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RESUMEN

Los ensilajes son generados por procesos fermentativos, es decirprocesos
microbioldgicos.El éxito de un buen ensilaje depende, principalmente, de una
cantidad suficiente de bacterias acido lacticas (BAL)(homofermentativas y
heterofermentativas) y el contenido de carbohidratos hidrosolubles presente en
los forrajes. La estructura de las comunidades bacterianas fue visualizada por
perfiles de PCR-SSCP amplificando los genes 16S rDNA extraidos
directamente de ensilajes de forrajes tropicales, y tefiidos con plata, En este
estudio se encontraron6 bacterias conocidas como referencia (Rhizobuim
trifolii, Flavobacterium johnsoniae, Burkholderia glumae, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus plantarum y Agrobacterium tumefaciens) y 11 desconocidas.
Basados en los resultados de identificacion de grupo de andlisis,estos perfiles
mostraron una similaridad de 54.1% entre las mezclas y las edades de corte,
estos perfiles revelaron 3 grupos que se encuentran influenciados por las
especies: Ipomoea, Canavalia yVigna(l, Il y 1l respectivamente)

La mayor digestibilidad in vitro de los ensilajes fue para Ipomoea, teniendo en
cuenta que la batata (Ipomoea batata) posee menos lignina, la mayor
digestibilidad la present6 la asociacion Vigna-lpomoea, (grupo 1) seguidapor,
Canavalia-lpomoea, confirmando que las leguminosas poseen mayor cantidad

de lignina que los forrajes.

Palabras Claves: bacterias &acido lacticas, PCR-SSCP, ensilaje,Vigna

unguiculata, Canavalia brasiliensis, I[pomoea batata



ABSTRACT

The silages are generated by fermentation processes, which are microbiological
processes. The success of a good ensilage mainly depends on a sufficient
amount of lactic acid bacteria (LAB) and the content of soluble carbohydrates
present in the feed; the LAB may be divided into homofermentative and
heterofermentative. In this study 6 known bacteria were found(Rhizobuim trifolii,
Flavobacterium johnsoniae, Burkholderia glumae, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus plantarum y Agrobacterium tumefaciens) and 11 unknown.

Based on the results of clusteranalysis identification of these profiles, they
showed a similarity of 54.1% between cutting ages and mixes, these profiles
revealed three clusters that are influenced by the species: Ipomoea, Canavalia
and Vigna (I, Il and Ill, respectively)

The higher in vitro digestibility of the silage was forlpomoea, due to the fact that
the sweet potato (Ipomoea batata) has alower lignin content, the higher
digestibility was presented by the Vigna-lpomoea association (cluster 1) followed
by, Canavalia-lpomoea, confirming that legumes have a higher amount of lignin
than forages (Van Soest, 1964).

Keywords: Lactic acid bacteria, PCR-SSCP, silage, Vignaunguiculata,
Canavaliabrasiliensis, I[pomoea batata
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INTRODUCCION

En los tropicos todavia es escaso alimentar rumiantescon forrajes ensilados,
pero aun mas inusual usarlo en raciones de animales
monogastricos.Frecuentemente la alimentacion de cerdos se basa en
concentrados, que pueden poseer materias primas de alto costo, generando un
incremento en los precios de la carne(Acosta , E. S; Ribera, R.; Botero , R.;
Taylor, R.;, 2005)(ACP, 2009). En la actualidad hay gran interés, por parte de
los medianos y pequefios productores porcicolas, en incluir alternativas en sus
raciones, con el propdsito de mitigar uno de los principales problemas en éstas
producciones pecuarias, como son, los altos costos en la produccion que
alcanzan el 74.74 % del costo total (ACP, 2011),y a su vez obtener un
incremento en su comportamiento productivo y reproductivo(Dung, et al., 2002).
Lo anterior dificulta la adquisicion de ingredientes a precios favorables por parte
de personas de escasos recursos, lo que hace que dicha actividad no tenga la

rentabilidad esperada.

Es por esto,que se justifica la basqueda de alternativas de alimentacién mas
econdémicas y rentables que sustituyan parcialmente, el uso de concentrados
comerciales y/o la utilizacion de materias primas. Lo especial es que la
busqueda ha tenido como mision dejar el uso por parte del propio animal como
respuesta final para decidir el empleo o no de un nuevo alimento, ademas de

usar las condiciones de estudio in vitro con preferencia respecto a otras in situ.

Una alternativa nutricional seria la utilizacion de forrajes, que se pueden
fermentarcomo  ensilajes.El  procesodisminuyefactores  anti-nutricionales
presentes en algunas leguminosas y permite conservar los forrajespara
aguellos periodos del afio en donde son escasos(Nguyen Nhut, et al., 2002)ya

que los ensilajes son productos fermentativos de un proceso



microbiolégico.Para mejorar la calidad de los alimentos y minimizar el deterioro
de los mismos, la caracterizacién de microorganismos epifiticos involucrados es

atil.

El objetivo de este proyecto es caracterizar las comunidades bacterianas
presentes en los ensilajes de forrajes tropicales (Vigna unguiculata, Canavalia
brasiliensis) y batata (Ipomoea batata), mediante técnicas molecularesPCR-
single strand conformation polymorphism (SSCP) vy relacionar los
microorganismos presentescon la calidad y el valor nutritivo utilizando la

técnica de digestibilidad enzimatica in vitro.



OBJETIVOS

General:

Caracterizar las comunidades microbianas presentes en los ensilajes
yevaluarsu relacion con el valor nutritivo utilizando la técnica de digestibilidad

enzimatica in vitro en el cerdo.

Especificos:

Caracterizacibnmolecularde las comunidades bacterianas presentes en los

materiales ensilados empleando la técnica molecular PCR-SSCP.

Mediante la técnica de digestibilidad in vitro, evaluarel valor nutricional de los
ensilajes de forrajes tropicales(Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis) y el

tubérculo batata (Ipomoea batata)y sus mezclas.



1. MARCO TEORICO.

1.1. La Porcicultura En Colombia.

Actualmente la porcicultura colombiana enfrenta grandes limitaciones; el sector
presenta un aumento en los costos de produccion por aumento en los precios
de alimentos balanceados y en los fletes para trayectos alternos a los
afectados, debido a las pérdidas ocasionadas por el fendmeno climatico
presente en los ultimos afios(Ministerio de Agricultura, 2012).

Estos elevados costos de produccion, son explicados en gran medida por la
altaparticipacion del costo del alimento el cual representa el 74,09% del
costode produccion ciclo completo(ACP, 2011).Esteesta
directamenterelacionado con el acceso a materias primas como el maiz y la
soya que presentangraves problemas de abastecimiento interno ademas de
sus altos precios(ACP, 2009).

Lasimportaciones de maiz amarillo con destino a la industria productora de
alimentosbalanceados para animales es del 75%. Y en promedio el 65.5% de
este maiz es consumido por laindustria porcicolas(FENALCE, 2011), (ACP,
2011).

Una de las caracteristicas principales del sector porcicolas es la busqueda de
fuentes de alimentos disponibles y econdmicos que logren generar mayor
rentabilidad a los productores. Lo especial es que la busqueda ha tenido como
mision dejar el uso del propio animal como respuesta final para decidir el
empleo o no de un nuevo alimento, y usar las condiciones de estudio in vitro

con preferencia con respecto a otras in situ.



1.2. Uso De Ensilajes De Forrajes Para Alimentar

Animales No-Rumiantes.

Segun(Ravindran, et al., 1987), (Ravindran & Brair, 1992), (Phuc & Lindberg,
2000, p. 4),(Nguyen Nhut, et al., 2002) los forrajes y subproductos agricolas,
pueden ser potencialmente utilizados en la alimentacion de cerdos, con el fin

de obtener producciones econdmicamente mas rentables.

La composicion quimica y la estructura de la fibra vegetal varian con la fuente
de fibra (Van Soest, 1978),(Nguyen Nhut, et al., 2002). En cerdos en
crecimiento, las fuentes de fibra con paredes celulares lignificadas son mas
resistentes a la actividad microbiana, y mas eficaces en el aumento del
volumen fecal y la reduccion del tiempo de transito de la digesta(Sandoval, et
al., 1987).

Segun (Ehle, et al., 1982) La capacidad del cerdo para digerir y utilizar la fibra
se ve afectada por la fuente de la fibra y el contenido de lignina. El grado de
digestibilidad de la fibra depende sobre todo del origen de la fibra y en menor
medida de la cantidad de fibra en la dieta. La hemicelulosa es a menudo mas
facil de digerir en animales no rumiantes que la celulosa debido al efecto de
hidrolisis de acido en hemicelulosa y a la estructura quimica intrinseca de la
celulosa(Ehle, et al., 1982).

Los cerdos aprovechan parte de los forrajes, gracias al intestino grueso
desarrollado; éste ultimo alberga una abundante microflora que fermenta las
fibras de los forrajes y transforma los carbohidratos en acidos grasos volatiles

que son utilizados como fuente energética por el cerdo(Ehle, et al., 1982).

