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CAPITULO 1



INTRODUCCION

Alfalfa (Medicago sativa L.) es una de las especies forrajeras mas ampliamente
distribuidas en el mundo, es la leguminosa forrajera con mayor superficie
sembrada (Quiros y Bauchan, 1988). Sin embargo, es un forraje considerado de
alto riesgo timpanizante en sistemas de pastoreo, principalmente cuando el forraje
es pastoreado en estado vegetativo (Popp et al, 2000). El alto contenido de
proteinas solubles de las hojas (Majak et al., 1995), o de nitrégeno total y soluble
en la planta (Hall y Majak, 1991) se han relacionado con la induccién del

timpanismo.

El timpanismo es un desorden metabdlico de los rumiantes que se caracteriza por
acumulaciéon de gases en el reticulo-rumen, causado por la formacion estable y
constante de espuma en el contenido ruminal asociada con la ingestidén de ciertos
alimentos; leguminosas altamente productivas y pastos tiernos, principalmente. La
imposibilidad de eructar los gases producidos por la fermentacion del alimento
provoca una sobredistension del rumen, pudiendo causar la muerte por asfixia
(Clarke y Reid, 1969; Mc Donald, 1981; Rumbaugh, 1984; Davies, 1987; Muslera y
Ratera, 1991). Se han diferenciado dos tipos de timpanismo (Blood, 1988), el
primario 0 espumoso que se presenta mas comunmente en animales en pastoreo
alimentados con leguminosas o dietas altas en grano y el secundario que es

propiciado por una obstruccion fisica para liberar los productos de la fermentacion.

La incidencia de timpanismo es relativamente frecuente en nuestro pais, sin

embargo, no existen datos precisos de las pérdidas que ocasiona. En EE.UU.



(Howarth y Horn, 1983) reportan de 2 a 3 %, y en algunos casos hasta 20 %, de
muertes atribuidas al timpanismo derivado de la alimentacion por leguminosas. No
obstante, el timpanismo crénico ocasiona una disminucion del consumo de
alimento y como consecuencia, disminucion de la ganancia de peso, produccion
de leche y eficiencia alimenticia, lo cual se traduce en una disminucion en la

rentabilidad.

No se conoce con exactitud la etiologia del timpanismo; pero se reconoce que es
un fendmeno complejo que resulta de la interaccion de numerosos factores del
animal, la planta, microorganismos ruminales y de factores ambientales (Stanford

etal.,2001).



CAPITULO 2



REVISION DE LITERATURA

1. FACTORES DE LA PLANTA QUE INDUCEN EL TIMPANISMO

Las leguminosas como Onobrychis viciifolia, Lotus corniculatus y Astragalus cicer,
son plantas con bajo riesgo de inducir timpanismo, mientras que otras como
alfalfa, trébol blanco y rojo son consideradas de alto riesgo timpanizante. Esta
caracteristica se halla muy relacionada con diferencias en composicion quimica

entre las dos categorias (Rumbaugh, 1984).

La etapa de madurez de alfalfa es reconocida como uno de los factores mas
importantes en la severidad del timpanismo, de tal modo que la probabilidad de
que induzca timpanismo disminuye cuando el cultivo de alfalfa madura, debido a
que aumentan los contenidos de materia seca y fibra, ademas de una disminucion
de Proteina cruda (Thompson et al., 2000). Por su parte, Howarth et al. (1991)
indicaron que el riesgo de timpanismo se duplicé cuando la altura de alfalfa fue

menor a 25 cm en comparacion cuando ésta fue mayor a 50 cm.

Las concentraciones de proteinas solubles, pectinas, saponinas, clorofila, lipidos,
lipoproteinas, polisacaridos y taninos, son componentes de la planta que se han
relacionado con timpanismo (Majak et al., 1995; Rumbaugh 1984; Mathison et al.,

1999; Stifel et al., 1968; McMahon et al., 2000).



1.1. Proteina cruda y soluble

Anteriormente, la fraccion | (ribulosa, bifosfato-carboxilasa) y Il de la proteina de
alfalfa fue considerada como el principal agente espumante en el rumen; sin
embargo, Majak et al. (1995) reportaron una baja correlacion con la incidencia de
timpanismo y en cambio encontraron que el contenido de proteina soluble es el
mejor indicador del potencial timpanizante de alfalfa. De igual manera Muslera y
Ratera (1991) relacionaron la presencia de timpanismo en rumiantes alimentados
con alfalfa en estado tierno, con alto contenido de proteina soluble que es
considerada como el principal agente espumante. Rumbaugh (1984) menciona
que la concentracion de proteina soluble en alfalfa en crecimiento mostré cierto
riesgo de timpanismo, lo cual se puede acentuar al incrementar la fertilizacion
nitrogenada, asi como al usar cultivos con alta fijacion de nitrégeno y en

crecimiento a temperaturas alrededor de 18-26 °C.

Desde 1973 Jones y Lyttleton (1973) propusieron que aun concentraciones bajas
de proteina soluble son suficientes para la formacion, persistencia y estabilizacion
de la espuma ruminal. No obstante, Coulman et al. (2000) no encontraron una
correlacién entre la concentracion de proteinas solubles en el rumen y la

incidencia de timpanismo en bovinos alimentados con alfalfa fresca.

Los resultados acerca de la influencia de la proteina cruda y soluble son variables,
sin embargo, la mayoria de los trabajos indican que son el principal factor de la
alfalfa relacionado con la formacién de espuma ruminal y consecuentemente con

la incidencia de timpanismo.



1.2. Pectinas

Las pectinas no son el agente espumante primario, pero pueden incrementar la
viscosidad del liquido ruminal y actuar como estabilizante de la espuma (Van
Soest, 1983; Rumbaugh, 1984; Muslera y Ratera, 1991). En un estudio realizado
en condiciones in vitro con alfalfa fresca, se encontré una correlacion r’=0.86 entre
la actividad de la enzima pectina metil esterasa que es la encargada de degradar
la pectina y la formacion estable de espuma (Rumbaugh, 1972). Aunque
anteriormente Pressey et al. (1963) mencionaron las pectinas son degradadas
rapidamente por enzimas extracelulares y microorganismos ruminales. Por lo que

su efecto en la estabilizacion de la espuma es dudoso.
1.3. Saponinas

Las saponinas de alfalfa tienen una funcion importante en la formacion de la
espuma ruminal y en la incidencia de timpanismo en virtud de que pueden inhibir
completamente las contracciones del reticulo-rumen pocas horas después de
haber sido consumidas (Klita et al., 1996 y Mathison et al., 1999). Adicionalmente,
una alta cantidad de saponinas puede causar reducciones sustanciales en el
nuamero de protozoarios, la degradacién ruminal de proteina del alimento, la
disminucién en el flujo de proteina microbiana al intestino delgado, y la menor
digestibilidad del alimento (Klita et al., 1996). Sin embargo, Majak et al. (1980),
alimentando vacas fistuladas en rumen con alfalfa alta y baja en saponinas no
encontraron diferencias en la cantidad de espuma presente en el contenido

ruminal, ni en la incidencia de timpanismo. Por lo cual el efecto de las saponinas



en la incidencia de timpanismo es un hecho desconocido y es necesario realizar

mas investigacion al respecto.

1.4. Lipidos

La funcién de los lipidos es reducir la tension superficial del liquido ruminal y el
espesor de la espuma (Rumbaugh, 1984; Davies, 1987). Se han encontrado
relaciones negativas entre las concentraciones de fosfolipidos de los cloroplastos
y la severidad del timpanismo (Stifel et al., 1968). Por su parte Clarke et al.,1974
encontraron que los lipidos polares presentes en las hojas de alfalfa, tienen
propiedades antiespumantes. Mientras que Laby (1975), observé galactolipidos y
carotenoides derivados de la membrana de los cloroplastos que se manifestaron
en el contenido ruminal como espuma amarilla, a los cuales les atribuyd la
formacion inmediata de la espuma. Rumbaugh (1984) encontr6 que las
lipoproteinas actuan como surfactantes y son las responsables de la estabilizaciéon
y formaciéon de espuma. Por el contrario, Howarth et al. (1977) no encontraron una
funcién especifica de las lipoproteinas de alfalfa en el desarrollo de la espuma del

contenido ruminal.

De lo anterior podemos deducir que los lipidos por si solos no tienen un efecto
directo sobre la formacion o estabilizacion de la espuma ruminal, mas bien, el

efecto es propiciado por la asociacién con proteina o carbohidratos.



