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RESUMEN

El tamafio de particula de forraje puede ser un factor que afecta la tasa de degradacion ruminal.
Una mayor superficie de exposicion del sustrato, asociado a particulas de forraje de menor
tamafio, facilitaria la accion microbiana y aumentaria la tasa de degradacion. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la tasa de degradacién ruminal de lamina foliar de Panicum virgatum con
distintos tamafios de particula. El ensayo se realizé en laboratorio, utilizando una técnica de
incubacidn in vitro, con fluido ruminal tamponado, siendo el sustrato discos de lamina foliar de
tres didmetros distintos, obtenidos con dispositivo de sacabocados. El ensayo durd 5 dias
consecutivos, ensayandose los tiempos de incubacion 0, 2, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 h. Los
tratamientos se aplicaron siguiendo un disefio completamente aleatorizado, utilizando tres
réplicas por cada tamafio de particula. EI remanente de sustrato, luego de completado cada
tiempo de incubacion, fue recuperado por filtracién y lavado a través de crisoles con placa de
vidrio cribada conectados a una linea de vacio, para luego secarse en estufa hasta peso constante.
La desaparicion de materia seca de cada sustrato se calcul6 por diferencia entre el peso original y
el residual. Los datos de degradacion de los substratos se sometieron a analisis de regresion, por
ajuste a la funcion asintdticay = a + b (1-e%), donde a es la fraccion rapidamente soluble, b la
fraccion insoluble potencialmente degradable y c la tasa de degradacion ruminal de la fraccion b.
Los resultados mostraron que no hubo diferencias significativas en la tasa de degradacion con los

diferentes tamarios de particula de lamina foliar ensayados.

Palabras clave: lamina foliar, graminea megatérmica, perimetro de exposicién, desaparicion

ruminal, in vitro.



INTRODUCCION

Un objetivo importante de la mayoria de los sistemas de produccién ganadera de
rumiantes, es producir forraje de la mayor calidad nutritiva posible. Sin embargo, hay muchas
situaciones de produccion donde la calidad nutritiva del forraje presenta limitaciones. En estos
casos, el tratamiento post-cosecha puede ser la Unica oportunidad para mejorar la respuesta
animal a dicho tipo de alimentos.

El tratamiento fisico de reduccion del tamafio de particula, como la molienda o el picado,
ha sido ampliamente ensayado para mejorar la utilizacién de alimentos fibrosos por rumiantes
(Berger et al., 1994). La molienda reduce el tamafio de las particulas, aumenta la superficie de
exposicion e incrementa la densidad aparente de las fracciones hoja y tallo de los forrajes (Laredo
y Minson, 1975). Incrementos en el consumo dietario, la ganancia de peso y la eficiencia de
conversion, son las respuestas méas consistentes a la molienda y picado de los forrajes (Beardsley,
1964). Con relacion al material original, la tasa de fermentacion ruminal puede incrementarse al
disminuir el tamafio de particula de los forrajes procesados fisicamente (Moore, 1964). Sin
embargo, segin Berger et al. (1994), moler y peletear los forrajes no mejoran la utilizacion
digestiva de carbohidratos estructurales en los rumiantes, pero al mismo tiempo determinan
aumentos de productividad animal, que se explicarian por un incremento de su consumo
voluntario.

La forma, el tamafio, la densidad, la flotabilidad, la humectabilidad y la microestructura
laberintica de la particula de forraje, condicionan su tasa de digestion y pasaje ruminal, asi como
su digestibilidad y consumo (Ellis et al., 1994). El tamafio de particula y la densidad se

interrelacionan (Evans et al, 1973; Hooper y Welch, 1985); las particulas pequefias presentan una



mayor densidad que las grandes. Allen y Mertens (1988), sugirieron que la tasa de digestion
ruminal se relaciona con la matriz de la fibra vegetal, y que el area superficial que es accesible a
las enzimas esta relacionada positivamente con la velocidad de digestion.