En todo el mundo ha sido usual alimentar los rumiantes con forrajes ensilados,

pero rara vez se han empleado en raciones para animales monogastricos como



los cerdos (Machin, D., H., 1999),(Heinritz, S. N.; Hoedtke, S.; Martens, S. D.;
Peters , M.; Zeyner, A., 2012).

Esta demostrado que incluir forrajes, entre ellos ensilajes, en raciones de
cerdas prefiadas mejora su comportamiento reproductivo al mejorar el
bienestar del animal (Machin, D., H., 1999). Esto explica porque estas cerdas
sufren estrés al recibir raciones muy reducidas de alimento concentrado (aprox.
2,2 kg) cuando su apetito real requeriria una racion de aprox. 5,4 kg. El objetivo
es saciar el apetito del animal sin permitirle que su condicién corporal aumente
en demasia, puesto que dicha condicibn se asocia a problemas
reproductivos.Los forrajes ensilados serian alimentos ideales bajo estas
circunstancias, ya que las cerdas digeririan en el intestino delgado todos los
componentes que pueden ser degradados enzimaticamente, y luego, por
fermentacién que ocurre en el intestino grueso, digerir la porcion fibrosa y
absorber los productos restantes.Lo que permite saciar el apetito, reducir la
privacion y mantener un peso adecuado, con lo que se mejora el
comportamiento reproductivo, se prolonga la vida reproductiva y se baja el
costo de la alimentacion(Machin, D., H., 1999)

El uso de forrajes ensilados puede ser de gran beneficio para el pequefio
productor para alimentar sus cerdas prefiadas y sus cerdos en crecimiento y
en finalizacion(Sarria , P.; Montoya, C.; Yusti, L. M.; Orejuela, I.; Guevara, M.;
Cruz, A. C.; Arredondo , J.; Londofio, A.; Peters, M., 2010),(Carvajal,
2010),(Heinritz, S. N.; Hoedtke, S.; Martens, S. D.; Peters , M.; Zeyner, A.,
2012),(Ortega, Einar Artiles ; Hoek, Rein Van Der; Orozco, Raciel Lima ;
Rodriguez, Carlos ; Hoedtke, Sandra ; Sarria, Patricia ; Martens, Siriwan,
2012). Este sistema no se puede recomendar para cerdas lactantes por el
requerimiento de alta concentracion nutritiva que impone la produccion de
leche(Machin, D., H., 1999).



1.3. Ensilaje.

El ensilaje es una técnica de preservacion de forraje que se logra por medio de
una fermentacion lactica espontanea bajo condiciones anaerObicas. Las
bacterias epifiticas de acido lactico (BAL) fermentan los carbohidratos
hidrosolubles (CHS) del forraje produciendo acido lactico y en menor cantidad,
acido aceético. Al generarse estos acidos, el pH del material ensilado baja a un
nivel que inhibe la presencia de microorganismos que inducen a la

putrefaccion(Elferink, et al., 1999).

El éxito del proceso fermentativo que ocurre en los ensilajes depende,
principalmente, de una cantidad suficiente de BAL eficientes y de una
concentracion adecuada de carbohidratos solubles en el forraje que genera el
acido lactico. De esta manera, el pH baja rapidamente y se mantiene bajo,
preservando mejor elensilaje (Jaster, 1995), (Tobia & Vargas, 2000),(Tobia, et
al., 2003).

En los ensilajes el porcentaje de fibra y el grado de lignificacion de los mismos

dependera de la fecha de corte(Gorosito, 1997).

Segun,(McDonald, et al., 1991)(McDonald & Henderson, 1962 )(Bolsen & Brent,
2007) las leguminosas estan consideradas inapropiadas para el ensilaje debido a
tres factores principales: Son altamente tamponantes, tienen bajo contenido de
carbohidratos hidrosolubles y de MS, debido a los elevados contenidos de
proteina, por esta razon, es necesario afiadirle una fuente de carbohidratos
solubles, con la finalidad que las BAL aceleren el proceso fermentativo,
incrementandose, asi la produccion de acidos grasos volatiles (principalmente
acido lactico y, en menor grado, acido acético); lo que le confiere un olor
agradable alproducto ensilado. Esto se puede observar en las mezclas con

I[pomoea



1.4. Bioquimica de los Ensilajes.

Los procesos de ensilaje se pueden dividir en cuatro fases:

Fase 1. Aerdbica . En esta fase que dura sélo pocas horas, el oxigeno
atmosférico presente en la masa vegetal disminuye rapidamente debido a la
respiracion de los materiales vegetales y a los microorganismos aerébicos y
aerodbicos facultativos como las levaduras y las enterobacterias. Ademéas hay
una actividad importante de varias enzimas vegetales, como las proteasas y las
carbohidrasas, siempre que el pH se mantenga en el rango normal para el jugo
del forraje fresco (6,0-6,5)(Elferink, et al., 1999)(Tobia & Vargas, 2000).

Fase 2. Fermentativa . Esta fase comienza al producirse un ambiente
anaerobico. Dura de varios dias hasta varias semanas, dependiendo de las
caracteristicas del material ensilado y de las condiciones en el momento del
ensilaje. Si la fermentacion se desarrolla con éxito, la actividad BAL proliferara
y se convertira en la poblacién predominante. A causa de la produccion de
acido lactico y otros acidos, el pH bajara a valores entre 3,8 a 5,0(Elferink, et
al., 1999)(Tobia & Vargas, 2000).

Fase 3. Estable . Mientras se mantenga el ambiente sin aire, ocurren
pocos cambios. La mayoria de los microorganismos de la Fase 2 lentamente
reducen su presencia. Algunos microorganismos acidofilos sobreviven este
periodo en estado inactivo; otros, como clostridios y bacilos, sobreviven como
esporas (Tobia & Vargas, 2000). Sé6lo algunas proteasas y carbohidrasas, y
microorganismos especializados, como Lactobacillus buchnerique toleran

ambientes acidos, continian activos pero a menor ritmo (Elferink, et al., 1999).

Fase 4. Deterioro Aerbbico. Esta fase comienza con la apertura del silo y
la exposicion del ensilaje al aire. Esto es inevitable cuando se requiere extraer

y distribuir el ensilaje. El periodo de deterioro puede dividirse en dos etapas:



1. Degradacién de los acidos organicos que conservan el ensilaje, por accién
de levaduras que asimilan acido lactico y ocasionalmente por bacterias que
producen acido acético como el Acetobacter que transforma el alcohol en

presencia de poco oxigenoen acido acético.
C,HsOH + 0, — Acetobacter acetic = CH;COOH + H,0

Esto induce un aumento en el valor del pH, lo que permite el inicio de la

segunda etapa

2. Deterioro, en ella se constata un aumento de la temperatura y la actividad
de microorganismos que deterioran el ensilaje, como algunos bacilos. La
Gltima etapa también incluye la actividad de otros microorganismos
aerdbicos facultativos (mohos y enterobacterias). El deterioro aerdbico
ocurre en casi todos los ensilajes al ser abiertos y expuestos al
aire(Wilkinson & Davies, 2012).

1.5. Interés agronomico de las especies en estudio.

1.5.1.Vigna unguiculata.

Familia: Fabaceae (alt. Leguminosae)
Subfamilia: Faboideae
Tribu: Phaseoleae

Subtribu: Phaseolinae . También se coloca en: Papilionaceae.

Nombres comunes:
Frijol, caupi, guisante surefio, presa de tua, kunde, caupi, blackeye guisante,
alacin, pericillo, caritas, cabecita negra, macassar frijol, frijol de cuerda, frijol

(Venezuela), Augenbohne o Kuhbohne (Alemania).



Distribucién:

Originaria de: Africa Occidental, donde la mayor diversidad genética y las formas
mas primitivas de la naturaleza V. unguiculata, pueden ocurrir fue probablemente
el centro primario de domesticacion.

Hoy en dia, se cultiva en los tropicos y subtrépicos entre 35° Ny 30° S, a través de
Asia y Oceania, Oriente Medio, el sur de Europa, Africa, el sur de EE.UU.,

Ameérica Central y América del Sur.

Usos / aplicaciones:

Caupi es una de las leguminosas mas utilizadas en el mundo tropical. El grano se
utiliza ampliamente para la nutricion humana.

La especie tiene un alto potencial como abono verde.

Caupi tiene el potencial de hacer un excelente heno

Valor nutricional:

Valores de proteina bruta del 24.6 y 24.8%, valores bajos de extracto etéreo del
1.1 y 1.4%, de cenizas del 4.6 y 4.5%, y de fibra detergente acida del 6.5% y
7.4%, respectivamente(Castro, 2013)(Peters, M; Franco, L. H.; Schmdit, A. e
Hincapie, B, 2011.)

Requerimientos de suelo:

Adaptado a una amplia gama de suelos de arenas a las arcillas pesadas y bien
drenados, con preferencia por los suelos mas ligeros que permiten un buen
enraizamiento. Amplia gama de pH como muy &cida (pH 4), suelos de baja
fertilidad. Mejor adaptado a los suelos fuertemente acidos. Crece bien también en
suelos muy alcalinos textura pesada. No tolera la inundacion prolongada o

salinidad.
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Temperatura:
Muy sensible a las heladas, crece bien solo en estaciones célidas con 25-35 °C
como optima temperatura. Crece desde el nivel del mar hasta los 1.500 msnm,

dependiendo de la latitud.