1.5. Clorofila

La clorofila, es un pigmento que se puede utilizar como marcador para estimar las
particulas de cloroplastos suspendidos en el liquido ruminal, la clorofila que se
encuentra en el fluido ruminal esta correlacionada (r*=0.54); con la clorofila de la
alfalfa consumida (Majak et al., 1985). Adicionalmente, los mismos autores
también encontraron que la concentracién de clorofila en el saco dorsal del rumen
fue mas alta (P<0.05) en bovinos timpanizados (285 ng mL™ frente a 189 pg mL™
en animales no timpanizados). Majak et al. (1986b) reportaron que el nivel de
clorofila en el fluido ruminal colectado 1.5 a 2 h después de la alimentacion fue
mas alto (233 mg L™; P<0.01) en los dias que ocurrié timpanismo a diferencia de
los dias en los que no ocurrié (173 mg L™"). Por su parte, Majak et al. (1986a)
indicaron que las particulas de clorofila de alfalfa no son degradadas rapidamente
por los microorganismos del rumen. Es dificil determinar si la clorofila tiene efecto
directo sobre la incidencia de timpanismo, debido a que no se ha demostrado que
actue sobre algun factor determinante en la incidencia del timpanismo, y su

presencia puede ser solamente circunstancial.
1.6. Otros constituyentes de la planta relacionados con timpanismo

La pared celular de las leguminosas timpanizantes es mas delgada que la de
leguminosas no timpanizantes, por lo que las bacterias ruminales toman menos
tiempo para invadir y romper las células, liberando mas rapidamente el contenido

celular (Howarth et al, 1991; Rumbaugh, 1984). Por lo que es posible que se



produzca gas de manera inmediata, asi como espuma. No obstante, es necesario

indagar mas al respecto.

2. CAMBIOS EN EL AMBIENTE RUMINAL DE ANIMALES TIMPANIZADOS

Las particulas del alimento son colonizadas por bacterias o que podria proveer un
in6culo activo para la rapida fermentacion de la ingesta, la produccion de gas
resultante puede incidir sobre la formacion de espuma y consecuentemente sobre
la incidencia de timpanismo (Majak et al., 1986a). La poblacion de Streptococcus
bovis incrementa en animales timpanizados alimentados con alta cantidad de
grano (Bartley et al., 1983). Asimismo Cheng et al. (1976) encontraron que el
crecimiento de Streptococcus bovis en medios liquidos sintéticos aumenté la
viscosidad del medio de 1.5 cp a 8.0 cp adicionando 3% de sacarosa y hasta 112
cp con la adicion de 6% de sacarosa. Lo anterior indica que la presencia de
sacarosa influye directamente en la viscosidad del liquido ruminal que es el factor
que propicia la estabilidad de la espuma ruminal, no obstante, es dificil que en
condiciones normales del rumen se lleguen a presentar tales concentraciones de
sacarosa, posiblemente pudieran presentarse en corrales de engorda con dietas

altas en grano.

Mc Donald (1981) menciona que los microorganismos ruminales juegan un papel
critico en las reacciones que conducen al timpanismo. Se ha encontrado que la
presencia de protozoarios holétricos ruminales aumenta la severidad e incidencia
del timpanismo cuando se tienen altas cantidades de polisacaridos de reserva

(Clarke y Reid, 1969), sin que lleguen a ser los causantes directos del timpanismo

10



por leguminosas. Por su parte Clarke y Hungate (1970) concluyeron que la
incidencia de timpanismo no esta relacionada con las diferencias en el nimero o

especies de microorganismos ruminales.

Por otro lado Garry (1990) encontré valores de pH menores a 5.5 en animales
timpanizados. Del mismo modo, McArthur y Miltimora (1966) reportaron valores de
pH entre 5.5 y 6.0 en vacas lecheras timpanizadas alimentadas con alfalfa en

condiciones de pastoreo.

Mientras tanto, Majak y Hall (1990) encontraron cambios drasticos en los niveles
de minerales en un periodo de 1.5 a 2.5 horas después de la alimentacién con
alfalfa, ademas encontraron en el forraje altas concentraciones de Na* y bajas de
K*. Posteriormente, Majak et al. (1995) en un estudio realizado con bovinos
alimentados con alfalfa fresca encontraron que el timpanismo estuvo asociado con
una baja concentracién de Na* y una alta concentracion de K* en el contenido
ruminal. Ademas, los niveles de cationes bivalentes Mg y Ca*? fueron
substancialmente mas bajos y también estuvieron asociados positivamente con

timpanismo.

No se ha encontrado evidencia causal acerca de la presencia de ciertos
microorganismos o la concentracion de algunos minerales sobre la incidencia de
timpanismo por leguminosas. Los resultados citados en los parrafos anteriores
pueden deberse unicamente a coincidencias circunstanciales, como en el caso de

otros factores mencionados en otros puntos de esta revision.
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3. FACTORES AMBIENTALES QUE INDUCEN EL TIMPANISMO

El medio ambiente tiene influencia sobre la composicién quimica de las plantas y
su potencial timpanizante (Carambula, 1977; Rumbaugh, 1984). Las condiciones
climaticas precisas que conducen a que una pradera sea considerada como
peligrosa aun no han sido claramente definidas (Mc Donald, 1981). Sin embargo,
el riesgo de timpanismo puede decrecer durante los largos periodos nublados
(Carambula, 1977; Muslera y Ratera, 1991; Guyer y Alex, 1992). Por su parte
Johnes (1954) menciona que de 94 casos de timpanismo la mayor incidencia
ocurrié por la manana (60 casos) hasta las 12:00 h, 23 casos de las 12:00 a 15:30

y 11 casos al anochecer.

Hall y Majak (1991) analizaron el efecto de las condiciones diarias del ambiente y
observaron que existio correlacion entre la incidencia de timpanismo y la
temperatura maxima, la luminosidad y la precipitacion (0.42, 0.69 y -0.84;
respectivamente). En relacién con lo anterior MacAdam y Whitesites (1996),
encontraron que a bajas temperaturas, el contenido de clorofila y proteina soluble
en hojas es mayor, por lo que el riesgo de timpanismo aumenta. Mientras que Hall
y Majak (1995) mencionan que la hora y el tiempo de alimentacion o pastoreo
también pueden ser un factor que influyan en la incidencia de timpanismo, de tal
modo que encontraron una incidencia mayor cuando la disposicién de la dieta o el

pastoreo se realizan mas temprano y cuando el tiempo de alimentacién es mayor.

Es indudable que las condiciones climaticas tienen un efecto indirecto sobre la

presencia del timpanismo, sin embargo, la magnitud de este efecto es

12



desconocida. Si bien las condiciones climaticas son dificiles de manipular, el
conocimiento de los efectos climaticos puede contribuir a proponer planes de
manejo en los que se extremen precauciones de prevencion de timpanismo bajo

algunas condiciones climaticas.

4. FACTORES DE LOS ANIMALES QUE INDUCEN EL TIMPANISMO

Tanto investigadores en timpanismo como productores, han observado gran
variacion en la susceptibilidad animal al timpanismo (Clarke y Reid 1974). Algunos
animales raramente se timpanizan, mientras que otros son muy susceptibles, lo
cual puede ser un factor para seleccionar los animales (Cockrem y Mclntosh
1976). De la misma manera (Carambula, 1977, Mc Donald, 1981 y Rumbaugh,
1984) observaron variabilidad en la susceptibilidad de los animales, lo que hace

suponer que es un caracter heredable.

Muchas variables probablemente influyen en la susceptibilidad: etapa de la
lactacién, edad, fecha de parto, produccion de grasa, salivacion, tasa de
suspension y grado de selectividad al comer (Rumbaugh, 1984). Hay evidencia de
que los animales Bos taurus son mas susceptibles al timpanismo que los B.
Indicus (Clarke et al, 1974; Davies, 1987). Asimismo se ha observado menor
susceptibilidad en animales que permanecen casi siempre sobre praderas aun

cuando éstas sean mas o menos peligrosas (Muslera y Ratera, 1991).

