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RESUMEN

La preparacion de forrajes mediante tratamienigisos que reducen su tamafio de
particula, permite modificar su utilizacion comanantos para los rumiantes. Es posible
hipotetizar que la mayor relacion superficie/voluntl sustrato, asociada a particulas mas
pequefias, facilitaria su colonizacién por los nigganismos ruminales y aumentaria su tasa
de degradacion. El objetivo de este trabajo fuduavda tasa de digestion ruminak)lde
foliolos deMedicago sativa.., en respuesta a distintos diametros de paatidhra ello se
llevé a cabo un ensayo en laboratorio, utilizandsistema de incubacion ruminalvitro en
bafio bajo control termostético. Los incubados sestitoyeron de fluido ruminal tamponado
y material foliar fresco como sustrato, preparadola forma de discos de 3 diametros
distintos (mediad.e. en mm: D2=2,@D,61; D5=4,820,89; D8=8,080,47) por medio de un
juego de sacabocados. Los tiempos de incubaci@yass fueron 2, 4, 6, 9, 12, 18, 24,60y
96 h. Los tratamientos se aplicaron siguiendo usefti completamente aleatorizado,
utilizando cuatro réplicas por cada combinaciontalmaifio de disco foliar y tiempo de
incubacién. Luego de completado su correspondiéetapo de incubacién, el sustrato
residual de cada tubo se recuperé por filtradonyeti a lavado, utilizando crisoles con placa
de vidrio cribada, para posteriormente secarsestlfieehasta peso constante. La desaparicion
de materia seca (MS) fue calculada por diferencteedos pesos inicial del sustrato y final
del residuo de incubacion. Los datos de degradat@dons sustratos se sometieron a analisis
de regresion, por ajuste a la funcién asintdficaa + b (1 - €°Y), dondea es la fraccién
rapidamente solubleb la fraccidn insoluble potencialmente degradable ja tasa de
degradacion ruminal de la fraccif como estimacion de;kSe observo un buen ajuste de
los datos de desaparicion de MS al modelo de riégre&l comparar los valores dg,kpara
los distintos tamafios de discos de foliolos, sernaron diferencias significativap<0,05).

Los discos del tamafio D8 exhibieron valores gdesignificativamente mayores a los de
tamafio D2. La tendencia observada paral& aumentar con tamafios mayores de particula
de foliolos de alfalfa, se contradice con la teddda superficie de exposicion. Es probable
que existan condiciones micro-ambientales difeedesj alrededor de particulas de distinto

tamano, que tengan influencia sobre la actividadabiana ruminal.

Palabras clave: material foliar, leguminosa, superficie expuestlpcidad de digestionn

vitro.



INTRODUCCION

En la ganaderia de rumiantes, el recurso alimenta@isico, mas econdmico y de
menor costo ambiental son los forrajes. El escenadtual de ganaderia extensiva en
Argentina estd demandando mayores produccionesdgef por unidad de superficie, pero al
mismo tiempo una calidad nutricional mas elevadalade pasturas (Rearte, 2011). Con
frecuencia, en los sistemas de produccion se pesseituaciones en las que la calidad
nutricional del forraje disponible para los aninsgbeesenta limitaciones, las cuales afectan la
ingestibilidad y utilizacion digestiva de tal resaralimentario. En estos casos, el tratamiento
post-cosecha del forraje puede ser la Unica opdddrpara mejorar la respuesta productiva
animal a dicho tipo de alimento, si no se dispasie suplementos dietarios (Chenost y
Kayouli, 1997).

La dinAmica ruminal de digestién de los forrajesdesgran importancia, afectando
variables como la digestibilidad, el consumo dietay el nivel de productividad. Los
procesos de desaparicion de la digesta por digegtigasaje son parte de tal dinamica. La
digestion implica que una particula de alimentordae constituyentes potencialmente
digestibles y, en funcion del tiempo, es importazdasiderar la velocidad a la cual ocurre
dicho proceso (Mertens, 2005). La tasa de diges@puede definir como la proporcién o
porcentaje de sustrato dietario que se digieraupatad de tiempo, en un compartimiento del
tubo digestivo, por ejemplo el rumen (Van Soesf@4)9Para particulas de alimentos como
los forrajes, su forma, tamafio, densidad, flotdadi humectabilidad y microestructura
laberintica, son factores que condicionan su tasdigestion ruminal @ y su tasa de pasaje
ruminal, asi como su digestibilidad y consumo i al., 1994).

La preparacion de forrajes mediante tratamientisd$ que reduzcan su tamafno de
particula, como la molienda o el picado, permitalificar su utilizacion como alimentos para
los rumiantes. Las respuestas mas frecuentementntesdas a la molienda o picado de
forrajes implican incrementos en el consumo dietfda ganancia de peso y la eficiencia de
conversion (Beardsley, 1964). Mientras tal preparaéisica de los forrajes para alimentar
rumiantes se traduce, consistentemente, en un aoirdenla tasa de pasaje de digesta, el
efecto sobre la tasa de digestion rumingl (lo resulta tan claro (Van Soest, 1994).

Con relacion al material original, la tasa de femtaeion se incrementa al disminuir el
tamafo de particula de los forrajes procesadosafig@nte (Moore, 1964). Gersah al
(1988) observaron que, en cultivos vitro de forraje henificado con bacterias de fluido

ruminal ovino, la tasa de produccion de gasitro fue mayor para particulas mas pequefias
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de material foliar de graminea C3 que se utilizén@osustrato. En otro experimento, se
encontrdé que la adhesion de los microorganismosnfagor en particulas mas chicas (Legay-
Carmier y Bauchart 1989). El ataque de los polisdosa estructurales por los
microorganismos del rumen se produce a un ritmativelmente lento, limitado en ultima
instancia por la morfologia y composicién quimieh tgjido vegetal, como determinantes de
la cantidad y disponibilidad de polimeros de laepacelular expuestos a la digestion
microbiana (Kennedy, 1990). A medida que aumentgado de colonizacién bacteriana en
las particulas vegetales, su tasa de digestiottaenas elevada (Lathaet al, 1979).