Toxicidad:

Para animales monogastricos, inhibidores de la tripsina y algo de contenido de
taninos deben tenerse en cuenta. Un méaximo del 20-25% en la dieta, sin
tratamiento, no parece causar problemas. El tratamiento térmico reduce

inhibidores de la tripsina.

El potencial de produccién:

La Materia Seca

Vegetativo produccion de MS 3-10 t / ha en 8-12 semanas, la produccién de
cereales 250-4,000 kg / ha.

Fortalezas:

Leguminosa multi-propésito proporcionando hoja, grano y forraje.
Mejora la fertilidad del suelo.

Facilidad de establecimiento.

Muy alto valor nutritivo y de alta palatabilidad.

Tolerante a la sequia

Altos rendimientos en un corto periodo de tiempo.

Alta produccién de semilla.

Limitaciones:

Plagas y enfermedades susceptibilidad de acogida para las plagas de Phaseolus
frijol.(Cook, B.G., Pengelly, B.C., Brown, S.D., Donnelly, J.L., Eagles, D.A., Franco,
M.A., Hanson, J., Mullen, B.F., Partridge, 1.J., Peters, M. and Schultze-Kraft, R.,
2005)
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1.5.2.Canavalia brasiliensis.

Familia: Fabaceae (alt. Leguminosae)
Subfamilia: Faboideae
Tribu: Phaseoleae

Subtribu: Diocleinae. También se coloca en: Papilionaceae.

Distribucion:

Originaria de: Una especie del Nuevo Mundo con una amplia distribucion natural,
gue se extiende desde el norte del Tropico de Cancer, en Sinaloa, México a 27 °S
en el noreste de Argentina. Hay tres principales centros de distribucion en (a)
Ameérica Central, México y el Caribe, (b) Paraguay, noreste de Argentina y sur de

Brasil, y (c) el noreste de Brasil.

Usos / aplicaciones:
Principalmente como abono verde y control de la erosion. En las regiones mas
pobres del noreste de Brasil, las semillas se utilizan como alimento en épocas de

baja disponibilidad de alimentos.

Requerimientos de suelo:
Crece bien en una amplia gama de suelos, desde muy acido (pH 4,3) a alcalino

(pH 8.0) y esta adaptado para condiciones de baja fertilidad.

Valor nutritivo:

Hay poca informacién sobre la calidad del forraje de C. brasiliensis y no hay
ensayos de alimentaciéon. De acuerdo con un estudio, la biomasa contiene 44,5%
de C; 3,71% de N; 33,5% del ADF; 44,1% NDF; 10,6% de hemicelulosa; 6,52% de
lignina; 8,42% de polifenoles; la digestibilidad in vitro de la Materia Seca es de
69,6%. Relacion C / N es de 12-16.
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Las semillas contienen proteina crudade 31,9 a 41,6%, el 52,3% de carbohidratos,
fibra cruda 12.3%, 2.8% de cenizas y el 1,2% de aceite.
C. brasiliensis tiene un alto contenido de lisina y podria ser utilizado como un

componente en los concentrados para aves de corral y cerdos.

Toxicidad :

Alrededor del 35% de nitrogeno total es nitrdgeno no proteico, con el canavanin
aminoacido toxico que contribuye la mayor parte. La concentracion de la
canavanin en la semilla es de aproximadamente 5% de MS. El mecanismo de su
efecto anti-nutricionales ain no esta claro, sin embargo, se supone que canavanin
actia como un anti-metabolito de arginina. Otros componentes antinutritivos
incluyen los inhibidores de la tripsina, concanavalina Br, canavanin y canatoxin. La

lectina concanavalina Br forma aproximadamente el 20% de la proteina total.

El potencial de produccién:

Materia Secab a 10 t/ ha / afo.

Fortalezas:

Tolerante a sequia

La adaptacion a una amplia gama de suelos, incluyendo suelos acidos de baja
fertilidad.

Alto potencial como abono verde y conservacion de suelos.

Limitaciones:

Compuestos antinutricionales y toxicos(Cook, B.G., Pengelly, B.C., Brown, S.D.,
Donnelly, J.L., Eagles, D.A., Franco, M.A., Hanson, J., Mullen, B.F., Partridge, 1.J.,
Peters, M. and Schultze-Kraft, R., 2005)
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1.5.3.lpomoea batata.

Especies
Ipomoea batatas (L.) Lam. [Convolvulaceae]

Nombres comunes : batata.Camote o papa dulce.

Usos / aplicaciones:

Papa dulce (Ipomoea batatas)se cultiva para la alimentacion en mas de 100
paises.se utilizan como vegetal y pueden ser hervidos, al horno, frito (para hacer
patatas fritas), se seca y se muele en harina para hacer galletas, pan y otros
productos de pasteleria. Pueden ser cocidos y congelados. Tapas de hoja también
se comen como verdura

Alimentacion de cerdos y ganado

Los tubérculos pueden ser fermentados y producen alcohol.

El potencial de produccién:
Los rendimientos promedio de los tuberculos son 5t / ha en Africa, 10 t / ha en

América del Sury 16 t/ ha en Asia.

Distribucion:

Se cree que el centro de origen de la papa dulce se encuentra entre la peninsula
de Yucatan de México y la desembocadura del rio Orinoco, en Venezuela. Batatas
tan antiguas como 8000 afios se han encontrado en Perd. A continuacion, se ha
extendido hacia el Caribe y la Polinesia. En la actualidad se cultiva entre los 40 °N

y 32 °S, hasta 2000 m (y hasta 2800 m en las regio nes ecuatoriales.
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Requerimientos de suelo:

El camote crece en suelos francos bien drenados, con alto contenido de humus
que proporciona un entorno calido y humedo, a las raices. El pH 6ptimo del suelo
esentre5y7

El camote es medianamente tolerante a la sequia y pueden sobrevivir periodos de

sequia.

Valor nutritivo:

Tubérculos de patata dulce son principalmente una fuente de energia debido a su
alto contenido en hidratos de carbono, que representa el 80-90% del peso seco.
Estos hidratos de carbono constan de almidon, azlcares y pequefias cantidades
de pectinas, hemicelulosa y celulosa.

El almiddn es el carbohidrato principal (aproximadamente el 75% de MS) y es muy
resistente a la hidrélisis por amilasa. Cocinar aumenta la fraccion de almidén
facilmente hidrolizable de la patata dulce del 4% al 55%. El contenido de azucar
puede ser muy variable, por lo general entre el 1 y el 12% de MS, El contenido de
materia seca de los tubérculos frescos es aproximadamente el 30% y hasta 45%
Los tubérculos son una fuente pobre de proteina, ya que contienen
aproximadamente 4% de MS de proteina cruda - menos de la mitad del grano de
maiz - y son bajos en lisina y aminoacidos azufrados Tienen un bajo contenido de
fibra (7% DM de NDF), grasas y cenizas.

Toxicidad:

Factores antinutricionales

Tubérculos de patata dulce contienen niveles medios de inhibidores de tripsina
Que son suficientes para disminuir la digestibilidad de la proteina en las dietas

Las raices pueden contener ipomoein, que tiene propiedades laxantes.(Heuzé, et
al., 2012).
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1.6. Microflora Epifitica (existe sobre la planta)

Existen cuatro grupos de microorganismos importantes en las reacciones de
fermentacién del ensilaje
* Bacterias productoras de acido lactico (Leuconostoc, Streptococus,
Lactobacilus y Pediococus)(Pang, H.; Zhang, M.; Qin, G.; Tan, Z; Li, Z;
Wang, Y.; Cai, Y., 2011).
» Bacterias formadoras de endosporas (Clostridium y Bacillus)
* Bacterias coliformes (Aerobacter, Enterobacter y Echericha)
e Hongos, levaduras (Torulopsis y Micoderma) y  hongos
filamentosos(Absidia, Aspergillus, Fusarium, Penicillum y Trichoderma)
* Ocasionalmente se encuentran bacterias formadoras de 4&cido

propionico (Veilonella y Listeria).

La microflora encontrada en los ensilajes es muy diferente a la encontrada en
el pasto fresco.Factores como madurez de la planta, condiciones climaticas y
tecnologia de cosecha afectan esta microflora, debido a sus efectos en la
composicion de la planta y la disponibilidad de nutrimentos(Elferink, et al.,
1999).

1.7. Bacterias Productoras de Acido LActico.

(Lyhs, 2002). Divide las BAL en tres grupos de acuerdo con sus caracteristicas
fermentativas: las homofermentativas estrictas, heterofermentativas estrictas, y
las heterofermentativas facultativas.

Las BAL homofermentativas estrictas degradan las hexosas exclusivamente a
acido lactico y no fermentan las pentosas o el gluconato. Relnen especies

como: Pediococcus damnosus, Lactobacillus ruminis.