Animales con mayor contenido ruminal (volumen) presentan mayor susceptibilidad
al timpanismo, relacionado con una mayor salivacion y liquido ruminal mas viscoso

(Cokrem et al, 1987). La tasa de pasaje de la fase liquida ruminal también puede

13



ser un factor que tiene influencia en la susceptibilidad al timpanismo y se relaciona
con la salivacion (Majak et al, 1986a). La saliva que es fuente de proteinas y los
diferentes tipos de éstas en cada animal, plantean diferencias en la susceptibilidad
al timpanismo (Clarke y Hungate, 1970). Las diferencias en la composicion de la
saliva de cada vaca en el liquido ruminal se debe a que algunas tienden a
degradarse mas rapido y esto puede ser correlacionado con la cantidad de
proteina en la saliva. Las mucoproteinas de la saliva junto con la proteina de las
hojas pueden contribuir en la formacién de espuma de muy alta persistencia
(Clarke y Reid, 1969; Jones y Lyttleton, 1973). Al respecto Clarke et al. (1974)
encontraron que la mucosa salival es diferente entre animales con alta y baja
susceptibilidad a timpanizarse. Ademas reportan que en promedio, la saliva de
vacas con alta susceptibilidad tiene mayor cantidad de nitrégeno total, urea,
amonio, y proteinas que vacas con menor susceptibilidad. En cuanto a la
composicion de la proteina de la mucosa salival, encontraron que la banda 4 es un
componente salival muy frecuente en animales con alta susceptibilidad a
timpanismo y ésta podria ser utilizada como marcador genético para programas de

seleccién de ganado con baja susceptibilidad a timpanismo.
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RESUMEN

CONSTITUYENTES QUIMICOS Y CINETICA DE PRODUCCION DE GAS in
vitro DE ALFALFA CON DISTINTA EDAD DE REBROTE

Gonzalez Gutiérrez Luis Enrique, Miranda Romero Luis Alberto, Améndola Massiotti Ricardo,
Reyes Trejo Benito

Se determiné el efecto de la edad de rebrote (ER; 21, 28, 35 y 42 dias) de alfalfa
sobre el contenido de fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA),
carbohidratos solubles en alcohol (CSA), proteina cruda (PC), materia seca (MS),
y en la cinética de produccion de gas (CPG) durante su fermentacion in vitro. La

CPG se ajustd por medio del modelo Vt=Vmax/(1+exp?+ S L)

para obtener los
pardmetros de volumen maximo de gas acumulado (Vmax; mL g), tasa de
produccién de gas (S; In mL h™") y fase de retardo (L; h). También se determiné
volumen de gas fraccional y acumulado durante las primeras tres horas de
fermentacion. Se utilizé6 un disefio de bloques completos al azar con
submuestreos, las medias se compararon mediante la prueba de Tukey y se
correlacionaron las variables entre si. El contenido de MS, FDN y FDA aumento
(P<0.01) y el de PC y CSA disminuy6 (P<0.01) conforme la ER de alfalfa fue
mayor. El Vmax producido por alfalfa de 35 dias de ER fue mayor (P<0.01) que el
producido por alfalfas de 21 y 42 dias de ER, pero no difiri6 (P>0.01) del
producido por alfalfa de 28 dias de ER. La S disminuy6 de acuerdo a la ER, siendo
mayor (P<0.01) para alfalfa de 21 dias que para las de 28 y 35 dias, aunque fue
similar (P<0.01) a la de 42 dias de ER. El volumen de gas acumulado (Va) en 3
horas de fermentacién fue mayor (P<0.01) en alfalfa de 28 o menos dias de ER
que en alfalfa de 35 y 42 dias de ER. El Vmax se correlacioné (P<0.01) con la
proporcién de FDA, FDN (r?= 0.57) y PC (r*= -0.64 ). El contenido de CSA se
correlaciond (P<0.01) con S (r*= 0.54) y Va (= 0.76). El mayor Vmax fue obtenido
con alfalfa de 35 dias de ER, a pesar de contener menos PC y CSA. Ademas
debido a esto ultimo la alfalfa de 35 dias de ER presenta menos riesgo de inducir
timpanismo ya que su proporcion de PC asi como la S son menores que alfalfa de
21 dias de ER.

Palabras clave: alfalfa, edad de rebrote, composicion quimica, fermentacion in

vitro, timpanismo
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ABSTRACT

CHEMICAL CONSTITUENTS AND GAS PRODUCTION KINETICS OF
FERMENTATION in vitro OF ALFALFA WITH DIFFERENT AGE

Gonzalez Gutiérrez Luis Enrique, Miranda Romero Luis Alberto, Améndola Massiotti Ricardo,
Reyes Trejo Benito

This study was aimed to measure the effect of the stage of regrowth of alfalfa (SR; 21, 28,
35 y 42 days) on the contents of neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF),
acid soluble carbohydrates (ASC), crude protein (CP) and dry matter (DM) and on gas
production kinetics (GPK) during in vitro fermentation. The GPK was adjusted using the
model VtZVmax/(1+exp(2'4*s*(t'L)) in order to estimate the maximum volume of gas
accumulated (Vmax; mL g), the rate of gas production (S; In mL h™), and the lag phase
(L; h). The fractional gas volume and the volume of gas accumulated during the first three
hours of fermentation were also measured. A random block design with sub-sampling was
used, means were compared using Tukey’s test and correlations among variables were
analyzed. With increasing stages of regrowth, the contents of DM, NDF and ADF increased
(P<0.01) and those of CP and ASC decreased (P<0.01). The maximum volume of gas
accumulated by alfalfa at 35 days SR was higher than those accumulated by alfalfa at 21 or
42 days SR, though it did no differ from that accumulated by alfalfa at 28 days SR. The rate
of gas production decreased with increasing SR, being higher (P<0.01) with alfalfa at 21
days SR than with alfalfa at 28 or 35 days SR, though it did no differ from that of alfalfa at
42 days SR. The volume of gas accumulated after 3 hours of fermentation (V) was higher
with alfalfa at 28 or less days SR (P<0.01). The maximum volume of gas accumulated
correlated (P<0.01) with the contents of ADF (r= 0.57), NDF (r= 0.57) and CP (r=-0.64 ).
The ASC content correlated (P<0.01) with S (r= 0.54) and V4 (r= 0.76). The highest value
of Vmax was achieved with alfalfa at 35 days SR, even though its ASC and CP contents
were lower. Due to the lower CP content and lower S alfalfa at 35 days SR represents lower
bloat risks than alfalfa at 21 days SR.

Key words: alfalfa, stage of regrowth, chemical composition, in vitro fermentation, bloat
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INTRODUCCION

La alfalfa (Medicago sativa L.) es un forraje de alto riesgo timpanizante en
sistemas de pastoreo, cuando es pastoreada en estado vegetativo (1). En
ocasiones el timpanismo también se presenta en animales estabulados (2). El
timpanismo tiene una etiologia multifactorial que resulta de la interaccién de
factores relacionados con el animal, la planta, los microorganismos ruminales y el

ambiente (3).

En el caso de la alfalfa, los contenidos de proteinas solubles de las hojas (2) y, de
proteina total y soluble en el total de la planta son los principales factores
relacionados con la incidencia de timpanismo (4). Existen otros factores de la
planta como los contenidos de saponinas (5), pectinas (6) y taninos (7) que se han

vinculado con dicho padecimiento, aunque en menor grado.

La severidad del timpanismo depende de la cantidad de espuma formada y su
estabilidad. La formacion de espuma esta relacionada estrechamente con la
produccion de gas por lo que esta es una variable que debe ser considerada en
estudios de esta naturaleza. Recientemente se ha usado la técnica de produccion
de gas para estimar la digestion de los forrajes in vitro (8). En algunos estudios la
produccion de gas se ha considerado como una variable relacionada con el

timpanismo (9).

La etapa de madurez de la alfalfa es reconocida como uno de los factores mas
importantes en la severidad del timpanismo, ya que la probabilidad de que induzca

timpanismo disminuye cuando la planta es mas madura (10). Sin embargo, no se

24



ha precisado una edad de rebrote a la cual sea mas probable dicho padecimiento,
ya que los principales factores que inducen el timpanismo dependen de
condiciones ambientales y del propio animal. En consecuencia, el propdsito de la
presente investigacion fue analizar la relacién entre los cambios ocurridos en la
composicion quimica de la alfalfa a medida que aumenta la edad de rebrote y la

produccion de gas durante su fermentacioén in vitro.

MATERIALES Y METODOS

El experimento llevé a cabo en el médulo de produccion de leche en pastoreo y las
instalaciones del laboratorio de microbiologia pecuaria de la Universidad
Auténoma Chapingo, a una altitud de 2,250 m. El clima es templado subhumedo,
con lluvias en verano y 645 mm de precipitacion anual. La variacion de la

temperatura es de 12 a 18 °C (11).

Tratamientos. Los tratamientos consistieron en alfalfa variedad San Miguelito de 3
afnos de edad cosechada a cuatro edades de rebrote (ER; 21, 28, 35 y 42 dias), en
tres fechas de corte (FC; 22, 29 de abril y 6 de mayo del 2002). El material vegetal
se proceso en el laboratorio para llevar a cabo el analisis quimico y la prueba de

produccion de gas correspondiente.

Analisis quimico. Las muestras de alfalfa se secaron por separado en una estufa a
55 °C hasta peso constante para determinarles el contenido de materia seca (MS).
Posteriormente se molieron en un molino provisto de una criba de 1 mm de

diametro. En el laboratorio se determind la concentracion de proteina cruda (PC),
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fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA) (12) y carbohidratos

solubles en alcohol (CSA, 13).