Van Soest (1994) menciona que las particulas nfisepas de la dieta tienen una tasa
de digestion mas rapida. Sin embargo, este autwe po duda la veracidad de la teoria de la
superficie de exposicion, para explicar la rela@étre el tamafio de particula de los forrajes
y su tasa de digestion. Esta se basa en la idgaejel disminuir el tamafio de particula del
forraje, se genera un aumento de la superficie detacto del sustrato con los
microorganismos ruminales, lo que conduciria a umento de k (Stritzler et al, 2011).
Aunque el procesado fisico de los alimentos aumient area superficial por unidad de
masa, su tasa de digestion se veria disminuidalaebia reduccion del tiempo de retencion
en el rumen (Thomson y Beever, 1980). Sin embarga,explicacion no puede aplicarse en
general, porque no siempre el tiempo de retenadreduce por la molienda (Czerkawski,
1986). De acuerdo a Van Soest (1994), si por efgetla molienda convencional del forraje
se diera un aumento eg, léste seria menor que el incremento en su tagasige, ya que
dicho tratamiento siempre resulta en una caida dagestibilidad de los forrajes.

La molienda reduce el tamafio de las particulaseataria superficie de exposicién e
incrementa la densidad aparente de las fracciongs yhtallo de los forrajes (Laredo y
Minson, 1975). Ademas, podria causar una caidarsede la tasa de digestion, que se
relacionaria con una colonizacion restringida de gdarticulas por los microorganismos al
destruirse las superficies internas del materigetad (Uden, 1988). Las tasas de degradacion
ruminal no siempre incrementan con la moliendayéal porque la colonizacion microbiana
es afectada por la destruccién de la matriz tridstanal del tejido vegetal (Czerkawski,
1986). En este sentido, Sequeira (1981) encontedlajunolienda de forrajes (a tamafios de
particula entre 0,25 mm y 6 mm), a igualdad de asigmn quimica, retrasa la velocidad de
colonizacion microbiana a tiempos tempranos dehacidn, pero no afecta su tasa de
digestion. No esta claro cual es el efecto de ltiemda, a tamafios promedio de particula
superiores a 100m, sobre la tasa de digestion de forrajes (VantSt894). Los resultados

de distintos estudios indican que la molienda cooemal puede tener un efecto positivo
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(Dehority, 1961; Roblest al, 1980; Ford, 1983; Fadlalla al, 1987; Emanuele y Staples,
1988; Bjorndalet al, 1990), negativo (Le Liboux y Peyraud, 1998; &mdgy Grant, 1998;
Alamouti et al, 2009), o neutro (Alwash y Thomas, 1974; Roldesl, 1980; Ehleet al,
1982; Emanuele y Staples, 1988) sobre la tasagéstdin de forrajes.

Considerando la ambigledad de los resultados a&scel tratamiento convencional
de molienda, Pagellet al. (2012) estudiaron el efecto del tamafio de pa#idel laminas de
Panicum virgatumsobre su & recurriendo a la preparacion del material vegetala forma
de discos de distintos diametros, obtenidos carselde sacabocados. Basado en esta ultima
metodologia, y adoptando modificaciones de protoeaberimental utilizado por Rainhart y
Wiggenhauser (2013), este trabajo estudio la i@aentre tamafio de particula y dindmica de

degradacion ruminal en leguminosas.

HIPOTESIS

A mayor relacion superficie/volumen del sustratéiafp asociada a particulas de
menor dimensidn, se facilita su colonizacion potroorganismos ruminales y se estimula su

tasa de degradacion.

OBJETIVO

El objetivo de este estudio fue evaluar la degriéidad de foliolos de alfalfa
(Medicago sativa..), preparados en forma de discos de distintmdiéo, en un sistema de
incubacion ruminain vitro. La variable estudiada fue la tasa de digestiola sheateria seca,

como respuesta a los diferentes niveles de suedicexposicion al ataque microbiano.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realiz6 en el campo experimental dédeultad de Agronomia,
UNLPam. La cosecha de material foliar se realizOuea pastura de alfalfa en estado
vegetativo cercano al 10 % de floracion, el diadé4noviembre de 2013, recolectdndose
manualmente porciones apicales con foliolos relatente grandes (Foto 1). Luego, dicho
material vegetal se llevo a laboratorio, dondeedecsionaron los foliolos de mayor tamafo
para, a partir de ellos, extraer particulas de #odiscoidal de distintas dimensiones que no

incluyeran la nervadura central, las cuales fuerdizadas como sustrato en un ensayo de
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incubacionin vitro con fluido ruminal como fuente de inoculo. Taldscds foliares se
obtuvieron por medio de un juego de sacabocadogelBaet al, 2012; Rainhart y
Wiggenhauser, 2013), de 3 diametros distintos, cengddos en un rango de 2 a 8 mm (Foto
2). Para la determinacion de los diametros efestbom que resultaron las particulas extraidas
de foliolos, por medio de los sacabocados, sobrdif®ws de cada tamafio se efectuaron 2
mediciones en sentido perpendicular por cada urelae Ello se llevé a cabo utilizando una
lupa marca Olympus SZ30, colocandose un reglillaresdos discos y tomando como
referencia una faja de papel milimetrado ubicadaresda platina, recurriendose a una
equivalencia de 10 divisiones de la escala por n@timetro en la faja de papel (Foto 3). Los
discos foliares fueron conservados en helader& g6f 48 h, hasta su inmediata utilizacion
como sustrato de incubacion. Con el objetivo danestla diferencia en perimetro total de
exposicion, para la masa de sustrato que se uglizéas incubaciones, otra determinacion
llevada a cabo, fue el conteo de discos de cadal@mas diAmetros ensayados contenidos en
una masa de 0,3 g.