(1 glucosa (o fructosa) = 2 acido lactico
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Los heterofermentativos estrictos degradan las hexosas a acido lactico, acido
acético, etanol y CO,, y las pentosas a acido lactico y acido acético.
IncluyenLactobacillus plantarum, L. pentosus, Pediococcus acidilactici, P.

pentosauceus, Enterococcus faecium

(2)glucosa = acido lactico + etanol + CO2

Los facultativos heterofermentativas fermentan las hexosas a acido lactico y
puede producir CO2 a partir del gluconato pero no de la glucosa. Ellos también
fermentan las pentosas para producir acido lactico y acéticoincluyen miembros
del genero Leuconostoc y algunos Lactobacillus como L. brevis, y L.
buchneri(Cussen, Robert; Neira, Lya, 1998),(Elferink, et al., 1999).

(3)3 fructosa = 2 manitol + acido lactico + acido acético + CO2

Con el ensilaje hasta hoy se asocian cuatro géneros principales de bacterias
formadoras de acido lactico: Lactobacillus, Streptococcus, Leuconostoc y
Pediococcus(Pang, H.; Zhang, M.; Qin, G.; Tan, Z; Li, Z, Wang, Y.; Cai, Y.,
2011).

Los miembros de los géneros Lactobacillus, Leuconostoc y Pediococcus son
poco patogénicos, mientras que algunos miembros del género Streptococcus
pueden causar serias enfermedades en el hombre y en los animales.

La presencia de los diferentes géneros de bacterias productoras de acido
lactico y su poblacién total depende de la maduracion del ensilaje; el
Lactobacillus tiende a ser el género dominante cuando el ensilaje
madura(Chaverra & Bernal, 2000). Algunos estudios han podido comprobar
qgue bacterias de este género,ricas en contenidos de Guanina — Citocina (G-C)

(34-54%) (Ehrmann & Vogel, 2005).son beneficiosas para la salud
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animal,tienen accion probibtica, antimicrobiana y de

biopreservacién(Samaniego & Sosa del Castillo, 1998)

La inhibicion de la proliferacion de bacterias indeseables se asocia con la tasa
de produccion de &cido lactico durante el ensilaje, lo que depende de la
poblacién inicial de bacterias del acido lactico homofermentativas,
disponibilidad de sustrato en el ensilaje y la capacidad buffer del
forraje(Elferink, et al., 1999).

1.8. Indicadores de la calidad de los ensilajes.

Tradicionalmente se han utilizado una serie de indicadores fisico quimicos para
medir la calidad de los alimentos ensilados. Dentro de estos indicadores se
encuentranPorcentaje  de Materia Seca (%MS), pH, cantidad de
acidosorganicos (aceético, lactico y butirico), pérdidas de material ensilado (por
putrefaccion entre otros), cantidad de nitrégeno amoniacal que se produce
como indicador de protedlisis e indicadores organolépticos (color, olor, textura 'y
grado de humedad).

1.8.1.Caracteristicas nutricionales.

1.8.1.1. Materia seca(MS).

La materia seca es importante como controladora de la calidad del proceso
fermentativo. Indica que cuando el contenido de MS en el material a ensilar
sobrepasa el 25%, se reduce el nivel de efluentes y las pérdidas de

carbohidratos por esta via; ademas disminuye las pérdidas por respiracion,
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permite un predominio de las bacterias acido-lacticas y un pH adecuado. Su
valor 6ptimo para la conservaciénsesitiaentre 30 y 35%(Vallejo, 1995).
También es importante porque los demas componentes estan expresados sobre

materia seca.

1.8.1.2. Compuesto Nitrogenado.

Estos inciden sobre la calidad fermentativa y sobre el valor nutritivo. En el forraje
fresco, entre el 75 y 90% del nitrégeno total se encuentra como proteina, mientras
que el resto esta en forma no proteica, sin embargo, durante la conservacion esta
proporcidon cambia considerablemente. En un ensilaje mal conservado, 75% o mas
del nitrogeno puede solubilizarse, principalmente en forma de amoniaco, ademas
de la perdida que representa en el valor nutritivo de la proteina, estos cambios se
oponen a la disminucién del pH, dificultando la estabilidad del ensilaje, cuando un
forraje tiene menos del 7% de proteina en base seca, el consumo y la
digestibilidad de los nutrientes se ven afectados por la falta de

nitrégeno.(MacDonald, et al., 1968)

1.8.1.3. Cenizas Totales.

Estas son controladoras del proceso de cosecha, en casi todos los forrajes esta
fraccion es inferior al 10%. Si supera este valor, hay fuertes sospechas de
contaminacion con tierra

Se denominanCenizas totales a la materia inorganica o contenido mineral que
forma parte de los alimentos. Las cenizas permanecen como residuo luego de la

calcinacion de la materia organica(AOAC, 1990)
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1.8.1.4. Fibra Detergente Acida(FDA) yFibra Deterge nte
Neutra (FDN).

La fibra se encuentra formada por 3 fracciones principales: celulosa, hemicelulosa
y lignina, en cantidades muy variables, que dependen principalmente del tipo de
forraje y la edad.

La fibra tiene diferente valor nutritivo para los rumiantes que para los no rumiantes,
dado que la celulosa y hemicelulosa presentes, por lo general son bien digeridas
gracias a la flora ruminal,mientras que en los animales no rumiantes son
practicamente no digeribles. Existen métodos para determinar el nivel de fibra en
el alimento, lo que permite su inclusion en la dieta para cerdos. Se utilizanfibra
detergente &cida(FDA) y fibra detergente neutra (FDN) como indicadores de
calidad, dada su correlacion con la digestibilidad de la muestra, su valor energético
y el consumo voluntario del alimento.

La FDN es la fraccion del forraje que corresponde a las paredes celulares y, esta
asociada, negativamente con laingestion de materia seca. El porcentaje de FDN
se incrementa con el estadode madurez de los forrajes. El residuo que se recoge
tedricamente es la cantidad de celulosa, hemicelulosa y lignina que contienen las
paredes celulares del forraje.

La FDA, como su nombre indica, nos determina el contenido de celulosa y lignina
no solubles de la muestra analizada. En teoria, y, por diferencia con la FDN, nos
aporta informacion sobre la parte de hemicelulosa y celulosa no lignificadas y, por
tanto, que pueden ser degradadas por los microorganismos. En general, entre
mayor contenido celular y menor porcentaje de FDN, la muestra tiene mayor
digestibilidad (Caravaca, F. P:; Castel, J. M.; Guzman, J. L.; Delgado, M.; Mena,
Y.; Alcalde, M. J.; Gonzalez, P., 2003).
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1.8.2.Caracteristicas fermentativas.

1.8.2.1. Indicadores organolépticos.

Esta es una evaluacién basada en la apreciacion subjetiva de la calidad de un
ensilaje a través de los sentidos. Los parametros a considerar son: olor, color,
textura y grado de humedad. La exactitud de este método esta sujeta a la
experiencia del evaluador(DLG, 1997)(Tobia & Vargas, 2000).

1.8.2.2. Nitrogeno Amoniacal como porcentaje del
Nitrégeno Total (NH3-NT).

Es un indicador de la calidad de preservacion del material. El nivel de N-NH3 se
relaciona inversamente con la concentracion de carbohidratos solubles de la
planta original. Es decir, las leguminosas forrajeras y las gramineas en estados
tempranos de desarrollo y con bajos contenidos de azulcares y alto contenido de
proteina producen, al ensilarse, una cantidad de acido insuficiente para evitar el
desarrollo de clostridios responsables de fermentaciones secundarias que
transforman el acido lactico en butirico y degradan proteinas y aminoacidos

especialmente bajo condiciones de pH alto aumentando el nivel de N-NH3.

Para poder evaluarlo se hacer necesario expresar el nitrdgeno amoniacal como
porcentaje del nitrégeno total del ensilaje, para dar una aproximacion de la

proporcion de las proteinas que han sido desdobladas.

El valor 6ptimo de NH3-NT que requiere un ensilaje agradable y catalogado
con muy buenas caracteristicas es una concentracion menor a 7% (Ojeda, et
al., 1991),(Vvallejo, 1995).
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1.8.2.3. Acidos Organicos.

1.8.2.3.1. Acido LActico.

Dentro de los acidos organicos formados durante la fermentacion, el acido
lactico es el mas importante, por la alta acidez que induce en el medio, ademas
por ser el resultado del metabolismo de las bacterias méas eficientes y
adaptadas entre todas las presentes en los ensilajes, o que permite cumplir
una accion bactericida, conservando mejor el ensilaje(Ojeda, et al., 1991). Para
obtener una adecuada fermentacién lactica se necesita la presencia de tres
elementos: un medio ambiente anaerdbico, un sustrato adecuado para las
bacterias acido lacticas y una suficiente cantidad de bacterias de este
tipo(Muck, 1988)(Vallejo, 1995)

El valor de &cido lactico que requiere un ensilaje agradable y catalogado como

deexcelentes caracteristicas es por encima del 5.0%(Betancourt, et al., 2005)

1.8.2.3.2. Acido Acético.

El acético se produce a través de distintas vias: por la metabolizacion de
aminoacidos por bacterias proteoliticas; metabolizacion de las hexosas por
bacterias heterolacticas; metabolizacién de las pentosas y los acidosorganicos de
la planta por bacterias heterolacticas y homolacticas y metabolizacion de las
hexosas por las bacterias heterolacticas, enterobacterias y levaduras,
principalmente por Acetobacter. Acido cuya eficacia conservadora no es muy
notable debido a su escasa capacidad acidificante

El valor de acido acético que requiere un ensilaje agradable y catalogado como
de Optimas caracteristicas es una concentracion menor del 1.8%(Ojeda, et al.,
1991),(Vvallejo, 1995).
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1.8.2.3.3. Acidos:Butirico, Isobutirico y Propionic  o.