Cinética de Produccion de gas. Se determinaron los parametros de la cinética de
produccion de gas, para lo cual se usaron dos gramos de alfalfa fresca recién
cosechada. Las muestras se maceraron en un mortero e inmediatamente se
colocaron en frascos de vidrio color ambar de 120 mL de capacidad.
Posteriormente, se adicionaron 95 mL de in6culo ruminal estandarizado y un flujo
continuo de CO,. Inmediatamente después, el flujo de CO, se retird y el frasco se
cerr6 con un tapén de goma y una tapa de rosca horadada al centro. El excedente
de gas de los frascos se extrajo para igualar la presion interior a cero e
inmediatamente se colocaron en bafio maria a 39 °C. La presidén de gas generado
por la fermentacion del sustrato se midié con un mandémetro (1 kg cm?) a 1, 2, 4,
6, 8, 10, 14, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 66, 78, 90, 102, 114, 126 y 138 horas de
incubacion in vitro. Después de cada lectura la presibn de gas se iguald
nuevamente a cero. Se usaron tres blancos que contenian solamente liquido
ruminal estandarizado sin sustrato, los cuales sirvieron para corregir la presion de
gas debida a la fermentacién de las particulas de digesta que llevaba el inéculo.
Los datos de presion (kg cm™) fueron transformados a volumen de gas (mL g
MS) por medio de la ecuacion de regresién V = (P + 0.0273)/0.0186, donde P es la
presion de gas (kg cm™) ejercida por volimenes de gas conocidos (V, mL) que se
inyectaron a los frascos, la ecuacion se obtuvo por correlacion de ambas
variables. Los datos de volumen de gas acumulado en cada tiempo de medicion

se usaron para estimar los parametros de la cinética de produccion de gas por
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(@4'S"(L))  donde Vt es el volumen

medio del modelo logistico (8) Vt = Vmax/(1+exp
de gas estimado (mL) a determinado tiempo (h), Vmax el volumen maximo de gas
acumulado (mL g'MS ) el cual representa la fermentacion potencial del sustrato, S
es la tasa de produccién de gas (In mLh™") y L es una constante equivalente a la
fase de retardo, la cual representa el tiempo que tarda en iniciarse la fermentacion

del forraje.

Produccion de gas fraccional y acumulado en 3 horas. Se determiné el volumen
fraccional de gas a 1 (V4) y dos horas después (V3), asi como el volumen de gas
acumulado en 3 horas (Va) de fermentacién ruminal in vitro de alfalfa. Se siguio el
procedimiento descrito anteriormente con ligeras diferencias, se usaron frascos de
70 mL de capacidad, a los que se les agregé un gramo de alfalfa fresca y 60 mL
de liquido ruminal estandarizado. Adicionalmente, a las tres horas de incubacion
se determind el pH por medio de un potenciémetro (Felisa®, pH metro). Para
transformar los datos de presién a volumen de gas en mL g'MS en este tipo de
frascos se uso la ecuacion de regresion V = (P-0.0197)/0.0361, la cual se obtuvo

de la manera ya descrita.

Liquido ruminal estandarizado. El in6culo se preparé mezclando la muestra del
contenido ruminal de dos borregos adultos fistulados en rumen con peso vivo de
72+1.2 kg, los cuales se alimentaron con heno de alfalfa ad libitum. El fluido
ruminal se filtré por 8 capas de gasa. La muestra de fluido ruminal se diluyé en
una proporcion 1:2 con una soluciéon mineral reducida (14) compuesta de Na,COs,

4.0 g; KzHPO,, 0.045 g; KHoPO,4, 0.045 g: (NH4).SO4, 0.045 g; NaCl, 0.09 g;
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MgSQOq,, 0.0184 g; CaCl,.H,0O, 0.0075 g; NaOH, 0.188 g; Na,S, 0.047 g; Cisteina

0.047 g y una gota de resarzurina al 1%, por litro de solucion.

Disefio experimental y arreglo de tratamientos. Se utilizé un diseio experimental
en bloques completos al azar con tres submuestras, los bloques estuvieron
representados por las fechas de muestreo. Las unidades experimentales fueron
parcelas de un metro cuadrado, de las cuales se obtuvieron 3 submuestras que se
manejaron como repeticiones dentro de tratamiento. La comparacion de las
medias se realizd6 por medio de la prueba de Tukey usando el paquete
computacional SAS® (15). Las variables de composicién quimica se
correlacionaron con las de fermentacion in vitro utilizando el procedimiento CORR

de SAS® (15).
RESULTADOS

El andlisis de varianza no mostro efecto significativo para FC, ni para la interaccién
FCxER por lo cual no se presentan los resultados correspondientes a dichas

fuentes de variacion.

En el Cuadro 1 se presentan los resultados de la comparacion de medias para los
constituyentes quimicos y cinética de produccion de gas de alfalfa. El contenido de
PC disminuy6 (P<0.01) conforme aumentd la ER. Igualmente, el porcentaje de
CSA disminuyé (P<0.01) con la ER aunque las diferencias entre 21 y 28 dias de
ER y entre 35 y 42 dias de ER no fueron significativas. Por el contrario las
proporciones de FDA, FDN y MS aumentaron (P<0.01) al avanzar la ER de alfalfa.

El contenido de FDA en alfalfa de 21 dias de ER fue menor (P<0.01) que en
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alfalfa de mayor ER, mientras que la proporcion de FDN y MS fueron superiores

en alfalfa de 42 dias de ER.

El Vmax mostré una tendencia cuadratica, donde el mayor volumen (P<0.01) se
produjo por la fermentacion de alfalfa de 35 dias de ER, mientras que en alfalfa de
menor o mayor ER el Vmax fue menor, sin diferir de la de 28 dias de ER. La tasa
de produccion de gas (S) fue alta (P<0.01) para la fermentacion de alfalfa con 21
dias comparada con alfalfa de 28 y 35 dias de ER. La variable fase de retardo (L)

mostro diferencias (P<0.01) solamente entre alfalfa de 28 y 42 dias de ER.

En la Figura 1 se muestran las curvas de produccién de gas de alfalfa con distinta
ER, ajustadas con el modelo logistico. La mayor produccion de gas acumulado
durante 138 horas de fermentacion in vitro se obtuvo con alfalfa de 35 dias,
aunque la diferencia con la de 28 dias de ER no fue significativa (Cuadro 1). A
pesar de que en la Figura 1 no se aprecian diferencias entre los volumenes de gas
producidos por la fermentacion de alfalfa con distinta ER, dado que las lineas se
traslapan, los resultados del ensayo dirigido a determinar la produccion de gas
acumulado en las primeras tres horas de fermentacion muestran que si se

presentaron diferencias en el volumen de gas producido (Cuadro 1).

En la primera hora de fermentacion (V4) se produjo mas gas (P<0.01) por la
fermentacion de alfalfa de 21 y 28 dias que por la fermentacion de alfalfa de 35y
42 dias de ER. Sin embargo, luego de dos horas mas de fermentacion (volumen
de gas V3) la unica diferencia consistido en que alfalfa de 42 dias de ER produjo

menos gas (P<0.01). El volumen acumulado en tres horas (Va) fue mayor (P<0.01)
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para alfalfa de 28 o menos dias de ER que para alfalfa de 35 y 42 dias de ER

(Cuadro 1).

Las correlaciones entre las variables de produccion de gas y los constituyentes
quimicos de alfalfa se muestran en el Cuadro 2. Respecto a los parametros de la
cinética de produccién de gas, el Vmax se correlacioné positivamente (P<0.01)
con la proporcién de FDA y FDN y negativamente (P<0.01) con el contenido de
PC. Por otro lado S se correlacioné positivamente (P<0.01) con el contenido de
CSA y negativamente (P<0.01) con el pH. En lo que se refiere a las variables de
produccion de gas durante las primeras tres horas de fermentacion, tan solo los

CSA tuvieron una correlaciéon altamente positiva con V4 y Va.

DISCUSION

Los cambios en composicion quimica de alfalfa con distinta madurez han sido
reportados por varios investigadores. Al respecto, en varios estudios (16, 17) se
encontré una disminucion del contenido de PC y un aumento en la proporcion de
FDA y FDN conforme la edad de alfalfa avanzé. En el presente estudio se
corroboré que a medida que avanza la madurez de alfalfa hay una reduccién del
porcentaje de PC y un aumento de la FDA y FDN, lo cual se debe a un incremento
en los componentes estructurales de la planta que son depositados principalmente
en tallo (18) y en consecuencia una disminucién de los demas componentes,
incluyendo la proteina. De igual manera en otro estudio (10) se encontré un
aumentd en la proporcion de MS y FDA y una disminuciéon de PC al avanzar la

madurez de alfalfa, asi como una menor incidencia de timpanismo.
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Uno de los factores relacionados con el timpanismo es el volumen de gas
producido por la fermentacion postpandrial del alimento. Se ha demostrado (9, 19)
que la produccion de gas generado por la fermentacién de alfalfa es superior
(P<0.05) que el producido con Onobrychis viciaefolia, una leguminosa de bajo
indice timpanizante, o por Dactilys glomerata en las primeras horas de
fermentacion in vitro. La produccién de gas en las primeras horas se atribuye a la
fermentacion de carbohidratos solubles como azucares, almidén y pectinas (9) lo
cual puede hacer la diferencia en la fermentacién de la alfalfa y los otros forrajes
indicados. ElI VA en las primeras 3 horas de fermentacion en el presente
experimento fue superior en alfalfa de 28 o menos dias de ER. Estos forrajes
tiernos contuvieron una proporcion mayor de CSA (Cuadro 1) lo cual se
correlacioné altamente con la produccién de gas en las primeras tres horas de

fermentacién (Cuadro 2).