Para la evaluacion de la tasa de digestion detasagpreparado como se describid
anteriormente, se recurrié a un protocolo de incidimain vitro, por periodos de tiempo
diferentes: 2, 4, 6, 9, 12, 18, 24, 60 y 96 h. Pada tamafio de particula, y tiempo de
incubacién, se prepararon tubos de 100 ml de cdg@dcen los que se colocaron 0,3 g de
discos de material foliar fresco retirados de ldadera. Cada muestra se trabajé por
cuadruplicado para reducir el error experimen&gistrandose el peso exacto correspondiente
de sustrato. Luego, a cada tubo, se le agregaranl 3f& fluido ruminal tamponado. Este
altimo consistid de una mezcla de los siguientaapmmentes: (1) fluido ruminal obtenido
por filtracion, a través de tela de muselina, deteuido de digesta ruminal colectado
previamente de un novillo Hereford provisto de gaaula ruminal permanente, alimentado
con heno de alfalfa durante la semana anteriorexti@ccion, y (2) una solucion de saliva
artificial preparada de acuerdo a Tilley y Terr9§3). La mezcla contenia 1 parte de fluido
ruminal filtrado y 4 partes de saliva artificialfye preparada en una cuba mantenida a 39°C,
y sometida a gasificacion con dioxido de carborevaRello, en el laboratorio fue necesario
generar condiciones similares a las del ambientenal, teniendo un estricto control de la
anaerobiosis, pH y temperatura en la preparacidosdamcubados, lo cual es imprescindible
para la supervivencia y actividad normal de losra@ganismos que aporta el fluido ruminal
obtenido de un animal donante. Dicho fluido se wbtde un bovino fistulado, por lo que el
animal no se constituyé en un factor de variacionek experimento, como sucede en la

técnicain situ. Adicionalmente, en la utilizacion de esta Ultineadebe tener control de otras
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fuentes de variacién como, por ejemplo, el tamaditod poros de la tela de nylon, el nUmero
de poros por unidad de superficie, la cantidad destna a incubar, el nimero de bolsitas
introducidas en cada animal y la posicion de ldsitas en el rumen (Romero, 1992).

Acompafando a los incubados de los sustratos otetstudio, se incluyeron tubos
que contenian solamente el medio liquido de la lagacmodo de blanco, para ponderar el
aporte de pequefias particulas de digesta presantesen el fluido ruminal filtrado.
Inmediatamente después de dosificarse, los tubosrssron con tapones provistos de valvula
de Bunsen para permitir el escape de gases derfoi@n (Foto 4), y se colocaron en bafio
con control termostatico a 39°C, exponiéndose a sosrespondientes periodos
experimentales de incubacion. El tratamiento de ddinespondié a la pérdida de fraccidn
inmediatamente soluble, de cada tipo preparadaskeaso. Para ello se procedio a colocar
0,3 g del mismo, junto con 30 ml de agua destia@d°C, en tubos cerrados con tapon de
goma (Foto 5). Esta incubacion se realizé por aydibado, para cada tamafio de disco
foliar, en bafio termostatizado y con agitacion nahrsuave por 15 minutos. Luego de
cumplido su periodo correspondiente de incubadidags los tubos fueron retirados para
trasvasar su contenido a crisoles con placa déovadibada, de porosidad N°1, cuyo peso
Seco vacio se registrd previamente. Estos crisobemctados por medio de un embudo a una
linea de vacio, se utilizaron para recuperar I@dues de incubacion de cada sustrato
ensayado (Foto 6). Durante esta filtracion forzéakyesiduos de incubacion retenidos en el
crisol se lavaron con agua destilada a temperamiaente, hasta que el liquido de filtrado se
mostrara limpido. El volumen utilizado para cadeatio fue de 300 ml, fraccionandose en 10
aplicaciones. Finalmente, los crisoles fueron lmga estufa para su secado a 105°C hasta
peso constante. Tomando en cuenta los residuos sexancubacion de los sustratos,
corregidos por el residuo seco de los tubos blaasbcomo el peso seco original de los
mismos en los incubados, se calcularon los correpotes porcentajes de desaparicion de
materia seca.

Sobre muestras sin tratar, del mismo material deubacion, se realizaron
determinaciones, de concentracion de materia pecteina bruta (PB) segun AOAC (1980)
y de fibra en detergente neutro (FDN), esta ultmediante el método de Goering y Van
Soest (1970).

Los tratamientos experimentales, resultantes dertebinacion de 3 tamafos distintos
de particula y 9 tiempos de incubacion, se aplitasiguiendo un disefio experimental
completamente aleatorizado, utilizando cuatro rejpgies por cada tratamiento. Los datos de

degradacion de los sustratos se sometieron a iandéisregresion por ajuste a la funcién
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asintéticay = a + b (1-€°"), propuesta por @rskov y Mc Donald (1979), doadss la fraccion
rapidamente solubleh la fraccion insoluble potencialmente degradable; ia tasa de
degradacion ruminal de la fraccibr(o sea la variable de estudig.K_os valores observados
de degradacién para los distintos tiempos de ir@@baorganizados en 4 grupos al azar por
tamafio de disco foliar, se ajustaron al modeloedeesion monoexponencial que describe la
funcion asintética antes mencionada, a partir del se estimo Ky otros pardmetros de
degradabilidad ruminal para cada uno. El contrastetratamientos se realiz6 mediante
analisis de varianza, asociado a un disefio connpégtée aleatorizado, y prueba de Tukey,
recurriendo al uso del programa estadistico Infagtesion 2011 (Di Rienzet al,, 2011).