La tasa de digestion es la proporcidn o porcentaje de material dietario que se digiere en un
compartimiento del tubo digestivo, como puede ser el rumen, por unidad de tiempo. Aplicada a
una particula de forraje, la tasa de digestion ruminal queda determinada por la velocidad a la cual
se degradan, por accion microbiana, los constituyentes potencialmente digestibles de la pared
celular vegetal. El ataque a la lignocelulosa por los microorganismos anaerobios en el rumen se
produce a un ritmo relativamente lento, limitado en ultima instancia por la morfologia y
composicion quimica del tejido vegetal, como determinantes de la cantidad y disponibilidad de
polimeros de la pared celular expuestos a la digestion microbiana (Kennedy, 1990). A medida
que aumenta el grado de colonizacion bacteriana en las particulas vegetales, su tasa de digestién
resulta mas elevada (Latham et al., 1979). La tasa de produccion de gas in vitro de particulas de
heno incubadas con bacterias ruminales fue evaluada por Gerson et al. (1988); inmediatamente
después de la adhesion a las particulas y, probablemente antes del agotamiento del substrato, fue
mayor para particulas pequefias que para particulas méas grandes de heno. En otro experimento, se
encontrd que la adhesion de los microorganismos fue mayor en particulas mas chicas (Legay-
Carmier y Bauchart 1989).

Como tratamiento fisico del forraje, la molienda podria causar una caida severa de la tasa
de digestion, lo cual se relacionaria con una colonizacion restringida de las particulas por los
microorganismos al destruirse las superficies internas del material vegetal (Uden, 1988). En este

sentido, Sequeira (1981) encontré que la molienda (a tamafios de particula entre 0,25 mm y 6



mm) de forrajes, a igualdad de composicion quimica, retrasa la velocidad de colonizacion
microbiana a tiempos tempranos de incubacion, pero no afecta su tasa de digestion.

Van Soest (1994) menciona que las particulas mas pequefias de la dieta tienen una tasa de
digestion mas rapida. Sin embargo, este autor pone en duda la veracidad de la teoria de la
superficie de exposicidn para explicar la relacion entre el tamafio de particula de los forrajes y su
tasa de digestion. Aungue el procesado fisico de los alimentos aumentaria su area superficial por
unidad de peso, su tasa de digestion se veria disminuida debido a la reduccion del tiempo de
retencion en el rumen (Thomson y Beever, 1980). Sin embargo, esa explicacion no puede
aplicarse en general, porque no siempre el tiempo de retencion se reduce por la molienda, y
ademas, las tasas de degradacion no siempre pueden aumentar, tal vez porque la colonizacién se
hace mas dificil por la destruccién de la matriz tridimensional de la fibra de la planta
(Czerkawski, 1986). Si por efecto de la molienda convencional del forraje se diera un aumento en
su tasa de digestion, éste seria menor que el incremento en su tasa de pasaje, ya que dicho
tratamiento siempre resulta en una caida de la digestibilidad de los forrajes (Van Soest, 1994).

Actualmente no esta claro cuél es el efecto de la molienda, a tamafios promedio de
particula superiores a 100 pm, sobre la tasa de digestion de forrajes (Van Soest, 1994). Los
resultados de distintos estudios indican que la molienda convencional puede tener un efecto
positivo (Robles et al., 1980), negativo (Le Liboux y Peyraud, 1998), o nulo (Robles et al.,
1980) sobre la tasa de digestion de forrajes.

En este trabajo, en particular, se realizard un estudio de degradabilidad ruminal utilizando,
como sustrato, laminas foliares de Panicum virgatum. Esta graminea megatérmica, nativa de los

pastizales de Norteamérica, se encuentra en vias de difusion como forrajera en la Region



Pampeana semidrida. Se trata de una especie con aceptable resistencia al frio, que prefiere suelos
de textura arenosa a franca. Asimismo, presenta buena calidad forrajera y alta palatabilidad en
estado vegetativo. Estas y otras caracteristicas de P. virgatum son descriptas por Bandera et al.,

2013.

