobles entre Cj, Ex y
G, ya descritos; y &y, es la variacion atribuible a la interaccion triple (C*E*G)q, que
en el presente caso se supuso no significativa y por tal motivo, se empled como
“error experimental” para probar los efectos de los demas factores del modelo,
suponiendo ademas que tal error se distribuye normalmente, con media igual a
cero y varianza unitaria.

El empleo de una interaccion de tercer orden como “error experimental”’, se
justifica por el hecho de que los arreglos factoriales de tratamientos contienen una
gran cantidad de repeticiones internas >°. En el presente caso, el efecto principal
del ciclo de cosecha, sin contar con repeticiones de campo, provino de la
combinacion de 4 edades al corte por 10 gramineas, lo cual resulta en 40
repeticiones. Ademas, en términos generales, las interacciones de tercer orden

son dificiles de explicar desde un punto de vista biolégico.
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VI. RESULTADOS

El Cuadro 2 presenta los resultados del andlisis de varianza de los parametros del
modelo de Krishnamoorty et al. >*Los efectos principales del ciclo de cosecha y de
la edad de rebrote, asi como de su interaccion, fueron altamente significativos
sobre todos los parametros de la ecuacion. Por su parte, el efecto principal de la
graminea no fue significativo sobre los parametros b, c y L, pero si fue altamente
significativo sobre R? y Sy.x. Las interacciones ciclo*graminea y graminea*edad
no fueron significativas sobre ninguna variable.

Cuadro 2. Niveles de significancia para los efectos del modelo empleado para
analizar la varianza de los pardmetros del modelo de Krishnamoorty.

Fuentes de Grados de Parametros del modelo de Krishnamoorty

variacion libertad b C L

- - - - Nivel de significancia tipo 3(P > F) - - - -

Ciclo de cosecha 4 <.0001 <.0001 <.0001
Graminea 9 0.4002 0.3156 0.2780
Edad de rebrote 3 <.0001 <.0001 0.0011
Ciclo*Graminea 36 0.5234 0.4900 0.7623
Ciclo*Edad 27 0.0002 0.0001 <.0001
Graminea*Edad 12 0.2199 0.9307 0.3626
Error S T T
Media general 329.95 0.0190 6.07

VCMES® 70.99 0.0044 0.40

cvs 21.52% 23.20% 6.66%
R% 0.6896 0.7965 0.7213

§\/CME, es la raiz cuadrada del cuadrado medio del error o desviacion estandar del experimento;

CV es el coeficiente de varianza respectivo ([NCME/Media general]*100); R’ es el coeficiente de
determinacion del modelo de analisis de varianza.
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El Cuadro 3 presenta las medias de los efectos principales de ciclo de cosecha,
edad de rebrote y graminea.
Cuadro 3. Medias de los parametros del modelo de Krishnamoorty para los efectos

principales de ciclo de cosecha, edad de rebrote y graminea, con las
correspondientes comparaciones entre medias.

Medias de los parametros del modelo

Variables Niveles n
b c L
Ciclo de cosecha  Sequia 2008 40 296.22 0.02592 5.90?
Lluvias 2008 36 361.3° 0.0155° 5.87%
Nortes 2009 40 290.12 0.0205° 5.892
Lluvias 2009 31 359.8° 0.0148° 6.75"
e Nortes 2010 ___39 ____ 380.2° __ 0.0161"  _ 598" __
Edad de rebrote 3 semanas 50 277.02 0.02382 6.072
6 semanas 47 354.2° 0.0166" 6.26"
9 semanas 43 359.1° 0.0182° 6.10%°
e __l2semanas __46 ____ 359.9° ___0.0156° ____ 589° __
Graminea Insurgente 18 358.7° 0.0202% 6.04%
Chetumal 19 368.72 0.0188% 6.092
Chontalpo 18 320.22 0.0188% 6.19%
Mulato 20 307.92 0.01922 6.00?
Mombasa 18 338.8% 0.0163% 5.912
Guinea 19 332.62 0.01822 5.922
Tanzania 18 333.98 0.01782 6.082
Cubano 18 342.92 0.01792 6.172
Morado 19 336.6% 0.0183% 6.20%
Taiwan 19 334.92 0.02012 6.182

Dentro de variable y columna, medias con distinta literal son estadisticamente diferentes (P < 0.05).