La concentracion de proteina total y soluble en el forraje se ha asociado con la
incidencia de timpanismo (4, 10), pero tal correlacion no esta asociada
directamente a la fermentacion y produccién de gas, pues como se discutio
anteriormente, los forrajes con mayor contenido de PC producen menos gas. Mas
bien, la PC es inductora de timpanismo como agente espumante (20), lo cual no
fue determinado en la presente investigacion. La correlacién entre produccion de
gas en tres horas de fermentacion y PC se explicé indirectamente ya que, la PC,
también se correlaciona positivamente con los CSA los cuales si tienen una

asociacioén directa con la produccion de gas en las primeras horas.
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En contraste, el Vmax de gas fue mayor por la fermentacion de alfalfa de mayor
edad (35 dias). Por lo regular, los forrajes con alto contenido de PC como alfalfa,
producen menor volumen de gas acumulado durante toda la fermentacion (21). En
la presente investigacion, alfalfa de 28 o menos dias de ER tuvieron una
proporcion mayor de PC (Cuadro 1), particularmente la de 21 dias de ER, y el
Vmax para este forraje fue menor y concuerda con lo hallado por otros
investigadores (21). Ademas se encontré una correlacién negativa entre el Vmax y
el contenido de PC (Cuadro 2), lo cual puede explicarse al saber que la proteina
de la dieta se usa principalmente para la biosintesis de proteina microbiana y solo
en el caso que los microorganismos incrementen sus requerimientos inmediatos
de energia y de compuestos nitrogenados, la proteina dietaria sera catabolizada

como fuente de energia. (22).

Por otro lado, es posible que el Vmax halla sido mayormente influenciado por el
contenido de carbohidratos estructurales de la FDA y FDN que pudieron ser
fermentados. De hecho el Vmax se correlacioné positivamente con la FDA y FDN
(Cuadro 2). En forma general y estimando el contenido de hemicelulosa por
diferencia (FDN - FDA) para cada ER, la mayor produccién de Vmax se obtuvo en
alfalfa de mas de 35 dias de ER, y fue atribuida a su mayor contenido de
hemicelulosa. En un estudio (23) se encontré una correlacion alta (r?=0.97) entre
el contenido de fibra y la produccion de gas en 12 horas de fermentacion y se
estimoé una produccion de 0.37 mL de gas por mg de fibra digerida. También se

encontré que por cada unidad porcentual de proteina, la produccién de gas se
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reduce en 248 mL y 20.88 mL por cada mmol de amonio liberado en la

fermentacion (21).

Debido a que el timpanismo por forrajes se presenta en las primeras horas
postpandrial, es necesario poner especial atencion en la tasa de produccion de
gas, como se observa en los resultados obtenidos en el presente experimento,
alfalfa de menor edad de rebrote tuvo la mayor tasa de produccion de gas. La
fermentacion de hojas de diversos forrajes resulta en una mayor tasa de
produccion de gas que la fermentacién de tallos, lo cual esta relacionado con
diferencias en compuestos de digestion inicial (9). De igual forma en la presente
investigaciéon la alfalfa de menor ER, present6 una menor proporcion de
componentes estructurales, por lo que los microorganismos ruminales puedieron
fermentar mas rapidamente dicho tipo de forrajes. Las leguminosas poco
timpanizantes tienen una menor tasa de digestion, debido a su baja concentracion

de constituyentes facilmente degradables (24).

CONCLUSIONES

La composicion quimica de alfalfa fue diferente en funcién de la edad de rebrote
de la planta, los contenidos de fibra detergente acido y fibra detergente neutro
aumentaron al avanzar la edad de rebrote de alfalfa, mientras los de proteina

cruda y carbohidratos solubles en alcohol disminuyeron.

Los carbohidratos solubles en alcohol tuvieron una correlacién positiva con la tasa
de produccién de gas, volumen de gas a una hora y volumen de gas acumulado

en 3 horas. El volumen de gas acumulado en 138 horas se correlacion6
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positivamente con la fibra detergente acido y fibra detergente neutro, pero

negativamente con la proteina cruda.

Debido a que alfalfa de 21 dia de edad de rebrote presentd mayor tasa de
produccion de gas, asi como mayor proporcion de PC, podemos asumir que fue la

de mayor riesgo timpanizante.

Con base a los resultados obtenidos, se puede deducir que el volumen maximo de
gas acumulado en 138 horas de fermentacion in vitro de alfalfa con cuatro edades
de rebrote estuvo determinado por la concentracién de fibra detergente acido y

mas especificamente por la hemicelulosa.
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CUADROS

Cuadro 1. Parametros de los constituyentes quimicos, cinética de produccion de

gas, producciéon de gas fraccional en 3 horas y pH durante la digestion in vitro de

alfalfa con distinta edad de rebrote.

Fuente de Edad de rebrote
variacion 21 dias 28 dias 35 dias 42 dias
Constituyentes quimicos’
PC(%) 31.02° 25.59° 23.93¢ 21.00¢
FDN(%) 32.07° 37.51° 39.48° 43.40°
FDA(%) 23.59° 26.53° 27.43° 28.17°
MS (%) 25.41° 26.95° 28.66° 32.59°
CSA (%) 32.90° 31.25° 27.69° 27.59°
Cinética de produccion de gas?
Vmax (mL g'MS) 211.37° 256.69% 271.10° 251.32°
S (nmLh™) 0.0392 0.034° 0.035° 0.0362°
L (h) -4.07% -4.79° -4.10% -3.82°
Produccién de gas fraccional en 3 horas y pH?®
V, (mL) 28.29° 28.56° 23.45° 23.42°
V3 (mL) 36.27% 38.17° 35.76%° 31.32°
Va (mL) 64.56%° 66.73° 59.21°° 54.75°
pH 6.55° 6.64° 6.42° 6.55%

Medias con distinta literal en la hilera son diferentes (P<0.01)

'pcC: proteina cruda, FDN: fibra detergente neutro, FDA: fibra detergente acido, MS: materia seca

\/max: Volumen maximo de gas acumulado, S: tasa de produccion de gas; L: fase de retardo;

estimados por medio del modelo Vt = Vmax/(1+exp?* St

3V1: volumen de gas a la primera hora; V; volumen de gas en tres horas; V,: volumen de gas acumulado

en tres horas
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Cuadro 2. Correlaciones entre los componentes quimicos de alfalfa, cinética de

produccion de gas y volumen de gas fraccional in vitro de alfalfa a distintas edad

de rebrote.
Vmax S L V1 V3 VA PH
CSA -0.33 0.54 0.21 0.81 0.37 0.76 -0.07
(0.049) (0.007) (0.215) (<0.001)  (0.026)  (<0.001)  (0.669)
FDN 0.57 -0.12 0.05 -0.27 -0.23 -0.30 0.12
(0.003) (0.476) (0.767) (0.106)  (0.176)  (0.076)  (0.501)
FDA 0.58 0.01 0.18 -0.06 -0.10 -0.09 -0.15
(0.003) (0.943) (0.296) (0.720)  (0.576)  (0.618)  (0.386)
PC -0.64 0.02 -0.12 0.08 0.24 0.16 0.02
(<0.001)  (0.908) (0.498) (0.629)  (0.166)  (0.350)  (0.897)
RHT -0.38 -0.09 -0.13 0.06 0.045 0.07 0.22
(0.022) (0.582) (0.451) (0.705)  (0.793)  (0.696)  (0.201)
MS 0.34 -0.17 -0.03 -0.23 -0.42 -0.35 0.12
(0.041) (0.310) (0.869) (0.176)  (0.011)  (0.039)  (0.473)
oH 0.07 -0.650 -0.75 -0.23 -0.16 -0.25 1
(0.699)  (<0.001)  ((<0.001)  (0.180)  (0.365)  (0.167) 0

Vmax: volumen maximo acumulado; S: tasa de produccion de gas; L: fase de retardo; V4: volumen

de gas a la primera hora; V3 volumen de gas en tres horas; Va: volumen de gas acumulado en tres

horas; PC: proteina cruda; FDN: fibra detergente neutro; FDA: fibra detergente acido; CSA:

carbohidratos solubles en alcohol

Los datos entre paréntesis indican probabilidad

Produccién de gas (m
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Figura 1. Produccién de gas acumulado durante la fermentacién in vitro de alfalfa con

distinta edad de rebrote
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RESUMEN

CONSTITUYENTES QUIMICOS Y CINETICA DE PRODUCCION DE GAS Y
ESPUMA DURANTE LA FERMENTACION In vitro DE ESTRATOS DE ALFALFA
CON DISTINTA EDAD DE REBROTE