OBJETIVO

El objetivo de este proyecto fue evaluar la degradabilidad de ldminas foliares de Panicum
virgatum, de distintos tamafios de particulas, sometidas a incubacion ruminal in vitro. La variable
estudiada fue la tasa de digestion de materia seca como respuesta a diferentes niveles de

superficie de exposicion por unidad de masa del sustrato.

HIPOTESIS

A mayor nivel de superficie de exposicidn del sustrato, asociado a particulas de forraje de

menor tamano, se facilita la accion microbiana y aumenta su tasa de digestion ruminal.

MATERIALES Y METODOS

El proyecto se realiz6 en el campo experimental de la Facultad de Agronomia UNLPam,
basado en un estudio de degradabilidad ruminal in vitro. Para el mismo se cosecharon,
manualmente laminas de Panicum virgatum (L.) cv. alamo (Pasto varilla) de una pastura en
estado fenoldgico reproductivo avanzado, el dia 14 de abril de 2011 (Foto 1). De estas Iaminas
foliares se extrajeron, utilizando un juego de sacabocados (Foto 2), discos de material vegetal de
los 3 diametros siguientes: 4,24 mm (DC), 5,72 mm (DM) y 7,23 mm (DG). De cada una de las

laminas foliares se obtuvieron discos de los tres tamafios, alternadamente, descartandose



porciones de 2-3 cm de largo de los extremos de la lamina (Foto 3). Las observaciones de
didmetros se realizaron sobre 20 discos de cada tamafio, efectuandose 2 mediciones en sentido
perpendicular por disco. Se utilizé una lupa marca Olympus SZ3060 colocando una reglilla en un
ocular y tomando como referencia una faja de papel milimetrado adherida a la platina, obteniendo
una equivalencia de 8,5 divisiones de la escala por cada milimetro en la faja de papel (Foto 4).
Para el estudio de degradabilidad in vitro se prepararon tubos de ensayo de 100 ml de
capacidad, provistos de un tapén de goma con véalvula de Bunsen para liberacion de gases. En
cada uno de los tubos, se colocd 0,5 g de sustrato, el cual consistio de discos de ldminas foliar
fresca, sin incluir la nervadura central. Por cada diametro de disco foliar y tiempo de incubacién
se prepararon tres tubos, a los efectos de minimizar el error experimental, registrandose el peso
exacto correspondiente. Dichos tubos se cerraron con su correspondiente tapon y se conservaron
en un freezer hasta la preparacién de los incubados. Pocos minutos antes de iniciarse la
incubacion in vitro, los tubos se retiraron del freezer y se llevaron a estufa a 39°C. Para la
conformacién de los incubados cada tubo se fue retirando de la estufa y se le adicionaron 50 ml
de fluido ruminal tamponado. Este Gltimo consistié de una mezcla de los siguientes componentes:
(1) fluido obtenido por filtracion, a través de tela de muselina, del contenido ruminal
recientemente colectado de un novillo fistulado Hereford alimentado con heno de alfalfa, y (2)
una solucion de saliva artificial de McDougall (1948). En términos de volumen, la mezcla
comprendié 1 parte de fluido ruminal filtrado y 4 partes de saliva artificial. Dicha mezcla se
prepard en una cuba mantenida a 39°C, y con gasificacion de dioxido de carbono. Acompafiando
a los incubados de los sustratos objeto de estudio, se incluyeron tubos conteniendo solamente el

medio liquido de la mezcla (blancos), a los efectos de ponderar el aporte de particulas del fluido