Estos acidos son producido Unicamente por el metabolismo de bacterias
indeseables del genero Clostridium razén por la que constituye uno de los
mejores indicadores para determinar la calidad fermentativa de los ensilajes.En
los ensilajes bien conservados estos acidos no debe estar presente, ya que ello
indica que ha habido proliferacion de las bacterias clostridicas, principalmente
del grupo proteolitico. Estas bacterias metabolizan los aminoacidos liberados
por la solubilizacién de las proteinas y le danmalos olores y sabores a los
ensilajes, lo que produce un rechazo en los animales, ademas promueven la
formacion de amoniaco el cual por su poder neutralizante, impide que el pH se

estabilice y alcance valores bajos.

El valor aceptable de estos acidosque requiere un ensilaje para ser catalogado
como de buenas caracteristicas esta enconcentraciones inferiores a 0.1%
(Ojeda, et al., 1991),(MacDonald, et al., 1968),(Vallejo, 1995).

1.8.2.4. Indicador de Acidez (pH).

El pH es un indicador de vital relevancia en el proceso de conservacion de un
forraje en forma de ensilaje debido a que es una de las transformaciones mas
radicales que ocurre en el forraje y por su estrecha relaciéon con los procesos
degradativos durante la conservacion. Es un pardmetro rdpido e indicativo del
tipo de fermentacién que tuvo lugar y nos indica, por tanto, si disponemos de
un alimento estable. Es necesario que el descenso del pH ocurra lo méas pronto
posible para garantizar un hébitat desfavorable para las bacterias clostridicas y
reducir la respiracion evitando asi la protedlisis y la proliferacion de los
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microorganismos indeseables en el proceso(Vallejo, 1995),(Muck, 1988),(Tobia
& Vargas, 2000).

Estudios realizados por (Vallejo, 1995) muestran que el valor éptimo de pH esta
directamente relacionado con el contenido de MS del ensilado, en ensilados
con contenidos de 40% de MS un pH 6ptimo sera <4,87

El valor de pH esta en funcién de la materia seca del ensilaje y de la proporcion
gue exista entre las proteinas y los carbohidratos solubles, se considera que
cuando un ensilaje alcanza valores inferiores a 4.2 se ha logrado su estabilidad
fermentativa(DLG, 1997)(Muck, 1988),(Vallejo, 1995).

1.8.2.5. Capacidad Buffer (CB).

La capacidad buffer (CB) en plantas forrajeras es definida como la resistencia que
presenta la planta a las variaciones de pH. La capacidad buffer depende
basicamente de la composicion de la planta en cuanto a proteina bruta, iones
inorganicos (Ca, K, Na) y la combinacion de acidos organicos (Jobim, et al., 2007).
O la cantidad de mili-equivalentes de H* gastados para llevar el pH de un forraje o
un ensilaje desde 6.0 hasta 4.0(MacDonald, et al., 1968).

Al aumentar la edad de la planta se incrementa la proporcién tallo/hoja, con lo cual
los procesos metabdlicos disminuyen. Como consecuencia, se reduce el contenido
de &cidos organicos, lo que conlleva un descenso de la capacidad buffer con la
maduracion (De la Roza, 2005). Cuanto mayor sea el poder buffer mas acido
lactico sera necesario que se forme en el ensilado para poder bajar el pH y mayor
cantidad de azucares fermentables sera necesaria para poder proporcionar dicho
acido lactico (Cafiete, M. V. ; Sacha, J. L.;, 1998).
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1.9. Digestibilidad in vitrode la Materia Seca(DIVMS).

La DIVMS, Indica indirectamente cuanto alimento quedara retenido en el tracto
gastrointestinal para ser digerido; La digestibilidad de los alimentos puede ser
estimada por métodos que simulen el proceso de digestion; los métodos in vitro
para estimaciones a nivel de laboratorio de la degradacién de los alimentos son
importantes para los nutricionistas. Un eficiente método de laboratorio debe ser
aplicable y se debe correlacionar bien con los pardmetros de medicion in vivo.
Los métodos in vitro tienen la ventaja no solo de ser menos costosos y menos
demorados, sino que permiten mantener las condiciones experimentales mas
precisas que en los ensayos realizados in vivo(Makkar, 2004).Sin embargo
necesitan una verificacion a nivel in vivo. Los métodos in vitro pretenden
simular la digestion de los alimentos en el estbtmago y duodeno de los
monogastricos. La cantidad de nutriente que se solubiliza durante la incubacion

es una estimacion de la digestibilidad(Bindelle, et al., 2007).

El método para digestibilidad in vitro de la materia seca propuesto por (Boisen
& Fernandez, 1997) es un método multienzimatico, que tiene 2 incubaciones
sucesivas El primer paso simula la digestion en el estobmago,una hidrélisis
enzimatica con wuna solucion de pepsinaa pH 2.0 en presencia de
cloranfenicolque es un agente antimicrobial, este paso es seguido por hidrolisis
con pancreatina a pH 6,8 que simula la digestion obtenida en el intestino
delgado(Bindelle, et al., 2007),(Boisen & Fernandez, 1997).

1.9.1.Factores que inciden enla Digestibilidad.

Los factores que afectan la digestibilidad pueden agruparse en 3grandes
grupos. El primero de ellos esta representado por aquellos que estan ligados

directamente con el animal. Y el segundo grupo corresponde a los factores que
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estan relacionados con el alimento(Buxade, Carlos M., 1994).EIl otro grupo esta

directamente relacionado con el ambiente.

Entre los factores ligados al animal, la especie resulta ser el mas importante,la
raza, la edad, el estado fisiol6gico y capacidad de ingesta no parecen tener por
si tanta importancia sobre la digestibilidad de los alimentos.

De los factores ligados al alimento podemos destacar: El nivel de alimentacion,
la composicidn quimica, el estado vegetativo de la planta,palatabilidad, textura,
el método de conservacion, lacomposicion de la racién(Buxade, Carlos M.,
1994),yel sistema de procesamiento del alimento (Montoya & Leterme, 2011).
Entre los factores relacionados con el ambiente tenemos: La temperatura,
presion atmosférica (que afecta directamente el consumo animal), la

conversién alimenticia y el consumo de agua.

1.10. Técnicas Moleculares.

Segun (Muck, 2012)en los ultimos 10 afios, cambios draméaticos han ocurrido
en la forma en que se estudia la microbiologia del ensilaje. Veinticinco afios
atras, el conocimiento de lo ocurrido en el silo, estaba limitado a lo que crecia
en los diferentes medios selectivos, y la identificacion de las especies en placas
de agar, esto era un trabajo tedioso.

Hoy en dia, aunse tienen problemas con la comprensién “causa y efecto” en el
silo. Sin embargo hay mejores herramientas para saber que microorganismos

han estado involucrados en el proceso de ensilaje.

Hasta la fecha un nimero de técnicas de perfiles genéticos estan disponibles,
de las cuales DGGE/TGGE (electroforesis en gel con gradiente
desnaturalizante/ electroforesis en gel con gradiente de temperatura) (Peters,

et al., 2000)y T-RFLP (polimorfismos de longitud de fragmentos de
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restriccidn)son las mas utilizadas (Dohrmann & Tebbe, 2004),(Smalla, et al.,
2007),(Schmalenberger, et al., 2008),(James, et al., 2001).Estas requieren el
uso de un gran cebador de PCR (Polymerase Chain Reaction) con alto
contenido de GC (guanina- citosina) esto con el fin de evitar la separacion

completa del filamento durante la electroforesis(Schwieger & Tebbe, 1998).

Actualmente se viene trabajando con SSCP (Single Strand Conformation
Polymorphism) que se desarrollé por primera vez para la investigacion
diagnostica de deteccion de mutaciones o variaciones alélicas del gen, de los
organismos eucariotas. Sin embargo, este método se ha aplicado casi sin
modificaciones para caracterizar las comunidades microbianas menos
complejas (Dohrmann & Tebbe, 2004),(Peters, et al., 2000).

En esta técnica electroforética, el ADN de cadena sencilla se pliega en
estructuras secundarias (conformaciones) de acuerdo con su secuencia de
nucleotidos y su entorno fisico-quimico (temperatura y fuerza iénica) debido a
las diferentes movilidades electroforéticas, diferentes conformaciones pueden
ser separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida no desnaturalizante
(Schwieger & Tebbe, 1998).Esto la hace potencialmente mas simple que los
DGGE/TGGE.Y la ventaja sobre los analisis RFLPes que puede detectar
polimorfismos de ADN y mutaciones puntuales en una variedad de posiciones
de fragmentos del ADN(Orita, Masato; lwahana, Hiroyuki; Kanazawa, Hiroshi;
Hayashi, Kenshi; Sekita, Takao, 1989).