Como un estudio complementario, luego del secadestria, se recuperaron residuos
de sustrato correspondientes a incubaciones p@d 3; 96 h, tiempos lo suficientemente
distanciados como para apreciar por microscop&vtducion de la degradacion ruminal de
los discos foliares, de los distintos tamafios eatday. Dichos materiales residuales fueron
luego acondicionados, para su observacion a ti@&és microscopio marca Leica DM 500,
provisto de una camara fotografica marca Leica ICBB.




ey
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H

Foto 4. . Tubos preparados con vélvula de Bunsen gala incubacion de los sustratos
foliares.
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Foto 6. Recuperacion en crisoles de vidrio, mediaafiltrado, de los residuos de

incubacion.

RESULTADOS Y DISCUSION

El material foliar deMedicago sativautilizado en este estudio como sustrato de
incubacion, se caracterizo por poseer concentrasida MS de 57,14%, PB/MS de 37,56% y
FDN/MS de 22,99%. Cuando se introdujeron estos ultimos datos en una ecuacioén de
regresion mdltiple, obtenida por Page#t al (1996), se obtuvo un valor estimado de
digestibilidad de MS, para dicho material foliag @5,67 %. Estos valores de variables de
valor nutritivo se corresponden con un aliment@ltie calidad, lo cual se presumia teniendo
en cuenta el estado fenoldgico de la pastura alentomde la coleccién de material vegetal
por corte. La concentracion de PB del materialafolisado como sustrato de incubacion,
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pareceria ser demasiado elevado pero, considera@stuvo constituido por biomasa de
foliolos del tercio superior de la planta en estéglmprano de crecimiento, y que no se
incluyé la nervadura central de los mismos, tabvak factible de ser justificado.

En este trabajo, se hizo uso parcial de la téatgcdeterminacion de digestibilidad
vitro de la materia seca, o de Tilley y Terry (1963),caanto a que se aplicé la etapa que
trata de reproducir el proceso de digestion demetacumen. El hecho de tener controlado el
pH del medio de incubacidn vitro, permitié evitar efectos inhibitorios sobre laiadad
degradativa microbiana, los cuales pueden manigestan estudios vivo (Le Liboux y
Peyraud, 1998; Alamoudt al, 2009).

La molienda ha sido un tratamiento fisico bastagséudiado para mejorar la
utilizacion de forrajes (Bergeet. al, 1994). En este trabajo, la preparaciéon de sostrat
consistid en la obtencion de discos, mediante @ldesun dispositivo sacabocados, lo cual
permiti mantener la estructura foliar intacta,ifaréncia de lo que ocurre en el tratamiento
de molienda. Esta condicion de preparacion dekatosse acercaria, en cierto modo, a la
forma en la cual las particulas de forraje ingesgoexponen al ataque microbiano en el
ambiente ruminal (Czerkawski, 1986; Uden, 1988), nal modificarse la estructura
tridimensional.

En el rango de tamafios de particulas ensayadsterirabajo, para el material foliar
de alfalfa, puede observarse que el menor de @lidsnetro aproximado de 2 mm) se
corresponderia con el tamafio critico de particula apandona el reticulo-rumen (Poppi
al., 1981; Ulyattet al, 1986), a través del orificio reticulo-omasal. lats dos tamafios de
particula (diametros aproximados de 5 y 8 mm),c&rcarian al de la digesta sélida que,
estando retenida en el reticulo-rumen, es capamgtesar en el circuito de rumia. La
evaluacion de diametros efectivos de los discasréd, obtenidos con el de sacabocados,
arrojo valores de 2,@0,61 mm (D2), 4,820,89 mm (D5) y 8,060,47 mm (D8), resultados
gue se muestran en la Tabla 1. Como era de espelarsariabilidad en el diametro de
particula fue disminuyendo a medida que se incr&nen tamafio (CV: D2=0.303;
D5=0,184; D8=0,058). Por otro lado, en dicha taddapresentan, para cada tamafo de
particula, valores de numero de discos foliaressgumcluyen en una masa de 0,3 g, la cual
correspondio a la cantidad de sustrato incluidtaenncubaciones. Ademas, los dos tipos de
datos antes mencionados se emplearon para calcaa valor total, el perimetro de
exposicion de los discos foliares incluidos en datdad de masa de referencia, para la
incubacién de los sustratos. Como se observa €alia 1, el perimetro total de exposicion
calculado para D8 resultd 3 veces menor que easal de D2. Este hecho habria otorgado
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una buena posibilidad de encontrar diferenciasdesgieas entre los distintos tamafios de
particula, aun cuando el rango de diametro deqodatiensayado en este trabajo pareceria
exiguo (brecha de 6 mm entre D2 y D8). El perimekeolos discos foliares, constituyo,
probablemente, un micronicho excelente para lantdgion y posterior degradacion del

material vegetal por microorganismos ruminales.

Tabla 1. Valores dimensionales de discos foliaresnsayados como sustrato de

incubacion.
Tamafio de Diametro N° de discos | Perimetro
particula (mm) 0,39 (¥ (m/0,3 g)
D2 2,01 (0,61) 444 2,80
D5 4,82 (0,89) 102 1,55
D8 8,00 (0,47) 35 0,88

Valores entre paréntesis refieren al desvio estanda
(*) Valores obtenidos por conteo y pesada de dideamaterial foliar.

Aplicando un protocolo de incubacidém vitro con fluido ruminal tamponado, similar
al utilizado en otro trabajo en el que se estudigldgradacion de laminas foliares de una
graminea megatérmica (Pagela al, 2012; Rainhart y Wiggenhauser, 2013), en esta
investigacion se estudid el efecto del tamafio d#icpda sobre la tasa de digestion de
material foliar de alfalfa. Los resultados de talgba de degradabilidad ruminalvitro, se
presentan en la Tabla 2 y Figura 1.