ruminal. Inmediatamente después de dosificarse, los tubos se cerraron con sus respectivos
tapones (Foto 5), y se colocaron en un bafio termostatizado a 39°C, para ser sometidos a su
correspondiente periodo de incubacion. Los tiempos de incubacion ensayados fueron 0, 2, 4, 8,
12, 24, 48 y 72 h. EIl tratamiento de 0 h correspondi6 a la pérdida de la fraccion soluble del
material vegetal, mediante la agitacion manual continua de tubos contenido 0,5 g de sustrato y 50
ml de agua destilada, por 15 minutos a 39°C (Foto 6). Inmediatamente luego de cumplido su
periodo correspondiente de incubacién, todos los tubos se fueron retirando, para trasvasar
cuantitativamente su contenido, a crisoles con placa de vidrio sinterizado de porosidad N°1, cuyo
peso seco vacio se registrd previamente. Estos crisoles, conectados por medio de un embudo a
una linea de vacio, se utilizaron para recuperar los residuos de incubacion de cada substrato
ensayado. Durante dicha filtracion forzada, los residuos de incubacion retenidos en el crisol se
lavaron con agua destilada a temperatura ambiente, hasta que el liquido de filtrado result6 limpio
(Foto 7). El volumen utilizado de agua destilada para cada lavado fue de 500 ml, fraccionandose
esta cantidad en 10 aplicaciones. Finalmente, estos crisoles se llevaron a estufa para su secado a
60°C, hasta peso constante. Tomando en cuenta el peso de los residuos secos de incubacion de
los sustratos, corregidos por el de los blancos, asi como el peso seco original de los mismos en
los incubados, se procedid a calcular sus correspondientes porcentajes de desaparicion de materia
seca. Paralelamente, sobre muestras sin tratar de los substratos que se sometieron a incubacién, se
determinaron también sus concentraciones de materia seca (MS) a 60°C y 105°C, de proteina
bruta (PB) mediante el método de Kjeldahl (AOAC, 1980), vy fibra en detergente neutro (FDN)

por el método de Goering y Van Soest (1970).



Los tratamientos experimentales, resultantes de la combinacion de 3 tamafios de discos
foliares y 7 tiempos de incubacion, se aplicaron siguiendo un disefio completamente aleatorizado,
utilizandose tres réplicas por tratamiento. Los datos de degradacion de los substratos se
sometieron a analisis de regresion por ajuste a la funcion asintética y = a + b (1-e°*), propuesta
por @rskov y Mc Donald (1979), donde a es la fraccion rapidamente soluble, b la fraccion
insoluble potencialmente degradable y c¢ la tasa de degradacién ruminal de la fraccion b. La
informacién obtenida de c, para los distintos tratamientos, se sometié a analisis de varianza
utilizando el programa de analisis estadistico Infostat (version 2011p).

Finalmente, algunos de los discos foliares residuales, correspondientes a tratamientos de
incubacion ruminal in vitro por 2 y 72 h, se tomaron para su observacion en un microscopio
Optico marca Leica modelo DM500 conteniendo una camara fotografica como dispositivo

integrado.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo se recurrio a la utilizacion de una técnica in vitro para la determinacion de
degradabilidad ruminal, en lugar de la convencional in situ, en la cual el sustrato se incuba,
contenido en una bolsita de tela sintética, en el rumen de animales fistulados (@drskov et al.,
1980). Por lo tanto, esto condiciond que se dependiera de un solo animal fistulado, como donante
de fluido ruminal, y que el animal individual no fuera un componente de variabilidad en el
experimento, como en la técnica in situ. Bajo el enfoque de los estudios de degradabilidad
ruminal in vitro, como fue el del presente trabajo, se tuvo un control importante sobre el pH del
medio de incubacion, al incorporarse a éste una solucion de saliva artificial. Por ejemplo, en los