1.10.1. Extraccion de ADN utilizando CTAB.

La basqueda de un eficiente método de extraccion significa mas ADN de mayor
calidad y rendimiento.Esto ha llevado al desarrollo de una variedad de

protocolos, sin embargo los fundamentos de extraccion de ADN siguen siendo
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los mismos. El ADN debe ser purificado de material celular de una manera que
impida la degradacion.

Estudios realizados muestran diferentes métodos de extraccion de los cuales
CTAB resulté ser el método elegido para obtener ADN de alto peso molecular,
con gran pureza, libre de inhibidores o contaminantes (Sanabria, et al.,
2009),(James, et al., 2001), (Cheng & Jiang, 2006),(Porebski, et al., 1997).

1.10.2. Amplificacion Parcial de los genes SSU rRNA
Bacteriales Por PCR.

Con el propoésito de eliminar el problema de heteroduplex (cadenas que no
emparejan 100% puesto que algunos de sus nucleétidos son distintos) y para
reducir el nimero de sefales que se generan a partir de cada organismo
individual de una comunidad microbiana, la PCR se realiza con primers
universales ordinarios (no fosforilados) Coml (avance) y un primer 5'-
fosforilado Com2-Ph (Reverse) que amplifican la regién 16S rDNA gen
bacteriano presente en todos los organismos procariotas(Schwieger & Tebbe,
1998), (Schmalenberger, et al., 2008),(James, et al., 2001).

La cantidad de ADN molde que se utiliza para la PCR es un factor importante.
La PCR puede ser inhibida por altas cantidades de ADN no especifico, por co-
extraccion de acidos humicos, se deben incluir pasos adicionales de
purificacion o la adicion de compuestos que mejoran el rendimiento de la
reaccion de PCR(Dohrmann & Tebbe, 2004).
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1.10.3. Preparacionde ADNde Cadena Sencilla.

A partir de los productos de PCR la hebra fosforilada puede ser selectivamente
eliminada (digerida) con la enzima Lambda exonucleasa (Dohrmann & Tebbe,
2004).

La proteina Exo del fago A es una exonucleasa que degrada ADN lineal en
direccién 5°-3". Estudios in vitro demuestran que puede degradar hasta 1000
pares de bases por segundo, aunque depende del contenido de bases
nucleoticas del ADN, asi como de cambios estructurales del complejo ADN-
Enzima(Santoyo, 2008).

1.10.4. Sistema del Gel, Electroforesis y la Tincio  n.

Los productos tratados con la enzima exonucleasa se separan por
electroforesis en gel de poliacrilamida MDE® Gel Solucion (lonza Rockland,
50620ME, USA)(Schwieger & Tebbe, 1998).Es una matriz que tiene una alta
sensibilidad con las diferencias conformacionales del ADN, y que durante el
proceso de tincidn usa una solucién de nitrato de plata para impregnar el gel. El
revelado se logra por la reduccion selectiva de los iones plata a plata metalica
por formaldehido en medio alcalino, produciendo bandas de color marrén
oscuro. La sensibilidad es su gran ventaja. Entre las desventajas se encuentra
el alto costo, y el hecho de ser un método laborioso y lento(Widjojoatmodjo, et
al., 1994).
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2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Localizacion.

El presente trabajo se realiz6 en las instalaciones del CIAT (Centro
Internacional de Agricultura Tropical) y en las instalaciones de la Universidad

Nacional de Colombia en el Laboratorio de Nutricién Animal,asi:

1. Valor nutricional y calidad de los ensilajes de leguminosas y el

tubérculo y sus combinaciones a diferente edades de corte.

2.  Caracterizacibnmolecular de las Bacterias presente en los ensilajes.

2.2. Analisis de las Materias Primas.

Para el andlisis de las caracteristicas quimicas de los forrajes tropicales (Vigna
unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ipomoea batata) y su mezclas, se
utilizé un disefio experimental completamente al azar con un arreglo factorial con 3
fuentes de variacion: forrajes, formas de suministro y edades de corte (3x2x4) para
un total de 24 tratamientos, con 3 repeticiones por tratamiento, a través del
procedimiento GLM del paquete estadistico SAS 9.2 para Linux (SAS Institute
Inc., Cary, NC, EE.UU.)Para determinar si existia o no diferencia estadistica, las
variables evaluadas fueron: Materia Seca inicial (MSi), Fibra Detergente Acida
(FDA)Fibra Detergente Neutra (FDN) y capacidad buffer (CB).
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2.2.1.Material biolégico.

En los terrenosdel CIAT Colombia, se cultivaron los forrajes, se prepararon los
ensilajes se estimo la calidad de los ensilajes y se caracterizo las comunidades
bacterianas.

Para la caracterizacion quimica de las materias primas se utilizaron2
leguminosas herbaceas Vigna unguiculata CIAT 4555 y Canavalia brasiliensis
CIAT17009 y un bulbo,lpomoea batata variedad Tainun. Y sus mezclas para un
total de 6 tratamientos. Las leguminosas fueron evaluadas en cuatro diferentes
edades:Vigna se cortd a las 6 (pre florescencia), 8 (floracion), 10 (post-
floracién) y 12 (las vainas de maduracion) semanas de crecimiento;Canavalia
se corto a las 8, 12, 16 y 20 semanas de crecimiento (sin observar etapas
generativas distintas)Los forrajes fueron desecados al solhasta alcanzar una
materia seca (MS) aproximada de 35% y luego picados.Cada6, 8, 10, 12, 16 y
20 semanas los tubérculos de batata fueron cosechados, lavados, picados y
secadoshasta alcanzar una materia seca del 35 %.A los 24 tratamientosantes
de ensilar se les realizo la siguiente caracterizacion quimicaMateria Seca inicial
(MSi), Cenizas, Fibra Detergente Acida (FDA) y Fibra detergente Neutra (FDA)

2.2.2.Materia Seca de la Muestra Fresca(MSi).

Para determinar la materia seca se pesaron 100 g, los cuales se colocaron a
60C hasta un peso constante (24 horas); se determind el peso antes y

después de la desecacion y se calculd el porcentaje de materia seca.

2.2.3.Determinacion de Cenizas Totales y Materia O  rganica
(MO).
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Después de la desecacion a 105C se introducen de nuevo los crisoles con la
materia seca a la mufla a 500C durante 3 horas y s e determina el peso antes y

después de la desecacion.

[(peso del crisol + muestra) — peso de crisol vacio] 100
*

% Cenizas =
peso muestra seca

% de Materia organica = 100 — % de cenizas en base seca

2.2.4.Determinacion de Proteina Cruda.

El método que se utilizé para determinar la cantidad de proteina es el método
Kjeldahl(AOAC, 1990). Este es un meétodo indirecto, realmente lo que se
determina es la cantidad de nitrégeno presente en la muestra. Una vez conocido
este, al multiplicar la cantidad de nitrégeno obtenida por el factor 6,25 se obtiene la

cantidad de proteina cruda del ensilaje.

2.2.5.Fibra Detergente Neutra (FDN) y Fibra Deterg ente Acida
(FDA).

Se utiliz6 el método descrito por (Goering & Van Soest, 1970) para calcular la
FDN; se colocaron 0.5 g de muestra en 100 mL de solucién detergente Neutra
Anexo B a pH neutro, se hirvieron por 1 hora y filtraron en crisoles Gooch, se
determind el peso antes y después; se lavo con agua y luego con acetona al 50%

y se coloco a 105 por toda la noche.

[(peso del crisol + muestra) — peso de crisol vacio]
% FDN = * 100
peso muestra
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Para la FDA se siguid el mismo protocolo con una solucion detergente acida a pH
acido. Anexo C

[(peso del crisol + muestra) — peso de crisol vacio]
*

% FDA = 100

peso muestra

2.3. Andlisis de los ensilajes.

Para el andlisis de las caracteristicas quimicas y fisicas de los ensilajes de forrajes
tropicales (Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ipomoea batata) y
su mezclas, se utilizé un disefio experimental completamente al azar con un
arreglo factorial con 3fuentes de variacion: forrajes, formas de suministro y edades
de corte (3x2x4) para un total de 24 tratamientos, con 3 repeticiones por
tratamiento, a través del procedimiento GLM del paquete estadistico SAS 9.2 para
Linux (SAS Institute Inc., Cary, NC, EE.UU.) para determinar si existia o no
diferencia estadistica.Las variables evaluadas fueron: Materia Seca corregida
(MScor), pH, Acidosorganicos (acético, Propionico y butirico), Nitrogeno
Amoniacal como porcentaje del Nitrégeno Total (NH3-NT)y Calidad Organoléptica

(Color, Olor y Textura)

2.3.1.Proceso De Ensilaje.

Los 24 tratamientos fueron ensilados en tubos de PVC de 1,8 | de volumen con
tres repeticiones. Seis tratamientos se aplicaron: Vigna unguiculata CIAT 4555
o Canavalia brasiliensis CIAT17009 solas, Vigna mas Canavalia proporcion 1:1
Vigna o Canavalia mezclada con las batatasen proporcion de 1:1 con base a la
masa fresca, e I[pomoea batata variedad Tainun sola, se ensilaron después de

un almacenamiento de aproximadamente 3 meses a ~25° C.
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2.3.2.Liofilizaciéon del Material.