Las medias del parametro ‘b’ de los ciclos de sequia 2008 y nortes 2009 fue
practicamente el mismo, siendo ademas estadisticamente inferiores a los de los

ciclos lluvias 2008, lluvias, 2009 y nortes 2010.
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Con respecto al parametro ‘c’, las medias de los ciclos lluvias 2008, lluvias 2009 y
nortes 2010 fueron estadisticamente similares entre si, y estadisticamente
inferiores a nortes 2009 y sequia 2008; éste ultimo fue el que presento el mayor
valor, que superé estadisticamente a todos los demas. El tiempo de retardo (‘L’),
del ciclo de cosecha de lluvias 2009 fue el de mayor promedio, siendo
estadisticamente (P<0.05) superior a los demas, que no difierieron entre si

(P>0.05) (Cuadro 3; Figura 3).

300 1

250_ ..............

200 1

150 1

—Sequia2008

wey S e Lluvias 2008
---- Nortes 2009

50 1 - = -Lluvias 2009
== Nortes 2010

Produccién acumulada de gas (ml)

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96
Tiempo de incubacion (h)

Figura 3. Curvas de produccion de gas por ciclo de cosecha, de diez gramineas
forrajeras tropicales cultivadas en el tropico himedo del estado de Veracruz. Los

pardmetros correspondientes a cada ciclo se presentan en el Cuadro 3.

La edad de rebrote de 3 semanas presentd el menor potencial de produccién de
gas ('b’), que fue significativamente inferior al de las demas edades, que no fueron

diferentes entre si. Por el contrario, la edad de 3 semanas tuvo la mayor tasa de
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produccion de gas (‘c’), que fue ademas significtivamente (P<0.05) superior a las
otras. El tiempo de retardo (‘L’) aumentd significativamente
(P<0.05) de las 3 a las 6 semanas, para disminuir no significativamente (P>0.05)

a las 9 semanas y significativamente (P<0.05) a las 12 semanas (Cuadro 3; Figura
4).

300 1

250 1 e E T

200 1

150 1

100 1 —3semanas

-------- 6 semanas
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o
A
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= =12semanas

Produccién acumulada de gas (ml)

o
A

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96
Tiempo de incubacion (h)

Figura 4. Curvas de produccion de gas por edad al corte, de diez gramineas
forrajeras tropicales cultivadas en el tropico humedo del estado de Veracruz. Los

parametros correspondientes a cada edad se presentan en el Cuadro 3.

Las gramineas fueron estadisticamente similares entre si (P>0.05) en cuanto a los
tres pardmetros del modelo de Krishnamoorty (Cuadro 3; Figura 5), siendo los
promedios generales de: 329.9 ml, 0.0190 por hora y 6.07 h para ‘b’, ‘c’ y ‘L,

respectivamente.
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Figura 5. Curvas de produccion de gas de diez gramineas forrajeras tropicales
cultivadas en el tropico humedo del estado de Veracruz. Los parametros

correspondientes a cada graminea se presentan en el Cuadro 3.
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VII. DISCUSION

7.1. Efecto de la graminea

En la presente investigacion no fue posible detectar diferencias entre gramineas
con respecto a los tres parametros del modelo exponencial de produccion de gas
de Krishnamoorty et al. **. Por lo tanto, no se aceptd la hipétesis planteada de que
al menos una de las especies bajo estudio seria significativamente distinta a las
demas en cuanto a la curva de produccion de gas.

Los resultados informados en este experimento no pueden ser comparados en su
totalidad con otros citados en la literatura debido a la ausencia de una técnica de
produccion de gas estandarizada en los distintos laboratorios donde se realiza, ya
que, por un lado, se presentan variaciones desde el tiempo de incubacion del
sustrato y la cantidad del mismo. Por el otro, unas técnicas emplean jeringas de
vidrio y otras, frascos de vidrio. Asimismo, en unos las lecturas son
semiatomaticas y en otros es totalmente automatizada. ®

Méas aun, no existe un criterio unificado sobre qué modelo es el mas adecuado
para ajustar los datos de produccion de gas generados. °