estudios in vivo de Le Liboux y Peyraud (1998) con vacas lecheras y de Alamouti et al. (2009)
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con ovinos, el efecto negativo que tuvo la reduccion del tamafio de particula del forraje de alfalfa
suministrado, sobre su tasa de digestion ruminal, fue consecuencia de una depresion en la
actividad microbiana celulolitica, al establecerse niveles de pH por debajo de 6 en el contenido
ruminal. Por otro lado, en la preparacion del sustrato para las incubaciones de este trabajo, se
recurrié al uso de material foliar fresco en la forma de particulas discoidales. Esto, a diferencia de
otros trabajos, permitio que se obtuvieran distintos tamafios de particula sin disrupcion de la
estructura foliar, y con un buen control de la variable valor nutritivo, ya que los distintos tamafios
de particula no tuvieron origen en la molienda y separacion de particulas por tamices, como
ocurriera en otros trabajos que abordaran el problema nutricional objetivo del presente estudio.
Analizando, a priori, el rango de tamafios de particula ensayado en este trabajo (entre 4,24 y 7,23
mm de didmetro), el mismo aparenta ser demasiado estrecho como para encontrar diferencias
entre tratamientos. Sin embargo, como se muestra en la Tabla 1, el perimetro expuesto por unidad
de masa foliar, del tratamiento de menor diametro duplica en magnitud al de mayor diametro.
Hay que tener en cuenta que, dicho perimetro de la particula de ldmina foliar, se constituyé en un
borde de corte con una funcion esperada importante, como micronicho de colonizacion por
microorganismos ruminales. La observacion microscépica de discos foliares, luego de haber sido
sometidos a incubacidn in vitro con fluido ruminal tamponado (Fotos 8 a y b), mostr6 un frente
de ataque del tejido vegetal, desde la periferia hacia el centro de la particula, que se extendio a lo
largo de los espacios paralelos internervadura. Esto demuestra que el borde de corte fue efectivo
como sitio de colonizacién microbiana, y que las nervaduras concentran las estructuras tisulares

mas resistentes a la degradacion microbiana. Hay que tener en cuenta que dicho perimetro de la



11

particula de lamina foliar es un borde de corte que se constituye en un frente de ataque para la

accion degradativa de los microorganismos ruminales.

Tabla 1. Diferencia en los valores dimensionales entre los tamafios de particula ensayados.

Tamarno de Diametro Superficie N° de discos Perimetro
particula (mm) (*) (cm?/0,5 g) /0,5 g(**) (m/0,5 g)
DC 4,24 (0,75) 31,5 124 1,65
DM 5,72 (1.39) 32,8 69 1,24
DG 7,23 (1,15) 29,7 38 0,86

* Entre paréntesis se detallan los desvios estandares para cada media ().
**Valores obtenidos por conteo y pesada de discos.

El material foliar de Panicum virgatum, utilizado como sustrato de incubacién en esta
investigacion, se caracterizd por poseer concentraciones de MS de 50,87%, PB/MS de 6,3% y
FDN/MS de 72,26%. Introduciendo estos dos ultimos valores en la ecuacion de Pagella et al.
(1996), se obtiene una digestibilidad estimada de la MS para dicho material vegetal de 49,95%,
valor que denuncia una calidad nutricional baja del mismo, acorde con el estado fenol6gico muy
avanzado de la pastura de la cual se obtuvo. Los resultados de la prueba de degradabilidad in
vitro, de esta investigacion, se muestran en la Tabla 2 y la Fig.1.

Tabla 2. Valores promedios porcentuales de desaparicion de materia seca para cada
tratamiento.

Horas de incubacién
Tratamientos 0 2 4 8 12 24 48 72

Chico 0,02 11,98 15,10 16,32 20,92 20,26 32,66 40,04
(0,04) | (200) | (1,26) | (1,91) | (252) | (1,38) | (2.28) | (2,59)

Mediano 0,22 9,87 16,94 19,91 18,90 20,72 30,28 39,98
(0,01) | (2,11 (6,62) (7,28) | (3,40) 1,17) (2,52) (2,66)

Grande 0,16 18,00 19,36 | 24,04 ( | 26,55 28,20 34,86 4224
(0,04) (3,30) (0,70) 2,37) (2,51) | (2,37) (3,13) (7,00)

*Entre paréntesis aparecen los desvios estandares de cada tratamiento ().
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Figura 1. Desaparicion de materia seca en funcién del tiempo de incubacion in vitro
confluido ruminal para los distintos tratamientos.