Tabla 2. Valores promedios porcentuales de desapaidn de materia seca para cada

tratamiento.

Horas de incubacion

ng:?g&;e 0 2 4 6 9 12| 18| 24| 60 96
oo 31,98| 56,17| 59,36 | 60,86 65,33| 66,36 69,34| 76,3 | 86,91 89,09
(1,92)| (2,01)| (0,92)] (0,29)] (1,15)| (1,82)| (2,53)| (1,37)| (0,92)| (1,61)

o5 43,13| 57,29| 59,72| 62,4 | 69,16 70,18| 71,71 | 76,84| 88,37| 90,34
(4,88)| (0,54)| (1,96)| (0,55)] (0,72)| (1,06)| (1,21)| (1,09)| (0,66)] (0,99)

o8 35,08| 51 | 56,23| 58,93| 67,56| 67,61 | 71,68| 75,58| 86,78| 86,78
(0,58)| (3,69)| (1,88)| (2,72)| (3,70)| (1,13)| (2,21)| (2,09)| (1,26)| (0,88)

Valores entre paréntesis refieren al desvio estanda
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Figura 1. Desaparicion de materia seca en funcioretitiempo de incubacion, para los

distintos tratamientos.

Se puede observar que los valores de desaparieidSdtuvieron un buen ajuste al
modelo de regresion de respuesta asintética y, ajlemas, en todos los tiempos de
incubacion se verifica una franja muy estrecha alapamiento en ellos. Del analisis de
regresion aplicado a las observaciones de degtat#ahi utilizando el modelo
monoexponencial de @rskov y Mc Donald (1979), sduwbron valores de ajuste
correspondientes a las variables de dinamica destiligp del sustrato (Tabla 3), como son la
fraccion rapidamente solubla)( la fraccion insoluble potencialmente degradéb)ey la tasa

de digestiond) de la fraccion b, para cada tamafio de particula.

Tabla 3. Valores de las variables de la dinamica d#igestion, para los distintos tamafios
de particula.

Tamafos de particula
D2 D5 D8

Fraccion rapidamente soluble §) 513’27) 5045 (4283%

Fraccion insoluble potencialmente degradableb] (337’19) (30752) (42266)

. ., . 0,036 | 0,040| 0,047
Tasa de digestiond) de la fracciénb ' 1 1
'gestion®) ! (0,003)| (0,004)| (0,005)

Variable

Valores entre paréntesis refieren al desvio estanda
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El resultado del analisis de varianza, para losndiss tamafios de particulas, aplicado
a la tasa de degradacion ruminglde la fracciorb, como estimacion dejkse observa en la
Tabla 4. Al comparar los valores dg se encontraron diferencias significativas(q,05).
Aplicado el test de Tukey, se verificO que los dsalel tamafio D8 exhibieron valores
significativamente mayores a los de tamafo D2, rasnque los de tamafio D5 no se
diferenciaron de los anteriores (Tabla 5).

Tabla 4. Resultados del analisis de varianza para lariable tasa de digestion.

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo | 0,000230 2 0,000120 5,63 0,026
Tamanos | 0,000230 2 0,000120 5,63 0,026
Error 0,000190 9 0,000021
Total 0,000420 11

Tabla 5. Resultados del test de Tukey para la evauion de diferencia de medias entre

distintos tamarnos de discos foliares.

Tamafnos| Medias n E.E.
D2 0,036 4 0,00230 A
D5 0,040 4 0,00230 A B
D8 0,047 4 0,00230 B

Resultados similares al de este trabajo se observa&an un caso por incubacion
ruminalin situ de paja de trigo (Singhal y Grant, 1998), comdratss preparado en particulas
de dimensiones comprendidas entre 0,17 mm y 9,5 ynen otros dos, por ensayos de
alimentacion con forraje de alfalfa (Le Liboux yyRaud, 1998; Alamoutet al, 2009).
Aunqgue el procesamiento de los forrajes por molendpeleteado les provee un aumento
considerable del area superficial de exposiciénytilzacion digestiva aloenzimatica de los
polisacéaridos estructurales, de tales sustratostaieg, no resulta en general incrementada
(Varga y Kolver, 1997). Otros investigadores, cofemnedy y Murphy (1988), sostuvieron
gue la reduccion del tamafio de particula de losjs afecta de manera variable su tasa de
digestién ruminal, lo cual puede depender de fastantrinsecos de cada tipo de recurso
lignoceluldsico. Por ejemplo, Varga y Kolver (19%9nsideraron que la tasa de digestion
ruminal de los componentes estructurales de la fillrgetal esta determinada, en gran
medida, por factores tales como la accesibilidatdi al sustrato y la naturaleza fisico-

qguimica del forraje. De ello, resulta aparente lpgeatributos asociados al material dietario
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imponen un limite superior a la expresion de la e digestion (Mertens y Ely, 1982). La
accesibilidad de las particulas dietarias de ferejlos microorganismos del rumen, y sus
enzimas hidroliticas, pareceria ser Optima si satisr@e la estructura tridimensional del tejido
vegetal (Czerkawski, 1986). Dicha estructura natiaclita la colonizacion del sustrato por
microrganismos para lo cual, previamente, debeymicgk la humectacion del mismo. Esto
da lugar a una propiedad del sustrato conocida amapacidad de humectacién, la que a su
vez depende de otras variables como grupos quirhidosfilicos de superficie y el tamafo
de particula (Allen y Mertens, 1988). En consecigndesde el punto de vista de la
colonizacion microbiana del sustrato, se produca demora en tal proceso que recibe el
nombre de “fase lag”.