La composicion quimica de los forrajes afecta al volumen de gas producido, la
tasa maxima de produccion de gas y el tiempo en que se alcance la fermentacion
ruminal in vitro. Estudios hechos por Nsahlai et al. *°, demostraron que aquellos
forrajes donde el contenido de FDN fue mayor, tendieron a producir mas gas in

vitro que los de menor concentracion de FDN.
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Con respecto a lo anterior, Ortega et al. >” encontraron que en el ciclo de cosecha
de lluvias 2008 del presente experimento, no hubo diferencias significativas
(P>0.05) entre gramineas con respecto a su composicion quimica y digestibilidad
in situ a 48 h de incubacion ruminal. En dicho estudio, el contenido de FDN vario
de 68.9% para el cv. Mombasa (P. Maximum) hasta 75.1% para el cv. Chetumal
(B. humidicola) con una media general de 71.4%. El rango en valores de FDA fue
de 41.6% para el cv. Mulato (B. brizantha x B. ruziziensis) hasta 48.7% para el cv.
Guinea (P. maximum), siendo el promedio de 44.7%. Con relacion a la cantidad de
lignina, el menor contenido lo tuvo el cv Chetumal (B. humidicola) con 6.3% vy el
mayor el cv. Guinea (P. maximum) con 9.2%, y una media general de 7.5%. El
contenido de PC fue de 7.1% para el cv. Mulato, hasta 9.9% para el King grass
morado (Pennisetum purpureum X Pennisetum glaucum), siendo la media general
de 8.5%. Con respecto a la digestibilidad in situ, la menor fue para el cv. Guinea
con 58.9%, la mayor fue para el cv. Taiwan con 69.1% y la media general fue de
64.9%.

Lo anterior sugiere que la causa principal de que las curvas de produccion de gas
in vitro de los distintos pastos no difirieran entre si, fue su similitud en composicién
quimica, en particular, el contenido de FDN.

Este hecho es de hacerse notar, ya que las especies estudiadas presentan
diferentes caracteristicas morfologicas, desde los pastos bajos y semi
decumbentes del género Brachiaria spp, pasando por los amacollados de porte
erecto y tamafio mediano como Panicum maximum, y terminando con los de porte

erecto y gran tamafio como Pennisetum spp. Entonces, a pesar de las diferencias
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morfologicas entre especies, existio una gran similaridad en composicion quimica
y produccion de gas de los pastos estudiados.

En un estudio se encontr6 que B. decumbens de 30 dias de rebrote, registré una
produccién de gas a las 48 horas de fermentacién de 39.4 ml *8, valor que difiere
de los aqui obtenidos cuya produccion de gas total fue mayor a 300 ml. Tal
diferencia pudo ocasionarla el hecho de que en el presente estudio se llevaron las
mediciones hasta los 96 h. Ademas, los intervalos entre mediciones fueron de 20
min hasta las 48 h y en el presente, el menor intervalo fue de 1 hora y el mayor de
24 horas.

Se sabe que en Brachiaria spp. Existen saponinas que pueden modificar la
cinética de degradacion del sustrato, retrasando la accion de las bacterias sobre
este, y aumentando el tiempo de colonizacion y la tasa de produccion de gas, por
otro lado se conoce el bajo contenido de carbohidratos solubles en gramineas
tropicales, especialmente en estados maduros y sequias, ocasiona una tasa de
fermentacién menor. %8

Las altas tasas de degradacion (‘c’) indicarian elevada disponibilidad de nutrientes
para los microorganismos ruminales, mientras que valores bajos pueden resultar
de mayores cantidades de FDN, cuyos componentes quimicos pueden reducir la
velocidad de fermentacion.

Juérez et al. 3! colectaron muestras de los pastos Guinea y Tanzania al inicio de la
floracion (noviembre) en el noreste de Veracruz, obteniendo valores de ‘Cc’ a las 24
h de incubacion de 0.0425 y 0.0371, respectivamente. Estos valores son muy
superiores a los del presente trabajo en los cuales la fraccién ‘c’ de Guinea y

Tanzania so6lo alcanzé 0.0171 y 0.0196, respectivamente. Es posible que dicha



50

diferencia se explique en funcidn de las diferentes cantidades de sustrato

utilizadas y los diferentes tiempos de incubacion.
7.2 Efecto del ciclo de corte

Si todos los demas factores estan bajo control, el crecimiento y desarrollo de las
plantas forrajeras dependera de la cantidad de lluvia que cae, 6 mejor dicho, del
agua aprovechable contenida en el suelo, ademas de la temperatura ambiental.