A todos los tiempos de incubacidn, se verifica una franja de solapamiento en los valores
de desaparicion de MS. Si bien la degradacion del sustrato, muestra una tendencia a evolucionar a
tasas decrecientes, el comportamiento asintotico esperado no se manifiesta netamente. El anélisis
de regresion de los datos de desaparicion de MS de los sustratos, aplicando el modelo
monoexponecial de @rskov y McDonald (1979), en varios casos dio origen a valores de fraccion
insoluble potencialmente degradable de la MS (b), y estimaciones de degradabilidad potencial,
que superaban el valor de 100%, lo cual es biolégicamente imposible. Con respecto a las demas
variables de la dindmica de degradacion de los sustratos, en la Tabla 3 se detallan los valores
estimados de la fraccion rapidamente soluble (a), la tasa de digestion (c) de la fraccion b y la
degradabilidad efectiva estimada, considerando una tasa fraccional de pasaje de 0,02/h. El
analisis de varianza aplicado a la respuesta de la variable tasa de digestion, a los distintos

tamafos de particula de lamina foliar, se resume en la Tabla 4. Dicho analisis mostr6 que no
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existieron diferencias significativas (p>0,05), en tasa de digestion, para los distintos tamafios de
particula del sustrato, siendo su valor medio de 0,0157/h. Un resultado similar fue observado por
Robles et al. (1980), en un estudio in vitro con forraje de pasto ovillo (Dactylis glomerata) a
distintos tamarios de particula, preparado por molienda y separacion con tamices entre 1 y 12
mm. Estos resultados son indicativos de que la degradacion microbiana de la fraccion
lignocelulosica del sustrato no parece estar afectada por el tamafio de particula. Kennedy y
Murphy (1988) enfatizaron que el efecto de la reduccion en el tamafio de particula del material
dietario, sobre su tasa de digestion ruminal, es variable, lo que en parte puede estar explicado por
la respuesta diferencial que tienen distintos recursos lignocelulésicos a dicho tratamiento.
Ademas, estos investigadores, al referirse al tratamiento de molienda convencional, mencionaron
que pueden haber diferencias entre distintos tipos de forrajes en la facilidad con la que las
estructuras de su cuticula y lignificadas se pueden alterar afectando su degradacion ruminal
microbiana. La reduccién del tamafio de particula de sustratos lignoceluldsicos, también podria
facilitar la adhesion microbiana al incrementarse su area superficial por unidad de peso (Alamouti
et al., 2009). Durante el proceso de incubacion existe un periodo donde no hay degradacion
ninguna o ésta es reducida, que es conocido como tiempo de colonizacion (fase lag). De igual
manera, con la reducciéon del tamafio de particula del sustrato, en el ambiente ruminal puede
afectarse la longitud del tiempo de demora en la colonizacién microbiana del mismo, periodo en
el cual se producen cambios fisico-quimicos en la matriz fibra vegetal que facilitaran la invasion
microbiana y la posterior digestion del sustrato (Allen y Mertens, 1988). Aparentemente, estas
variables no resultaron afectadas en el rango de dimensiones de particula que se ensayaron en el

presente estudio.



Tabla 3. Resumen de variables de dinamica de degradacion ruminal de los sustratos.

Variable DC DM DG

. . ., . 0,0110 0,0105 0,0257

Tasa fraccional de digestion ruminal de la MS (0,0115) (0,0081) (0,0202)
P 10,40 10,93 14,25
Fraccion rapidamente soluble (%) de la MS (1,66) (2,87) (2,62)
Degradabilidad efectiva de la MS (%) a tasa 29,37 30,50 32,00
de pasaje de 0,02/h (1,69) (1,81) (4,42)

Tabla 4. Analisis de la varianza
Variable n R? Rz Aj CVv

&) 9 0,2690 0,0253 90,3122

*Tasa de digestion de la fraccion insoluble potencialmente degradable

Cuadro de Analisis de la VVarianza (SC tipo I)