De no haberse alterado la estructura tridimensioatlral del material foliar utilizado
como sustrato, en la forma en que fue preparadeuaerdo al protocolo del presente trabajo,
se puede especular que ello no habria conducido acurrencia de diferencias entre los
distintos tamafios de discos, en cuanto a la durateda fase lag. Sin embargo, una vez que
los microorganismos han completado su adhesidonsapéaticulas de sustrato, cabe la
posibilidad de que cambien las condiciones del enicho donde realizan su actividad
degradativa. En el caso particular de los discbarés usados como sustrato de incubacién
en este trabajo, su banda perimetral producid&lpdispositivo sacabocados, como elemento
de corte, se constituy6 en el principal micronidecatague microbiano, ya que tanto las caras
adaxial como abaxial de la hoja poseen cubierd®otdbicas de ceras y cutinas, las cuales
limitan su invasion por microorganismos ruminalkkef y Mertens, 1988). En tal sentido, si
eventualmente hubiera ocurrido que la intensidadainde la actividad microbiana fuese
mayor sobre la masa de sustrato con menor tamafjmadieula (D2) que, a su vez, se
asociara a un perimetro total de exposicion maadib, podria esperarse un microambiente
de la superficie de ataque que se diferencie detswondiente al sustrato preparado en las
dimensiones D5 y D8. Una explicacién posible parenenor tasa de digestion observada en
incubados de particulas D2, podria relacionarseucoprobable valor de pH mas bajo en el
microambiente circundante a las mismas (Chetrag., 1984). Ello tendria un efecto negativo
sobre la actividad de la microbiota fibroliticaeatis de estimular el reemplazo de cationes
(Na", K*, c&*, Mg®) por iones H en la particula de forraje, siendo esto Gltimo un
impedimento para la adhesién microbiana al sustetola cual intervienen €ay Mg**
como puentes (Roget al, 1990).

La digestion de una particula sélida de sustratdee®menoldégicamente, un proceso

localizado a nivel de su area superficial. Cuanéman sea el tamafio de la particula, su area
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superficial de exposicién se magnifica con rela@bwolumen de la misma, y se esperaria
gue su digestidén ocurra a una velocidad mayor,oemparacion con aquellas de tamafio mas
grande. Sin embargo, la tasa de digestion podrisen@roporcional al area superficial de la
particula, si ésta se aglutina con otras similanestros materiales soélidos de la digesta se
unen a ella (Lentle y Janssen, 2011). Duranteeleuejon del protocolo experimentalvitro,

de este trabajo, en los incubados que incluyeraticpas de sustrato del tamafio D2 se
observé, al momento de proceder a la agitaciorosldéubos, una tendencia a la agregacion
entre ellas. Ademas, el residuo de particulas peguee digesta aportadas por el fluido
ruminal filtrado, que fuera utilizado como fuen&idoculo en los incubados, también tendio
a aglutinarse con los discos foliares en el fonddod tubos. Como la agitacién de dichos
tubos no se realiz6 de manera continua, sino gtemegulares y discretos, podria caber la
posibilidad de algun efecto diferencial sobre katde digestion asociado a la aglutinacion de
las particulas del sustrato. En consideracion ldesteecto, los estudios que se realicen en esta
linea de trabajo, utilizando un protocolo experitaksimilar, en el futuro deberian recurrir a
un sistema automatizado de agitacion continuaslatubados.

Como registro de la evolucion del proceso degradatioenzimatico del sustrato, en
la Foto 7 se muestran imagenes de observacionasstipicas de discos de foliolos de
alfalfa que fueron sometidos a incubacién, por2y26 h, en la ejecucion de este trabajo
experimental. En la imagen 7(a), correspondientdaghmiento de 2 h de incubacion, se
evidencia que el borde de corte del disco folimsenté irregularidades, lo cual pudo haberse
constituido en una fuente de variacion, afectaridquedmetro expuesto de las particulas al
atague microbiano. Comparando las imagenes 7(@)y7{(c), se puede apreciar el grado de
avance de la degradacion del material vegetalestmolo en los espacios entre nervaduras,
evidenciando que estas Ultimas concentran lasctstas tisulares mas resistentes al ataque
microbiano. Dichas imagenes, mostrando la evoluerdfa degradacion ruminal del material
vegetal, representan un testimonio gréafico de ® \gan Soest (1975) ha postulado como la
“teoria del hotel”, la cual explica que el volumestructural de las particulas de digesta se
mantiene con el progreso de la digestion, aun cuasths hayan ido perdiendo masa con el

tiempo.
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Foto 7. Vistas microscopicas con lente 10X, de discfoliares de alfalfa después de

haberse incubado con fluido ruminal tamponado, podistintos tiempos de incubacion:
(@) 2 h; (b) 24 h; (c) 96 h.
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos no confirmaron la hipétgdanteada de que, a menores
tamafnos de particula de un sustrato constituido npaterial foliar, su tasa de digestion
ruminal resulta de mayor magnitud, como seria gerasse de acuerdo a la teoria del area
superficial de exposicién. Por el contrario, seeob§ que la tasa de digestién aloenzimatica
ruminal, de foliolos deMedicago sativaresultdo estadisticamente de menor valor para el
tamafo de particula mas pequefio, comparado conagbrnen el rango ensayado de
dimensiones. En funcion de los resultados del ptes&abajo, se plantea la necesidad de
avanzar en el conocimiento de fendmenos del angieminal relacionados con la interfaz

microorganismos-sustrato.

19



AGRADECIMIENTO

A nuestro director de tesis Dr. Horacio Pagella a8 consejos, ayuda, dedicacion y

predisposicion.

A los evaluadores Mg. Celia Rabotnikof, Dr. Nés&tritzler por sus correcciones,

comentarios y acertados aportes.

A los ayudantes de laboratorio Sergio Lardone ydtéalzer, por su colaboracién.

A la Ing. Agr. Maria Elena Fuentes y Mg. ValerialfBonte, por su asesoramiento en

temas de estadistica.

A la Ing. RRNN Natalia Sawczuk por su apoyo en dalizacién de trabajos de
laboratorio.