En una investigacién clasica, Deinum y Dirven *

sometieron al pasto congo
(Brachiaria ruziziensis) cultivado en macetas en invernadero, a combinaciones de
distintos niveles de intensidad luminica y distintos niveles de temperatura
ambiental y los cosecharon a 2, 3, 4 y 5 semanas de edad. Los aumentos en edad
de la planta, intensidad luminica y temperatura, incrementaron significativamente
la produccion de materia seca y su contenido de fibra cruda, en tanto que
disminuyeron significativamente los contenidos de nitrégeno organico vy
carbohidratos solubles en agua. Como estudios realizados por ellos mismos con
gramineas templadas tuvieron resultados semejantes. EI mismo grupo de
investigadores ** “® llegaron a la conclusién de que las altas temperaturas de las
areas tropicales serian la mayor causa de la pobre calidad de las gramineas
tropicales. Por lo anterior, se hubiese esperado que los perfiles de produccion de
gas fueran en promedio distintos para los diferentes ciclos de cosecha del
presente estudio, ya que son distintas las condiciones climaticas experimentadas

en cada ciclo de cosecha. Sin embargo, ni la cantidad de lluvia asi como la

temperatura influyeron en la calidad de las gramineas bajo estudio.
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Los Cuadros 1y 2, presentan respectivamente los promedios de cantidad de lluvia
y temperaturas maxima y minima (X’s) y las medias de los parametros de la curva
de produccion de gas (Y’s) para cada ciclo de corte, donde los valores indican una
ausencia de relacion entre ambos tipos de variables. Esto se confirmé al efectuar
las regresiones lineales, las cuales en nigun caso fueron significativas (P>0.05).
Se puede afirmar entonces, que en el presente estudio no existié una asociacion
entre variables climaticas y calidad de las gramineas representada ésta por la
produccion de gas in vitro.

Lo anterior concuerda con Mbwile y Udén *°

, quienes al estudiar los efectos
combinados de la época y la edad al corte en pasto Rhodes (Chloris gayana)
cultivado en Tanzania, Africa, concluyeron que el efecto ambiental sobre el
crecimiento y composicion quimica fue débil e inconsistente.

Por el contrario Gonzélez-Ronquillo et al. ®

, estudiaron bajo condiciones de
sabanas altas de Venezuela, la fermentacién in vitro del pasto Buffel (Cenchrus
ciliaris) a diferentes intervalos de corte (21, 28 y 35 d) en dos periodos de la época
de sequia: septiembre — noviembre 1992 y abril — junio 1993, y encontraron mayor
produccion de gas (P<0.01) al cortar cada 21 d en el periodo septiembre —
noviembre. Ademas, la interaccion corte por estacion fue significativa (P<0,05), lo
que segun estos autores, demostrd que la produccién de gas en pastos tropicales
disminuye con la edad de la planta.

El mismo grupo de investigacién anterior

, encontr6 que en las sabanas
moduladas del Apure, Venezuela, la mayor produccion de gas (ml gas/g MS) fue
en la época de lluvias (157 ml) seguida por la época de transicion de sequia a

lluvias (148 ml) con diferencia altamente significativa (P<0.01) con respecto a las
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épocas de sequia (119 ml) y transicion de lluvias a sequia (119 ml), lo cual
demostré diferencias reales y significativas entre épocas en calidad nutricia del

pasto.

7.3 Efecto de la edad al corte

Es un hecho conocido que cuando la edad del forraje aumenta, al mismo tiempo
disminuye progresivamente su calidad nutritiva y su consumo por los rumiantes.
Por eso, los pastos a edades tempranas son mas digestibles y consumidos en
mayor grado que aquellos en estado avanzado de madurez ®2. A medida que el
forraje madura, se reduce el contenido de nitrdgeno soluble y aumenta la
proporcién de pared celular, asi como el grado de lignificacién de ésta . La
lignina afecta la digestibilidad y las reservas metabolicas de las plantas. Por otro
lado, a medida que aumenta la madurez de la planta, empieza a disminuir
glucidos solubles, almidon, acidos organicos, proteina y pectinas, que son
parcialmente responsables de la dismunicion en su valor nutritivo.