F.V. SC al CM F p-valor
Modelo 0,0004 2 0,0002 1,1038 0,3907
Tamaiios 0,0004 2 0,0002 1,1038 0,3907
Error 0,0012 6 0,0002
Total 0,0017 8

14

Con relacion al problema de ajuste de los datos de degradabilidad ruminal de este trabajo,

al modelo de regresion monoexponencial propuesto por @rskov y McDonald (1979), surge la

necesidad de explorar el uso de otros modelos no lineales de regresion en trabajos futuros. En

principio, el modelo utilizado se desarrollé para el tratamiento de datos de degradacion ruminal

de suplementos proteicos, mucho de los cuales alcanzan su degradacion potencial alrededor de

las 24 h de incubacién, mientras que el ajuste para alimentos como forrajes de concentracion

elevada de constituyentes de pared celular no es tan satisfactorio (Dhanoa et al., 1995). Otro

aspecto a tenerse en cuenta son los tiempos de incubacion para alcanzar la degradabilidad

potencial, ya que para sustratos lignocelulosicos, como el utilizado en este trabajo, tienden a ser
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mas prolongados. Por lo tanto, en futuros protocolos para estudios de degradabilidad ruminal
sobre dicho tipo de recursos forrajeros, podrian incluirse tiempos de incubacion mas prolongados.
Finalmente, otro aspecto metodologico a abordar en proximos trabajos, es el de la obtencion de
discos de material foliar. Al observarse bajo lupa los discos de lamina foliar obtenidos en este
trabajo (Foto 9), con el uso de dispositivo sacabocados, el borde de corte no resulto regular. Esto
se constituye en una fuente de variacion que afecta el perimetro de los discos. Probablemente, las
distorsiones de la forma circular de los discos, se produjeron como resultado de la manera de
realizar la extraccion de los mismos, con giros del instrumento sacabocados. Esto da lugar a que
se sugiera, en proximos trabajos que utilicen el mismo protocolo experimental, que la obtencién
de discos de material foliar con el instrumento sacabocados se realice con un suave golpe, en
lugar de girarlo sobre la pieza vegetal. Ademas podrian probarse otro tipo de dispositivos

sacabocados, que difieran en su disefio.

Fotol. Pastura de Panicum virgatum en la Facultad de Agronomia UNLPam.



Foto 2. Obtencion de circulos de laminas de Panicum virgatum con sacabocado.

Foto 3. Muestra de una lamina foliar de la cual se obtuvieron discos de distintos didmetros en
forma alternada.
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Foto 4. Determinacion del diametro exacto de discos foliares utilizando instrumental dptico: a)
disco foliar colocado sobre faja de papel milimetrado atravesando la platina de una lupa; b)

campo del ocular con reglilla mostrando un disco foliar sobre papel milimetrado.



Foto 5. Tubos con indculo ruminal y sustrato listos para incubacion.
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Foto 6. Tubos preparados para el tratamiento correspondiente a 0 h de incubacion.
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Foto 7. Lavado y recuperacion del sustrato incubado.
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Foto 8. Fotografias de vista microscopica con lente 4X, de particulas de lamina foliar de Panicum
virgatum luego de someterse a incubacion in vitro con fluido ruminal tamponado: a) incubacion

por 2 h; b) incubacion por 72 h.
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Foto 9. Particula sin tratar en la cual se observa en la lupa el corte irregular producido por el

sacabocado.
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CONCLUSION

Como resultado de la aplicacion del protocolo experimental de este trabajo, no se pudo
confirmar la hipétesis de que, a menores tamafos de particula de un material lignocelulésico, su
tasa de digestion ruminal resulta de mayor magnitud. Los datos del presente estudio mostraron
que, la tasa de digestion microbiana de ldmina foliar de Panicum virgatum, no fue afectada el
tamafio de particula en los rangos a los que se sometio, como sustrato, a incubaciones in vitro con
fluido ruminal tamponado. En la ejecucion de futuros experimentos, bajo esta misma linea de
investigacion, debera abordarse una serie de restricciones metodoldgicas que se presentaron en

este trabajo.
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