Se determiné el efecto del estrato (ES; 0-10, 10-20, 20-30, 30-40 y 40-50 cm) y su
interaccion con la edad de rebrote (ER; 28, 35 y 42 d) de alfalfa en el contenido de
fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA), carbohidratos solubles en
alcohol (CSA), clorofila (CL) Proteina cruda (PC), materia seca (MS), relacion
hoja:tallo (RHT) y la cinética de produccion de gas (CPG) durante su fermentacion in

24S' () bara obtener

vitro. La CPG se ajusto por medio del modelo Vt=VVmax/(1+exp'
los parametros de volumen maximo de gas acumulado (Vmax; mL g'), tasa de
produccion de gas (S; In mL h™), fase de retardo (L; h). También se determind
volumen de gas fraccional y acumulado, y espuma durante las primeras tres horas de
fermentacion. Se us6 un disefio completamente al azar con arreglo factorial, las
variables se compararon por medio de la prueba de Tukey y se correlacionaron entre
si. Se encontrd interaccion (P<0.05) para ERXES en FDN, FDA, PC y RHT. La PC y
RHT incrementd, mientras que la FDN y FDA disminuyeron conforme el ES fue mayor,
siendo diferente (P<0.05) a partir del ES mayor a 30 cm de altura y entre alfalfa de 28
dias y las de mayor ER. El Vmayx, la formacién de espuma y el volumen acumulado en
tres h (Va) de fermentacion disminuyeron conforme el ES fue menor, la diferencia
(P<0.05) fue mas evidente entre el ES mayor y los inferiores. La formacion de espuma
se correlaciond (P<0.01) con PC (r?=0.82), RHT (r*=0.88), FDA y FDN (r*=-0.83). El VA
se correlaciond (P<0.01) con PC (r*=0.54), RHT (r*=0.72), FDN y FDA (r’= -0.53). La
S se correlaciond (P<0.01) con PC (r’=0.6), FDA y FDN (r*=0.53). El Vmax se
correlacioné (P<0.01) con CL (r*=0.62) y FDA (r*=-0.58). El forraje de alfalfa con 28
dias de ER y estratos superiores a 30 cm de altura mostré mayor proporcién de
PC asi como mayor produccion de gas y espuma en las primeras tres horas de
fermentacion, por lo cual podemos suponer que son mas propensos a inducir
timpanismo.

Palabras clave: timpanismo, formacion de espuma, Medicago sativa
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ABSTRACT

CHEMICAL CONSTITUENTS AND GAS PRODUCTION KINETICS OF THE
FERMENTATION /n vitro OF STRATUM OF ALFALFA WITH DIFFERENT AGE

The effect of alfalfa stratum (ST; 0-10, 10-20, 20-30, 30-40 and 40-50 cm) and its
interaction with the age (28, 35 and 42 d) in the content of neutral detergent fiber
(NDF), acid detergent fiber (ADF), soluble carbohydrates in alcohol (SCA),
chlorophyll (CL), crude Protein (CP), dry matter (DM), relationship leave:steam
(RLS) and the gas production kinetics (GPK) during their fermentation in vitro were
determined. The GPK was adjusted by model Vt=Vmax/(1+exp?®*Sth)
accumulated maximum volume (Vmax; mL g™'), gas production rate (S; In mL h™)
and retard phase (L; h). Fractional gas volume and its accumulation and foam
during the first three hours of fermentation were analyzed. The experiment was
carried out under a completely randomized block with factorial arrangement. Tukey
test was used for comparison of means and they were correlated. The interaction
STxage were different (P<0.05) for ADF, NDF, CP and RLS. The CP and RLS
increased, while the NDF and ADF diminished according to alfalfa ST, being
different (P <0.05) since 30 cm high, between alfalfa of 28 days and those of higher
age. The Vmayx, formation of foam and the volume accumulated in three hours (Va)
diminished in toward ST lower, the difference (P<0.05) it was more evident betwen
higher and lower ST. The formation of foam was correlated (P<0.01) with CP
(r’=0.82), RLS (r*=0.88), ADF and NDF (r*=-0.83). The V was correlated (P<0.01)
with CP (r?=0.54), RLS (r?=0.72), NDF and ADF (r2 =-0.53). The S was correlated
(P<0.01) with CP (r?=0.6), ADF and NDF (r*=0.53). The Vmax was correlated
(P<0.01) with CL (r’=0.62) and ADF (r’=-0.58). Alfalfa with 28 days of ER and
superior strata to 30 cm of height showed higher proportion of CP as well as higher
gas production and foam in the first three hours of fermentation, reason why we
can suppose that they are prone to induce bloat.

Key words: bloat, formation of foam, Medicago sativa
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INTRODUCCION

Alfalfa (Medicago sativa L.) provee un valor nutricional aceptable, sin embargo, es
considerada como de alto riesgo timpanizante. El timpanismo es provocado por la
acumulacion de gases en el reticulo-rumen los cuales son atrapados por espuma

estable impidiendo el eructo normal del animal (1).

La excesiva produccion de espuma obstaculiza el cardias, debido a lo cual se
inhibe la eructacién normal del animal lo que provoca la acumulacién excesiva de
gases. Las condiciones que favorecen la formacion de espuma incluyen un
balance de agentes surfo-activos, produccién de gas adecuada, pH ruminal < 5.5y
presencia de albumina salival para aumentar la estabilidad de la espuma (2).
Ademas, el volumen de gas producido por la fermentacion (3), la composicion de
los gases (4) y la tasa de produccion de gas (3, 5), se han relacionado con la

presencia de timpanismo.

Alfalfa en estado inmaduro con alta digestibilidad (6), asi como una concentracién
mayor de proteina cruda (7) puede ser mas propensa a incrementar el riesgo de
timpanismo. Ya que el contenido de proteina de alfalfa contribuye a la formacién
de espuma ruminal (8) y el gas producido por de la fermentacion normal del
alimento puede ser atrapado por la espuma e inhibir la eructacion del animal (1).
En lo que respecta a la altura media del dosel de alfalfa no se han reportados
trabajos que indiquen el efecto de los constituyentes quimicos en la cinética de

produccion de gas y espuma.

Por lo que la presente investigacion tuvo el proposito de analizar la relacion entre

la composicidn quimica de alfalfa en funcion de la altura media del estrato y la
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interaccion edad de rebrotexestrato, asi como la cinética de produccion de gas,

espuma y pH durante su fermentacion in vitro.
MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevo a cabo en el modulo de produccion de leche en pastoreo y
las instalaciones del laboratorio de microbiologia pecuaria de la Universidad
Auténoma Chapingo, a una altura de 2,250 m, con clima templado subhumedo,
lluvias en verano y 645 mm de precipitacion anual. La variacién de la temperatura
es de 12 a 18 °C (9). El periodo experimental fue del 13 de mayo al 23 de junio de

2002.

Tratamientos. Los tratamientos consistieron en muestras de alfalfa var. San
Miguelito de 3 afos de edad cosechada a tres edades de rebrote (ER; 28, 35y 42
dias) y cinco estratos de la planta (ES; 0-10, 10-20, 20-30, 30-40 y 40-50 cm) cuya
combinacion resulté en 15 tratamientos. Se usaron 12 parcelas de un m? que
representaron la unidad experimental. Dentro de cada unidad experimental se
tomaron cuatro muestras que se manejaron como repeticiones dentro de
tratamiento. Las muestras se procesaron en el laboratorio para llevar a cabo el

analisis quimico y la prueba de cinética de produccién de gas, espuma y pH.

Anadlisis quimico. Las muestras de alfalfa obtenidas se separaron en hoja y tallo,
se secaron por separado en una estufa a 55 °C hasta peso constante para
determinarles la relacion hoja:tallo (RHT). Las muestras secas se molieron en un

molino provisto de una criba de un mm de diametro, se determiné la proporcion de
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proteina cruda (PC), fibra detergente neutro (FDN), fibra detergente acido (FDA)

(10), carbohidratos solubles en alcohol (CSA, 11) y clorofila (CL, 12).