Los polisacaridos estructurales como la celulosa y la hemicelulosa, tienen
digestibilidades muy variables que dependen del grado de lignificacion de la
planta. La temperatura atmosférica incrementa la actividad metabdlica de la
planta; sin embargo, el incremento en luz eleva los contenidos de azUcares no
estructurales, por lo que desciende el contenido de lignina. Menos nitrégeno vy
menos agua, disminuyen el crecimiento de la planta, por lo tanto, baja el grado de
lignificacion. Con base en lo anterior, se hubiese esperado aumentos progresivos

en la cantidad maxima de gas producido (b), debido a aumentos en la cantidad de
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FDN producto del aumento en edad, asi como reducciones en la tasa de
produccion de gas (c) en respuesta al aumento en lignificacion en la pared celular.
La produccién maxima de gas (b) fue significativamente menor (P<0.05) a las 3
semanas de edad en comparacion con la produccién a las otras edades, que no
difirieron entre si (P>0.05). Asimismo, la tasa de produccion de gas (c) a las tres
semanas fue significativamente superior (P<0.05) a las demas edades, que en
términos practicos fueron muy similares entre ellas (Cuadro 2). En otras palabras,
las gramineas jovenes produjeron menos gas, pero a una tasa mas rapida, que las
gramineas mas maduras. Por tal motivo, los resultados del presente experimento
confirmaron la expectativa del efecto de la edad sobre los pardmetos de
produccion de gas.

Los datos aqui generados sobre produccion de gas in vitro, son diferentes a los

encontrados por otros investigadores. Por ejemplo Juérez et al. **

, estudiaron los
pastos amacollados Guinea y Tanzania, ambos cultivares de Panicum maximum,
asi como los decumbentes pangola (Digitaria decumbens) y Bermuda de la costa
(Cynodon dactylon), los cuales cosecharon a principios de floracién en el mes de
noviembre en potreros de la huasteca Veracruzana. A diferencia del presente
trabajo, ellos emplearon un tamafio de muestra de 500 mg de materia seca que
colocaron en jeringas de 100 ml. En promedio, su produccién maxima de gas fue
de 119.7 ml, muy inferior a la de la presente investigacion, en tanto que su tasa de
produccion de gas de 0.0371 h, muy superior a la mayor cantidad registrada en el
presente estudio que fue para las tres semanas de edad de 0.0190 h (Cuadro 2).

Las gramineas de ese experimento 3! tuvieron 6.98% de proteina cruda y 72.2%

de FDN, en comparacion con las del presente estudio, en que se tuvieron rangos
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de 7.1% a 9.9% para proteina cruda y de 65.2% a 75.1% de FDN, lo que indicé
qgue las diferencias reducidas en composicion quimica entre ambos estudios, que

no se reflejaron en los parametros de produccion de gas.
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VIIl. CONCLUSIONES E IMPLICACIONES

El presente estudio no permiti6 demostrar que hubiese diferencias estadisticas
significativas en las curvas de produccion de gas de los diez gramineas
estudiadas, por lo que la hipétesis planteada no fue aceptada.

Los resultados de composicion quimica de la época de lluvias de 2008, permiten
proponer que la ausencia de diferencias en contenido de paredes celulares (FDN)
y su similar grado de lignificacién, fue la causa mas probable de que la produccion

de gas fuese similar entre gramineas.
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APENDICE |

A.1.1. Procedimiento para medir la produccion de gas

Aproximadamente 0.999 gramos de muestra se pesaron por triplicado, en botellas
Wolf de vidrio de 130 ml. Se prepar6 una solucién amortiguadora la cual se mezclo
con liquido ruminal colectado de dos bovinos fistulados de rumen, la colecta se
hizo cuando los animales estaban en ayuno, la dieta que les es asignada es a
base de heno de alfalfa, 4 kilos y heno de avena 6 kilos, maiz molido dos

kilogramos y un pufio de fosforo, respectivamente.

En un vaso de precipitados mantenido a 39°C se mezclaron todas las soluciones y
se mantiene a esa temperatura; se gasea con CO; (al menos 20 min) al final se
coloca la solucion reductora, posteriormente con ayuda de un dispensador
automatico se vierten 90 ml de solucion amortiguadora, mas 10 ml de liquido
ruminal a cada botella, y se incubaron en bafios maria proporcionandole una
temperatura optima de 39°C y se iniciaron las lecturas con un transductor de
presion, se registro la produccion de gas a las 1-8, 12, 16, 20, 24,36, 48, 72 y 96
horas. Al finalizar las 96 horas se obtendran analisis de fibra detergente neutra y

materia organica.

Posteriormente se utilizaron de las botellas por triplicado, dos para determinar fibra
detergente neutro y una para materia organica, en ambos casos se filtro el
sobrenadante dejando en los crisoles de Goosh solo el residuo de la muestra, se
dejan en una estufa de aire forzado por 24h a 60°C, para después colocarlos en

un desecador por dos horas para ser pesados y asi tener el peso del crisol mas la
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materia seca, finalizado esto se colocaron en una mufla por 4h a 450°C se

obtienen cenizas y se vuelven a pesar.