Las muestras fueron liofilizadas a 8 x10° mbar y -40 <, por 48 horas
(Labconco Freeze Dry System Lyph-Lock® 6 #77520, Kansas City, Missouri).
Se molieron y una parte fue macerada en morteros estériles hasta obtener un
polvo fino para la extraccion de ADN de cada una de las muestras. Se
guardaron 100 mg en tubos Eppendorf de 2 mL previamente esterilizados, y se

almacenaron a —20°C, hasta el momento de la extraccion.

2.4. Indicadores de la calidad de los ensilajes:

2.5. Sensoriales

2.5.1.Indicadores organolépticos.

Seles evaluaronlas caracteristicas organolépticas (color, olor y textura). La
evaluacion se produjo al momento de destapar los micro silos, teniendo en
cuenta la tabla de evaluacion de ensilajes propuesta por (DLG, 2006) Hasta 4
puntos se considera podrido, 5 - 9, malo, 10- 13 promedio, 14 - 17 buenos y 18

- 20 excelente calidad Anexo A.

2.6. Quimicos:
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2.6.1.Determinacion de pH.

El pH se determiné con un peso de 10 g de la muestra en un vaso de
precipitados y afiadiendo 100 mL de agua destilada. Después de 2 h, el pH se
determind utilizando un medidor de pH (Mettler-Toledo GmbH: MP120 pH
metro, Schwerzenbach, Suiza), calibrado para cada periodo de medicion.

2.6.2.Determinacion de Acidos Organicos.

Los acidos organicos fueron determinados por HPLC de acuerdo a la
metodologia propuesta por (Siegfried, et al., 1984). Las muestras de ensilajes
se dejaron descongelar completamente a temperatura ambiente (22 °C) antes
del analisis. 50 g de muestras y 200 mL de agua HPLC se mezclaron en un
Stomache (Modelo STO-3500, Stomacher Lab-blender, Teckmar, Cincinnati,
OH) durante 4 min. Las muestras fueron filtradas a través de cuatro capas de
gasa. Luego fueron mezcladas a fondo, y 50 mL submuestras se transfirieron a
tubos para centrifuga de 50 mL. Las muestras fueron luego acidificadas (pH <3)
con 18.9 uL de H,SO, 0.1 M, se agitaron y se centrifugaron (AccuSpin 1R
Fisher Scientific, Osterode Germany) a 3000 rpm durante 10 min. En tubos
para centrifuga de 2mL se sacaron alicuotas de 2 mL, se filtraron en unidad de
filtracion (Millex®-HV en PVDF, 0,45 pum de poro, 13 mm de didmetro, MERCK
MILLIPORE. Sao Paulo, Brasil) usando una columna de analisis para acido
organico (Rezex™ ROA-Organic Acid H + (8%) 00H-138-K0, 300 x 7.8 mm,
Phenomex, Torrence, CA, USA.) y 0,005 N H,SO, como fase mavil, y un flujo
de 0,5 mL/miny el horno entre 45y 75C.
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2.6.3.Nitrdgeno Amoniacal como porcentaje del Nitrégeno T otal
(NH3-NT).

Se estim@ la relacion nitrégeno amoniacal en relacion al nitrégeno total (N-
NH3/Nt). En los filtrados por la técnica de micro-difusion modificada descrita por
(Voigt & Steger, 1967)Las muestras de ensilajes se dejaron descongelar
completamente a temperatura ambiente (22 ° C) antes del andlisis. 50 g de
muestras y 200 mL de agua HPLC se mezclaron en (Modelo STO-3500,
Stomacher Lab-blender, Teckmar, Cincinnati, OH) durante 4 min, Las muestras
fueron filtradas a través de cuatro capas de gasa. Luego fueron mezcladas a
fondo, y se tomé 1 mL del extracto de ensilaje en el pequefio beaker para la
microdifusion con 1 mL de la solucidon aturada de carbonato de potasio (K,COg) y
en el Erlenmeyer se le adiciono 4 mL de la solucién de acido bdrico, tiempo
después se cerrd el Erlenmeyer y se movié suavemente. Esta mezcla se dejo

reposar por 24 horas, posteriormente se titulé con 0.01N de HCI.

Ac=U=*F
Ac = Concentracion de amonio NH; en mg en 1 mL de extracto de ensilaje
U = Gasto de 0.01N de HCL en mL.
F =0.17 mg/mL (1 mL 0.01 N HCL neutraliza 0,17 mg de NH;

Ac * 100

%NH;(extracto) = 1000

D_W+FS—MS
B FS

D = Factor de dilucién del extracto del ensilaje.
W = Adicién de agua en mL.
Peso fresco del ensilaje en g por extracto.

Materia seca del ensilaje en FS en g.

% NH3 en una sustancia organica = D * NH3 (extracto)
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2.7. Valor Nutricional de los ensilajes

2.7.1.Materia Seca Corregida (MScorr).

Para las pérdidas de acidos grasos volatiles que ocurre al ensilar (Weissbach
& Kuhla, 1995) considerael calculopara la correccion de MS la siguiente

formula:

MSc = 2,08 + 0,975 MS

2.7.2.Digestibilidad de los Ensilajes.

Para el andlisis de digestibilidad de los ensilajes de forrajes tropicales (Vigna
unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ipomoea batata) y su mezclas, se
utilizé un disefio experimental completamente al azar con un arreglo factorial con 3
fuentes de variacion: forrajes, mezclas y edades de corte (3x2x4) para un total de
24 tratamientos a través del procedimiento GLM del paquete estadistico SAS 9.2
para Linux (SAS Institute Inc., Cary, NC, EE.UU.) para determinar si existia 0 no
diferencia estadistica. La variable evaluada fue: Digestibilidad Invitro de la Materia
Seca (DIVMS).

2.7.2.1. Localizacion.

En el Laboratorio de Nutricion de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
SEDE PALMIRA, se estimé el valor nutritivo de los ensilajes de forrajes

tropicales.
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2.7.2.2. Protocolo pre digestion In Vitro en Cerdos.
(Pepsina/Pancreatina).

Los analisis se realizaron de forma consecutiva. Veinticuatro (24) muestras se
montaron con cuatro repeticiones y dos muestras en blanco se midieron para

un total de 26 muestras por sesion

2.7.2.3. Digestion Gastrica (Pepsina).

Se pesaron 0,5 g de muestra liofilizada (1 mm tamafio de particula); se
suspendieron en una solucién buffer de fosfato (25 mL 0.1M pH 6,0), y una
solucion de HCI (10mL 0.2M). Esto se mezcld en matraces de Erlenmeyer. El
pH se ajustd a 2.0 con HCI 1 M o NaOH 1 M y 0,5 mL de una solucién de
cloranfenicol (Sigma C-0378) (0,5 g 100 mLetanol) se afiadié una solucion de
pepsina fresca (1 mL, 25 mg/mL, pepsina porcina: (2000. FIP U / g, Merck
7190) se afadio finalmente. Los erlenmeyers se cerraron con papel parafilm y
se colocaron durante 2 horas bajo agitacién suave en un bafio de agua a 39 +
05T

2.7.2.4. Digestion dentro del intestino delgado
(pancreatina).

Después de la hidrdlisis con pepsina, 10 mL de una solucion tampén de fosfato
(0,2 M, pH 6,8) y 5 mL de una solucién de NaOH (0,6 M) se afiadieron a la
solucién. El pH se ajusté a 6,8 con HCI 1 M o NaOH 1 M y la solucion de
pancreatina fresca (1 mL, 100 mg de pancreatina (Sigma P-1750) mL) se
afiadi6. Los Erlenmeyer se cerraron luego con papel parafiim y se colocaron

durante 4 horas bajo agitacién suave en un bafio de agua a 39 +0,5 °C
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2.7.2.5. Calculos de Digestibilidad Enzimaticade |l aMS
(Estémago e Intestino Delgado).

Después de la hidrdlisis, los residuos se recogieron por filtracion sobre una tela
de Nylon (42 micras usando crisoles filtrantes de porosidad 2 (P-)), se lavé con
etanol (2mL x 10 mL de etanol al 95%) y acetona (2mL x 10 mL de acetona al

99,5%); se secaron durante 24 horas a 60 + 1°C y s e pesaron.

] (Pmuestra X Ms) — [(crisol + residuos) — crisol]
HDIvMS = Pmuestra X MS x 100

%DivMS = Porcentaje de digestibilidad in vitro de la materia seca

2.8. Caracterizacion molecular de BAL en ensilajes.

La similaridad de los perfiles de las comunidades bacterianas de ensilajes
tropicales y los analisis de grupos para los perfiles SSCP fueron realizados con el
software GelCompar Il (versidn 6.0; Applied Maths, Belgium). Los patrones de
SSCP individuales fueron normalizados usando un marcador de comunidad
estandar que contenia una mezcla de ADN de cadenas simples de Rizhobium
trifolii, Lactobacillusbrevis, Flavobacterium johnsoniae, Lactobacillus plantarum
CIAT S 66.7, Agrobacterium tumefaciensy Lactobacillus fermentum.