Cinética de produccion de gas. Se determinaron los parametros de la cinética de
produccion de gas in vitro, para lo cual se usaron dos gramos de alfalfa fresca, se
maceraron en un mortero y se colocaron en frascos de vidrio color ambar de 120
mL de capacidad. Posteriormente, se adicionaron 95 mL de indculo ruminal
estandarizado y un flujo continuo de CO,. Inmediatamente después se retird el
flujo de CO, y se cerré con un tapdn de goma y una tapa de rosca horadada al
centro. El excedente de gas se extrajo para igualar la presién interior a cero e
inmediatamente se colocaron en bafio maria a 39 °C. La presidén de gas generado
por la fermentacion del sustrato se midié con un mandémetro (1 kg cm?) a 1, 2, 4,
6, 8, 10, 14, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54, 66, 78, 90, 102 y 114 horas de incubacién
in vitro. Después de cada lectura la presidén de gas se igualé6 nuevamente a cero.
Se usaron blancos que contenian liquido ruminal estandarizado sin sustrato, los
cuales sirvieron para corregir la presion de gas debida a la fermentacién de las
particulas de la digesta que llevaba el inéculo. Los datos de presion (kg cm? g’
MS) se transformaron a volumen de gas (mL g”' MS) por medio de la ecuacion de
regresion V = (P + 0.0273)/ 0.0186, donde P es la presion de gas (kg cm™)
ejercida por volumenes de gas conocidos (V) inyectado a frascos mantenidos en
las mismas condiciones de los tratamientos. Los datos de volumen de gas
acumulado para cada tiempo de medicién se usaron para estimar los parametros
de la cinética de produccion de gas por medio del modelo logistico (13)

Vt=Vmax/(1+exp®* =) donde Vt es el volumen de gas estimado (mL g'MS) a
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determinado tiempo (h), Vmax es el volumen maximo de gas (mL g'MS) que
representa la fermentacion potencial del sustrato, S es la tasa de produccion de
gas (In mL h") y L es una constante equivalente a la fase de retardo, la cual

representa el tiempo que tarda en iniciarse la fermentacion del forraje.

Produccion de gas fraccional a 3 h, espuma y pH. Se determin6é el volumen
fraccional a una (V4) y dos horas despues (V3), asi como el volumen de gas
acumulado en 3 horas (Va) de fermentaciéon ruminal in vitro de la alfalfa. Se siguio
el procedimiento descrito anteriormente, solamente que se usaron frascos con 70
mL de capacidad, a los que se les agregdé un gramo de alfalfa fresca y 60 mL de
liquido ruminal estandarizado. Ademas a las tres horas de medicion se determiné
el pH del liquido ruminal con un potenciémetro (Felisa®, pH metro) y la formacién
de espuma (cm). Esta ultima se determiné midiendo la altura de la espuma en tres
puntos del frasco equidistantes entre si para obtener una altura promedio, con la
cual se calcul6 el volumen de espuma multiplicando por el area de la base. Para
este tipo de frascos se uso la ecuacién de regresion V = (P - 0.0197)/0.0361 con la
finalidad de trasformar los datos de presion a volumen de gas producido en mL g

"MS de alfalfa.

Liquido ruminal estandarizado. El in6culo se preparé mezclando la muestra del
contenido ruminal de dos borregos adultos fistulados en rumen con peso vivo
72+1.2 kg, los cuales se alimentaron con heno de alfalfa ad libitum. El fluido
ruminal se filtré por 8 capas de gasa. La muestra de fluido ruminal se diluyé en
una proporcién 1:2 con una solucion mineral reducida (14), compuesta de Na,COs,

4.0 g; KzHPO,, 0.045 g; KHoPO,4, 0.045 g: (NH4).SO4, 0.045 g; NaCl, 0.09 g;
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MgSQq4, 0.0184 g; CaCl,.H,0O, 0.0075 g; NaOH, 0.188 g; Na,S, 0.047 g; Cisteina,

0.047 g y una gota de resarzurina (1%) por litro de solucién.

Diserio experimental y arreglo de tratamientos. El disefio experimental que se
utilizé fue un completamente al azar con arreglo factorial. Los tratamientos
correspondieron a la conjugaciéon de cinco ES y tres ER, usando tres repeticiones
en el tiempo. Las variables evaluadas se sometieron a un analisis de varianza,
utilizando el procedimiento GLM de SAS® (15). La comparacién de medias se
realizd mediante la prueba de Tukey. Las variables de composicion quimica se
correlacionaron con las de producciéon de gas por medio del procedimiento CORR

de SAS® (15).
RESULTADOS

La interacciéon ERxES no afecto el contenido de CSA y CL. Los efectos principales
de ER y ES en estas variables se muestran en el Cuadro 1. La alfalfa de 35 dias
de ER tuvo una proporcion mayor (P<0.05) de CSA que la de 28 y 42 dias de ER.
Sin embargo, el ES no afecté (P>0.05) el contenido de estos componentes. La
concentracion de CL en alfalfa con 28 dias de ER fue mayor (P<0.05) que en
alfalfa de 35 o mas dias de ER. Igualmente, los ES mas jovenes, superiores a 30

cm de altura, tuvieron una proporcion mayor (P<0.01) de CL (Cuadro 1).

Por otro lado, las variables FDN, FDA, PC y RHT fueron afectadas (P<0.05) por la
interaccion ERxES. La concentracion de FDN y FDA aumenté conforme avanzé la

ER y disminuy6 hacia los ES superiores de la planta (Figura 1). La proporcién de

FDN fue menor (P<0.05) en alfalfa de 28 dias de ER que en alfalfa de 35 y 42 dias
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de ER, esta diferencia fue mayor conforme el ES fue mas alto (Figura 1). Si bien la
concentracion de FDA mostré la misma tendencia que la de FDN, en este caso las
diferencias entre todas las ER fueron significativas (P<0.05). La proporcion de PC
(Figura 2) disminuy6 al avanzar la ER y aumenté a mayor altura del ES. Las
diferencias en el contenido de PC entre ES fueron significativas (P<0.05)
solamente para alturas mayores a 30 cm entre alfalfa de 28 dias de ER y las de
mayor edad. Por su parte la RHT (Figura 3) fue mayor para alfalfa de 28 dias de
ER que las de mayor edad y aumentd hacia los ES superiores de la planta. No
obstante, las diferencias fueron significativas (P<0.05) unicamente en los estratos

superiores a 30 cm de altura.

La comparacion de medias para los parametros de la cinética de produccion de
gas, pH y espuma en las primeras tres horas de fermentacion se presentan en el
Cuadro 1. ElI Vmax de gas acumulado fue igual (P>0.05) para las distintas ER,
pero aumenté (P<0.05) hacia los estratos superiores, siendo diferente (P<0.05)
entre el primero y ultimo estrato. La variable S disminuy6é (P<0.05) conforme
incrementd la ER, alcanzando a ser diferente entre 28 y 42 dias de ER, sin
mostrar diferencias (P>0.05) entre ES. Por su parte L manifesté diferencias

(P<0.05) solo entre alfalfa de 35 y 42 dias de ER, pero no fue afectada por ES.

En la Figura 4 se muestran las curvas de produccién de gas de distintos ES de
alfalfa ajustadas con el modelo logistico. La mayor produccion de gas durante la
fermentacion in vitro se obtuvo con el estrato superior (40-50 cm, Cuadro 1). Las

diferencias en las primeras horas no son evidentes dado que las lineas se
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traslapan, sin embargo, en el Cuadro 1 las diferencias (P<0.01) son evidentes a

partir del estrato superior a 30 cm de altura.

Si bien ninguno de los factores evaluados (ER y ES) afecté (P>0.05) la produccion
de gas a la primera hora de fermentacion (V1) ni el pH, si tuvieron efecto sobre el
Va. Alfalfa con 42 dias de ER produjo menor Va (P<0.01) que la de 35y 28 dias de
ER. Con relacion a los ES, el Va fue mayor (P<0.01) a partir de los 30 cm de altura
media del dosel. La formacion de espuma fue mayor (P<0.01) con alfalfa de 28
dias de ER que con alfalfa de mayor ER, y la cantidad de espuma aument6 hacia

los estratos superiores (Cuadro 1).

Los coeficientes de correlacién entre las variables evaluadas y sus respectivas
probabilidades se presentan en el cuadro 2. Unicamente se discutiran los

coeficientes de correlacion mayores a 0.5 cuya probabilidad sea menor a 0.01.

En los que se refiere a las variables de la cinética de produccion de gas, el Vmax
mostré correlacion negativa con los contenidos de FDA y FDN vy, positiva con los
contenidos de CL y PC, la formacién de espuma y RHT, aunque en estos dos
ultimos casos la correlacion fue baja. La variable S se correlacioné positivamente
con las variables L, CL, PC, pH y en menor medida con espuma, pero en forma
negativa con los contenidos de FDA y FDN. Por su parte, la variable L se

correlacioné positivamente con el pH y de manera negativa con V4 y Va.

En relacién con las variables de produccion de gas fraccional, el V4 mostrdé una

correlacion positiva con Va y RHT; Va y la formacibn de espuma se

49



correlacionaron positivamente con la CL, PC y RHT, pero de manera negativa con

FDA y FDN.

De los constituyentes quimicos, la proporcion de CL y PC se correlacionaron
positivamente entre si, a su vez ambas se correlacionan negativamente con FDA y
FDN, pero positivamente con RHT. Por otra parte, RHT se correlacion6

negativamente con FDN y FDA.

DISCUSION

Puesto que no se determin6 la masa de forraje por ES, las medias de ER son
medias a través de ES, no ponderadas por la masa de forraje. Tomando en cienta
que la densidad aparente de forraje es mucho mayor en los ES inferiores, las
medias no ponderadas no son adecuadas para discutir el efecto de ER, por lo que

solo se discutiran los efectos de ES y la interaccion ERxES.