20



BIBLIOGRAFIA

Alamouti, A.A., Ghorbani, G.R., Alikhani, M., Rahmia H.R., Teimouri Yansari, A. and
K.H. Stidekum, K.H. (2009). Effects of lucerne paeisize and source of dietary
carbohydrates on in situ degradation and ruminables in sheepCzech Journal of
Animal Sciencé&4,277-285.

Allen M.S. and Mertens D.R. (1988). Evaluating dosists on fiber digestion by rumen
microbes.Journal of Nutrition118 261-270.

Alwash, A.H. and Thomas, P.C. (1974). Effect of $iee of hay particles on digestion in the
sheepJournal of the Science of Food and Agricult@ée 139-147.

AOAC [Association of Official Analytical Chemistg]L980). Official Methods of Analysis of
the Association of Official Analytical Chemistig? Edition [W. Horwits, Editor], p.
15. Washington, USA: AOAC Publishers.

Beardsley, D.W. (1964). Symposium on forage utii@a Nutritive value of forage as
affected by physical form. Part Il. Beef cattle astteep studieslournal of Animal
Science23, 239-245.

Berger, L.L., Fahey Jr., G.C., Bourquin, L.D andgémeyer, E.C. (1994). Modification of
forage quality after harvest. Forage Quality, Evaluation, and Utilizatipmpp. 922-
966 [G.C. Fahey Jr., M. Collins, D.R. Mertens ané&.LMoser, editors]. Madison,
Wisconsin, USA: American Society of Agronomy, Ci®pience Society of American
and Soil Science Society of America.

Bjorndal, K.A, Bolten, A.B. and Moore, J.E. (199D)jgestive fermentation in herbivores:
effect of food particle sizé2hysiological Zoologg3, 710-721.

Cheng, K.-J., Stewart, C.S., Dinsdale, D. and CtsieJ.W. (1984). Electron microscopy of
bacteria involved in the digestion of plant cell Ilwa Animal Feed Science and
Technologyl0, 93-120.

Chenost, M. and Kayouli, C. (199 Roughage Utilization in Warm ClimateSBAO Animal

Production and Health Paper 135. Rome, ltaly: Farodi Agriculture Organization of
the United Nations. 226 p.

Czerkawski, J.W. (1986)ntroduction to Rumen Studiedxford, UK: Pergamon Press.

Dehority, B.A. and Johnson, R.R. (1961). Effectpafticle size upon tha vitro cellulose
digestibility of forages by rumen bacterdamurnal of Dairy Sciencé4,2242-2249.

21



Di Rienzo J.A., Casanoves F., Balzarini M.G., Gdezd.., Tablada M., Robledo C.W.
(2011). InfoStat version 2011. Grupo InfoStat, FCWBniversidad Nacional de
Cordoba, Argentina. URL http://www.infostat.com.ar

Ehle, F.R., Murphy, M.R. and Clark, J.H. (198®) situ particle size reduction and the effect
of particle size on degradation of crude proteid dry matter in the rumen of dairy
steersJournal of Dairy Sciencé5,963-971.

Ellis, W.C., Matts, J.H., Hill, T.M and Murphy, M.R1994). Methodology for estimating
digestion and passage kinetics of forage. Horage Quality, Evaluation, and
Utilization, pp. 682-756 [G.C. Fahey Jr., M. Collins, D.R. kes and L.E. Moser,
editors]. Madison, Wisconsin, USA: American SociefyAgronomy, Crop Science
Society of America and Soil Science Society of Aicger

Emanuele, S.M. y Staples, C.R. (1988). Effect ohde particle size om situ digestion
kinetics.Journal of Dairy Sciencél, 1947-1954.

Fadlallaa, B., Kay, R.N.B and Goodall, E.D. (198ifects of particle size on digestion of
hay by sheeplournal of Agricultural Scienc&09,551-561

Ford, C.W. (1983). Effect of particle size and deification on the rate of digestion of
hemicellulose and cellulose by cellulase in matBesgola grass stemAustralian
Journal of Agricultural Researck4, 241-248.

Gerson, T., King, A.S.D., Kelly K. E. and Kelly W.1L988). Influence of particle size and
surface area ofn vitro rates of gas production, lipolysis of triacylglysk and
hydrogenation of linoleic acid by sheep rumen dgy@ Ruminococcus flavefaciens
Journal of Agricultural Science (Cambridgg)0,31-37.

Goering, H.K. and Van Soest, P.T. (197Bprage Fiber Analyses (Apparatus, Reagents,
Procedures and Some Application8gricultural Handbook 379. Washington, USA:
Agricultural Research Service.

Kennedy, P.M. (1990). Constraints of rumen dynanuocs lignocellulose digestion. In
Microbial and Plant Opportunities to Improve Ligredltilose Utilization by
Ruminantspp. 3-15 [D.E. Akin, L.G. Ljungdahl, J.R. Wilsamd P.J. Harris, editors].
New York, USA: Elsevier Science Publishing.

Kennedy, P.M. and Murphy, M.R. (1988). The Nutm@b Implications of Differential
Passage of Particles Through the Ruminant Alimgnfaact. Nutrition Research
Reviews1, 189-208.

Latham, M.J., Hobbs, D.G. and Harris, P.J. (192%)hesion of rumen bacteria to alkali-
treated plant stem#nnales de Recherches Vétérinait€s244-245.

22



Laredo, M.A and Minson; D.J. (1975). The effectpafleting on the voluntary intake and
digestibility of leaf and stem fractions of thremgsesBritish Journal of Nutrition33,
159-170.

Legay-Carmier, F. and Bauchart, D. (1989). Distiitou of bacteria in rumen contents of
dairy cows given a diet supplemented with soya-lmamBritish Journal of Nutrition
61, 725-740.