Para determinar fibra detergente neutro (FDN), se prepard una solucién la cual
contiene EDTA, NayB40O-, lauril sulfato de sodio, 2 etoxi-etanol y fosfato de disodio
hidrogenado (anhidro), se vertié todo el contenido de las botellas de Wolf en
frascos para que después se lo adicionara 50 ml de la solucién de fibra detergente

neutro.

A.1.2. Colecta del liquido ruminal

Se colecto liquido ruminal de dos bovinos, el cual se filtré con manta de cielo (2
capas) a un termo precalentado a 39 °C, que posteriormente se llevo al
laboratorio. El liquido ruminal debe colectarse con no mas de 2 h antes de usarse.
Una vez en el laboratorio se vuelve a filtrar para eliminar toda particula de forraje
de este. Enseguida se hace burbujear CO, y se coloca en bafio maria a

temperatura constante de 39°C y se mantiene asi hasta utilizarlo.

A.1.3. Preparacion de solucion amortiguadora (saliva artificial)

Se prepara la saliva artificial mezclando lo siguiente: agua destilada, 4.682 ml,
elementos traza, 0.900 ml; solucion buffer, 1.873 ml; solucion de elementos
principales, 1.873 ml; resarzurina, 1.700 ml. En la mezcla se hace burbujear CO»,
durante al menos 20 min, manteniéndose a agitacion constante empleando una
platina con agitador magnético. Se debe mantener a temperatura constante de 39

°C.
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A.1.4. Preparacion final de la solucion reductora

Se procede a preparar la solucion reductora y es indispensable que esto se haga
inmediatamente antes de utilizarla. Para preparar solucion para cien botellas es
necesario mezclar: 21.04 ml de agua destilada, 0.8416 g de hidroxido de sodio y

3.28 g de Na,Se9H,0.

La solucion reductora se agrega a la solucion amortiguadora y se espera a que
cambie el color azul de la solucion original dado por la resarzurina a rosa y
después de unos cuantos minutos (<5) se vuelve transparente. Es de suma
importancia que cambie de color ya que de esta forma se asegura que las
soluciones estan bien preparadas y se mantiene un pH constante de la misma.
Otro indicativo de que se ha preparado adecuadamente la solucion es que cuando
se agrega la solucién reductora se notara evidentemente un olor a huevo podrido.

La solucién se sigue agitando y burbujeando CO».

A.1.5. Preparacion de la mezcla final

Cada botella se llena con 90 ml de la mezcla anterior, utilizando de preferencia un
dispensador automatico, y finalizado esto se inyectan 10 ml de liquido ruminal.
Posteriormente, se registra la lectura inicial y se coloca en bafio maria a

temperatura constante de 39°C.



68

A.1.6. Transductor de presion

Se registra la lectura a las 1,2,3,4,5,6,7,8,12,16,20,24,36,48,72 y 96 h de

incubacion.

Posteriormente, de las botellas por triplicado, dos se utilizan para determinar fibra
por detergente neutro (FND) y una para materia organica (MO), en ambas se filtra
el contenido en crisoles de Gooch, dejando solamente el forraje restante. Para
obtener FND se prepara la solucion correspondiente la cual consta de los
siguientes reactivos: EDTA, 93.0 g; Na;B4O-, 34.0 g; lauril sulfato de sodio, 150.0

g; 2-etoxi-etanol, 50.0 ml y difosfato de sodio hidrogenado anhidro, 22.8 g.

De las botellas seleccionadas para FDN se vertié su contenido en frascos y se
adicionaron 50 ml de esta solucion, posteriormente se tapan con papel aluminio
las boquillas y se coloca la tapa, finalmente se colocan en una autoclave a 105°C
por 1h y se filtran en crisoles. Una vez que se tienen los crisoles filtrados tanto de
FND y MO se coloca en estufa de aire forzado a 60° por 24 h y luego se colocan
en un desecador por 2 h, se pesan y se obtiene el peso del crisol mas la materia
seca. Finalizado esto se colocan en una mufla a 450°C por 4h para la obtencion
de cenizas y se vuelven a pesar los crisoles para obtener el peso del crisol mas
cenizas. A partir de alli se obtiene por diferencia de pesos, los contenidos de FDN

y MO.
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