En virtud de que la capacidad fotosintética de las plantas se relacionada con la
cantidad de hoja fotosintéticamente activa y consecuentemente con el contenido
de clorofila (16); la proporcién de CL en ES superiores a 30 cm es mayor (P<0.05),
donde la RHT también fue mayor. Esto explica la correlacion positiva que se

encontro entre la concentracion de CL y RHT (Cuadro 2).

El contenido celular esta constituido, entre otros, por PC y CL, el cual se encuentra
en mayor proporcidn en las hojas jovenes (16), esto fue confirmado en la presente
investigacion donde la proporcién de PC aument6 en los estratos superiores y se

correlacioné positivamente con la CL (Cuadros 1 y 2). De manera similar a lo que
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se ha hallado en otras investigaciones la cantidad de FDA (17) y FDN (18) en
alfalfa disminuye hacia los estratos superiores, debido a que presentan menor
RHT. En el tallo se localiza el 75 % de los carbohidratos estructurales de la alfalfa

(19), lo cual se confirmd por la correlacion negativa entre la FDA, FDN y la RHT.

La mayor produccién de gas acumulado en 3 horas que se produjo por la
fermentacion de ES superiores a 30 cm de altura, este resultado posiblemente se
deba a que en la digestion de los carbohidratos de facil fermentacion como
azucares, almidon y pectinas, los cuales se encuentran en mayor concentracion
en hojas jovenes (5). Es un hecho confirmado que los carbohidratos solubles son
mas rapidamente digeridos por los microorganismos ruminales que los
carbohidratos estructurales (20), sin embargo, en el presente estudio no se
encontraron diferencias significativas para CSA entre los distintos estratos, por lo

cual no se puede establecer una conclusion al respecto.

El estrato superior de la alfalfa fue el que presenté mayor formacién de espuma,
lo que se atribuyé a que en los estratos superiores la concentraciéon de PC es
mayor (P<0.05), es el principal factor relacionado con la formacion y estabilidad de
la espuma ruminal (20). La correlacion positiva entre el contenido PC y formacién
de espuma, que se hallé en la presente investigacion apoya este hecho. Mientras
tanto, se ha reportado (21) una correlacién positiva (r*=0.56) entre la formacién de

espuma in vitro y la incidencia de timpanismo de vacas pastoreando alfalfa.
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La correlacion entre V1 y RHT se explica por el patron de fermentacion natural de
los microorganismos, los cuales inician la fermentacion con compuestos de facil

degradacion (5), cuya mayor concentracion se encuentra en las hojas.

CONCLUSIONES

La composicién quimica de la alfalfa fue diferente entre estratos, los contenidos de
fibra detergente neutro y fibra detergente acido disminuyeron a partir del estrato
superior a 30 cm de altura, mientras que los de proteina cruda y clorofila
aumentaron. Los contenidos de clorofila y proteina cruda y la relacion hoja:tallo se
correlacionaron negativamente con los contenidos de fibra detergente acido y fibra

detergente neutro.

El volumen maximo acumulado y la produccion de espuma fueron mayores a partir
del estrato de 40 cm, mientras que el volumen acumulado en tres horas fue mayor

a partir de 30 cm de altura.

El volumen acumulado en tres horas y la produccion de espuma tuvieron una
correlaciéon positiva con los contenidos de clorofila, proteina cruda y la relacion
hoja:tallo, y se correlacionaron negativamente con los contenidos de fibra

detergente acido y fibra detergente neutro.

El contenido de FDN de alfalfa de 35 y 42 dias de ER no fue diferente, pero el
volumen maximo acumulado fue mayor en la alfalfa de 35 dias de edad de rebrote,
lo cual puede estar ligado a la concentracion de uno de los componentes de FDN,

especificamente hemicelulosa.
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El forraje de alfalfa con 28 dias de ER y estratos superiores a 30 cm de altura
mostré mayor proporcion de PC asi como mayor produccién de gas y espuma en
las primeras tres horas de fermentacién, por lo cual podemos suponer que son

mas propensos a inducir timpanismo.
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CUADROS

Cuadro 1. Media de cuadrados minimos de variables de cinética de produccién de gas a diferente edad de rebrote y

estrato de alfalfa.

Fuente de Constituyentes quimicos’ Cinética de produccion de gas? Produccién de gas fraccional, espuma y pH®

variacion  csA (%)  CL(ugg")  Vmax(mL) S(mL)h™") L (h) Vi(mL)  Va(mL) E(Sg;‘]?)‘a pH
Edad de rebrote (dias)
28 9.4° 6.4° 209.0° 0.046° -1.5% 10.7° 43.1Y 3.1 6.5°
35 10.3° 3.7° 179.8° 0.0412° -1.1° 11.5° 40.4Y 2.6 6.8°
42 6.1 4.0° 178.9° 0.038° -2.5° 9.9° 30.8" 2.1 6.8°
Estratos (cm)

40-50 8.5° 7.8 211.9° 0.0467° -1.5° 14.8° 53.67 4.9° 6.7°
30-40 8.6° 6.7 201.12° 0.0432 -1.7° 11.7° 41.8¥ 3.3 6.6°
20-30 9.1 4.3 189.1% 0.042° -1.5° 10.4° 34.9" 2.2 6.7°
10-20 8.8° 2.9% 180.9% 0.039° -1.8° 8.6° 31.4 1.5° 6.8°
0-10 7.9° 1.8 159.9° 0.037° -1.9° 8.1° 28.6" 0.9° 6.6°

Columnas con distinta literal en edad de rebrote o estrato son estadisticamente diferentes **° P<0.05; * ¥ % P<0.01
'CSA: carbohidratos solubles en alcohol; CL: clorofila

%\/max: volumen maximo de gas en 114 h de fermentacion; S: tasa de produccion de gas; L: fase de retardo obtenidos por medio del modelo

Vt=Vmax/(1+exp? )

®V,: volumen de gas a la primera hora; VA: volumen de gas acumulado en 3 hora
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Cuadro 2. Coeficientes de correlacion entre componentes quimicos,
produccion de gas y espuma in vitro de estratos de alfalfa con distinta edad

de rebrote.

Vmax S L V1 VA Esp. CSA CL PC FDN FDA RHT pH

Vmax 1 028 032 -014 007 040 016 062 048 -049 -058 041 -0.03
(0.060) (0.033) (0.361) (0.661) (0.007) (0.283) (<.001) (0.009) (0.006) (<.001) (0.009) (0.836)

s 1 060 -013 0.15 040 022 052 060 -055 -052 045 0.60
(<.001) (0.410) (0.320) (0.006) (0.153) (0.003) (<.001) (<.001) (0.002) (0.004) (<.001)
L 1 -0.74 -057 006 044 011 0.15 -0.13 -0.18 -0.05 0.54
(<.001) (<.001) (0.712) (0.028) (0.467) (0.325) (0.409) (0.226) (0.750) (0.001)
V1 1 090 0.13 -041 023 022 -028 -021 054 -0.12
(<.001) (0.401) (0.005) (0.131) (0.155) (0.066) (0.168) (0.003) (0.418)
VA 1 043 -021 052 054 -056 -050 0.72 -0.09
(0.003) (0.175) (0.003) (0.001) (<.001) (0.004) (<.001) (0.554)
Espuma 1 010 0.79 082 -0.84 -0.82 0.88 -0.14
(0.505) (<.001) (<.001) (<.001) (<.001) (<.001) (0.349)
CSA 1 010 0.16 -0.14 -029 -0.08 0.13
(0.517) (0.291) (0.371) (0.057) (0.628) (0.376)
CL 1 086 -091 -090 0.77 -0.08
(<.001) (<.001) (<.001) (<.001) (0.590)
PC 1 -092 -090 0.89 0.10
(<.001) (<.001) (<.001) (0.499)
FDN 1 097 -0.83 -0.06
(<.001) (<.001) (0.698)
FDA 1 -0.79 -0.06
(<.001) (0.710)
RHT 1 -0.06
(0.69)
PH 1

Los valores entre paréntesis indican la probabilidad.
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Figura 1. Contenido de fibra detergente neutro (FDN) y fibra
detergente acido (FDA) en estratos de alfalfa con distinta edad
de rebrote
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Figura 2. Contenido de proteina cruda (PC) en estratos de alfalfa
con distinta edad de rebrote

Las barras verticales indican error estandar de la media
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Figura 3. Relacion hoja:tallo (RHT) en estratos de alfalfa con

distinta edad de rebrote
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Figura 4. Produccion de gas acumulado de estratos de alfalfa
con distinta edad de rebrote durante su fermentacion in vitro

59



	Microsoft Word - Tesis
	c469e4284ed9568d299c0fd8271f32f9ba7602113e72a866b5c4129bfd7b9268.pdf
	Microsoft Word - Tesis