Le Liboux, S. and Peyraud, J.L. (1998). Effect ofafye particle size and intake level on
fermentation patterns and sites and extent of tagesn dairy cows fed mixed diets.
Animal Feed Science and Technol@@y131-150.

Lentle, R.G. and Janssen, P.W.M (20I0he Physical Processes of Digestiddew York,

USA: Springer Science-Business Media.
Mertens, D.R. and Ely, L.O. (1982). Relationshiprafe and extent of digestion to forage
utilization - A dynamic model evaluatiofournal of Animal Sciencg4, 895-905.

Moore, L.A. (1964). Symposium on forage utilizatiddutritive value of forage as affected by
physical form. Part I. general principles involwsdh ruminants and effect of feeding
pelleted or wafered forage to diary catlleurnal of Animal Scienc@3, 230-238.

@rskov E.R. and Mc Donald, 1. (1979). The estimatod protein degradability in the rumen
from incubation measurements weighted accordingate of passagelournal of
Agriculture Science (Cambridgép, 499-503.

Pagella J.H., Jouve V.V., Stritzler N.P. y Viglizéd~. (1996). Estimacion de la digestibilidad
in vitro de especies forrajeras utilizando parametros dgosicion quimicaRevista
Argentina de Produccion Animab, 25-34.

Pagella, J.H., Wiggenhauser, W., Rainhart, L., Rakof, C.M., Stritzler, N.P. y Fuentes,
M.E. (2012). Tasa de digestion de hoja?daicum virgatunde distintos tamarfos de
particula.Revista Argentina de Produccion Anind&, Suplemento 1, 152.

Poppi, D.P., Minson, D.J. and Ternouth, J.H. (19&t)dies of cattle and sheep eating leaf
and stem fractions of grasses. Il. Factors comtigplthe retention of feed in the
reticulo-rumenAustralian Journal of Agricultural Resear@2,109-121.

Rainhart, L. y Wiggenhauser, W. (2013). Evaluaadéria tasa de degradacion microbiana de
hojas dePanicum virgatumcon diferentes diametros de particula. TrabajalFie
Graduacion, Carrera de Ingenieria Agrondmica, Fadule Agronomia, Universidad
Nacional de La Pampa, Santa Rosa, La Pampa, Angeir p.

23



Rearte, D.H. (2011). Los forrajes en la alimentaaié rumiantes. ERroduccién Animal en
Pastoreq Segunda Edicién, pp. 13-29 [C.A. Cangiano y MB&izuela, Editores].
Ciudad Autonoma de Buenos Aires, Argentina: EdieoiNTA.

Robles, A.Y., Belyea, R.L., Martz, F.A. and WeibkF. (1980). Effect of particle size upon
digestible cell wall and rate af vitro digestion of alfalfa and orchardgrass forages.
Journal of Animabl, 783-790.

Roger, V., Fonty, G., Komisarczuk-Bony, S. and GpuPf. (1990). Effects of
Physicochemical Factors on the Adhesion to Celtuldgicel of the Ruminal Bacteria
Ruminococcus flavefaciens and Fibrobacter succimegsubsp. Succinogenégplied
and Environmental Microbiology6, 3081-3087.

Romero, F. (1992). Utilization of the situ digestion technique for forage characterization.
In: Ruminant Nutrition Research, Methodological Guide§ pp.121-129 [M.E. Ruiz
and S.E. Ruiz, editors]. Costa Rica, San José&:-heerican Institute for Cooperation
on Agriculture.

Sequeira, C.A. (1981). Effect of grinding on timevitro digestibility of forages. Master of
Science thesis, Cornell University, Ilthaca, New R/ @&SA.

Singhal K.K. and Grant, R. (1998). Effect of PdeiSize Reduction on Fibre Digestion
Kinetics of Wheat Strawndian Journal of Animal Nutritiod5, 1-5.

Stritzler, N.P., Rabotnikof, C.M., Ferri, C.M. y dddla, J.H. (2011). Los forrajes en la
alimentacion de rumiantes. Etroduccion Animal en Pastore&egunda Edicion, pp.
155-180 [C.A. Cangiano y M.A. Brizuela, Editore€§liudad Autbnoma de Buenos
Aires, Argentina: Ediciones INTA.

Thomson, D.J. and Beever, D.E. (1980). The efféatamservation and processing on the
digestion of forages by ruminants. Idigestive Physiology and Metabolism in
Ruminants pp. 291-308 [Y. Ruckebusch and P. Thivend, Esljtocancaster, UK:
MTP Press.

Tilley, J.M.A. and Terry, R.A. (1963). A two staggchnique for in vitro digestion of forage
crops.Journal of the British Grassland Socidt§, 104-111.

Uden, P. (1988). The efect of grinding and pellgtivay on digestibility, fermentation rate,
digesta passage and rumen and faecal particlenst®vs.Animal Feed Science and
Technologyl9, 145-157.

Ullyat, M.J., Dellow, D.W., Reid, C.S.W. and WaghprG.C. (1986). Contribution of
chewing during eating and rumination to the cleeearof digesta from the

ruminoreticulum. In Control of Digestion and Metébm in Ruminants, pp. 498-515

24



[L.P. Milligan, W.L. Grovum and A. Dobson, editorgnglewood Cliffs, New Jersey,
USA: Prentice-Hall.

Van Soest, P.J. 1975. Physico-chemical aspectsiboé fdigestion. InDigestion and
Metabolism in the Ruminanipp. 351-365 [ILW. McDonald and A.C.l. Warner,
editors]. Armidale, Australia: University of New gland Publishing Unit.

Van Soest, P. (1994Nutritional Ecology of the RumingnSecond Edition. Ithaca, New
York, USA: Cornell University Press.

Varga, G.A. and Kolver, E.S. (1997). Microbial aAdimal Limitations to Fiber Digestion
and Utilization.Journal of Nutrition127,819S-823S.

25