El calculo de la matriz de similaridad fue basado en coeficiente de correlacion de
Pearson como podrian ser calculadas con GelCompar Il. El método de agrupacion
por dendrogramas por grupos similares fue UPGMA (método no ponderado por

grupo utilizando medias aritméticas).
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2.8.1.Extraccionde ADN Total.

Se utiliz6 extraccion de DNA con Bromuro de Cetiltrimetilamonio
(CTAB):siguiendo el protocolo de extraccion empleado por (Porebski, et al.,
1997)con pequefias modificaciones por el laboratorio de Patologia de Forrajes
del CIAT.La liberacion de los acidos nucleicos se realizd con una solucién de
homogenizacion (3% CTAB, 1.4 M NaCl, EDTA 0.5 M pH 7,5, 1M Tris-HCI pH
7.5, 1% PVP 4000). Luego se realizo la extraccion de los acidos nucleicos con
cloroformo: alcohol isoamilico, y la posterior precipitacion del DNA con etanol
absoluto primero, y posteriormente con etanol 70% (Anexo D).

2.8.2.Cuantificaciondel ADN.

Para la cuantificacion y pureza del ADN extraido de todos los aislamientos se
utilizéel espectrofotometro (Thermo  ScientificNanoDrop 2000/ 2000c
Spectrophotometer, Wilmington, Delaware USA.).La medida de la pureza se
realiz6 midiendo la absorbancia a 280 nm, siendo el coeficiente de absorbancia
260/280 el que nos indica la pureza de la solucion. Un coeficiente de 1,8 indica
que la solucion es ADN puro, valores inferiores indican una contaminacion por
proteinas o polifenoles.Cada muestra de ADN se ajustd a una concentracion
final de 10 ng/ul y estas diluciones se almacenaron a 4°C para las posteriores

pruebas moleculares.

2.8.3.Amplificacion parcial de los genes SSU rRNA
Bacteriales Por PCR.

Para realizar la amplificacion por PCR de la region bacterial filogenéticamente
conservada de los genes 16S rRNA, se utilizaron los
cebadoresuniversalesparabacterias.
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Tabla 1. Caracterizacion de primers usados por SSCP  basados en andlisis de comunidades

bacterianas.

Primer Secuencia (5'-3) Posiciones °
Com1 forward CAGCAGCCGCGGTAATAC Bacteria (519 -536)

Com2-Ph Reverse® CCG TCAATTCCTTTGAGTTT  Bacteria (907 -926)

a = Segun posicién en E.coli

b = Com2-Ph contiene un grupo fosfato en el terminal 5’

Siguiendo las condiciones de amplificacion sugeridas por (Schwieger & Tebbe,
1998)con algunas modificaciones (20mM de cada dNTP, los primer Com 1y
Com 2Ph 0.2 mM de cada uno y 1 unidad de GoTaq Flexi DNA Polimerase
(Promega M8295, USA.)) la amplificacion se realizé en un volumen final de 50
ul(Anexo E).

Las amplificaciones se llevaran a cabo en un termociclador (PTC-100 Peltier
Thermal Cycler, MJ Research, Inc., Waltham 02451, MA, USA)(Anexo F).Para
la visualizacion del ADN en geles de agarosa 1.2% se tifieron con SYBR®
Safe DNA gel Stain (Invitrogen S33102, USA.) tinte altamente sensible para la
visualizacion de ADN en geles de agarosa.Para estimar el tamafio de los
productos amplificados se emple6 un patron de peso molecular 100 pb DNA
Ladder (Promega G2101, USA.) con un rango de lectura entre 1.500 y 100 pb.

2.8.4.Purificacion de Productos PCR.
Los productos de PCR fueron purificados con el kitde Wizard® PCR Preps DNA

Purification System (Promega A2180, USA) siguiendo el protocolo que
recomienda la casa comercial (Anexo G).
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2.8.5.Digestion con Exonucleasa Lambda (- A).

Para la digestion de la hebra fosforilada, 10 U de Lambda Exonuclease
Reaction Buffer(New England BioLabs® B0262S, Canada) se mezclaron con
10 pl de producto de PCR resuspendido en un volumen total de 20uL
conteniendo una concentracion final de 1x lambda exonucleasa buffer. La
mezcla de reaccion se incubd a 37 T por 2 horas(An exo H).Luego el volumen
se incrementd a 100 pL con agua estéril doblemente destilada y las proteinas
fueron extraidas por fenol cloroformo (Orita, Masato; Iwahana, Hiroyuki;
Kanazawa, Hiroshi; Hayashi, Kenshi; Sekita, Takao, 1989)(Anexo ).

2.8.6.Perfiles Genéticos por SSCP.

Antes del analisis electroforético se adicionaron8ul del buffer de carga (95%
formamida, 10 mM de NaOH, 0,25% azul de bromofenol, 0,25% cianol xileno)a los
productos de PCR tratados con la enzima exonucleasa, y se desnaturalizé la
mezcla a 94<C por 2 min e inmediatamente se enfri6 en hielo después de 1 min,
secargaron las muestras en geles MDE® Gel Solution (lonza Rockland, 50620ME,
USA) denaturantes(Anexo J)y se realizo la electroforesis (TBE 1X), en camara
para electroforesis vertical (THERMO SCIENTIFIC® P100DS, Owl Separation
Systems, Inc. Portsmounth, NH USA)(Schwieger & Tebbe, 1998).

2.8.7.Sistema del Gel, Electroforesis y la Tincion

Se preparod la solucién de polimerizacion del gel de MDE a una concentracién
de 0,7Xy se sirvio, evitando la formacion de burbujas (ya que permitiria el paso
irregular de la corriente mediante la electroforesis) yse dejé polimerizando por

una hora.
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A la camara se le adicionaron 1,5 litros del Buffer TBE 1 X. Se limpié muy bien
la superficie del vidrio con muesca, que estara en contacto con la plancha de la
camara. Cualquier impureza o residuo permitird un paso irregular de la
corriente mediante la electroforesis.

Se sembraron las muestras en sus respectivos pozos previamente denaturadas
siempre evitando que las muestras se pasen de un pozo a otro.La
electroforesis se corri6 a9 mA (mili amperios) porl6é horas, procurando
mantener la camara a 20<C.

Para visualizar los fragmentos de ADN se utilizé la tincién con plata que mejora
la tincién de la banda (Anexo K)(Bassam, et al., 1991)
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3. RESULTADOS Y DISCUSIONES.

3.1. AnalisisQuimicode las materias primas.

3.1.1.Materia Seca.

El porcentaje de MS se incrementa con la adicion de Ipomoea conllevando a una
reduccion de efluentes y las perdidas por respiracion de los forrajes a ensilar,
permitiendo un mayor predominio de bacterias acido-lacticas y un pH adecuado.
La media mas alta en las interacciones de edades de corte se presentd en la
semana 12, y entre las interacciones de los forrajes la presento Ipomoea solo,
laMS como controladora de la calidad también afecto los procesos fermentativos
dentro de los ensilajes, contenidos de MS inferiores al 23%, ocasioné problemas
de contaminacion e incremento de las pérdidas del ensilaje, porque se favorecio la
actividad bacteriana y se aumentd la produccion de acido butirico, como se

muestra en la Tabla 2

Tabla 2. Efecto entre las interacciones: estado de madurez, fuentes de suministro y forrajes
tropicales ( Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ilpomoea batata) y sus
mezclas con respecto a Materia Seca inicial (Msi)

Solo Mezclas

Edades de corte Vigna Canavalia Ipomoea Vigna-lpomoea Canavalia-lpomoea Vigna-Canavalia  ?
6semanas 3386 - 3387°" 331" - - 35
8 semanas 197" 4221° 2363" 21,5" 33,05 3564  29°
10 semanas " - 3848° 36,42 * - - 37"
12 semanas  31,12" 3594* 858° 56,89 " 55,54 " 34340 50°
16 semanas - 27,27" 3539 - 33,71 0" - 32
20 semanas -~ 3121" 29437 -- 33,35 " - 31¢

22992° 3416° 42,54° 37,78°¢ 38,91° 34,91d"

3 34,67 b 37,68a

‘Interaccion Entre Edades De Corte.

’|nteraccion Entre Especies Forrajeras.

*Interaccion Entre Fuentes de Suministro.

Datos con letras diferentes, indican diferencias significativas, segin la prueba de Duncan (P<0,05)
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3.1.2.Proteina.

En la Tabla 3 se muestran los valores promedios de ProteinaCruda a diferentes
edades de corte para todos los tratamientos. Mostrando una disminucién con la
madurez del forraje y la adicion de Ipomoea. EIl mejor resultado fue para los

tratamientos sin mezcla, en especial Vigna solo.

Tabla 3. Valores de Proteina Cruda para las interac  ciones: fuentes de suministro y forrajes
tropicales ( Vigha unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ilpomoea batata) y sus
mezclas a diferentes edades de corte

S0 Mezcla

Edades decorte  Vigna Canavalialpomoea  Vigna-pomoea canavalia-pomoea Vigna-canavaia
Gsemanas 1968 - - 2 = - b%
Bsemanas 1940 1570 624 1072 1123 1508 1306
[0semanas 1606 - 643 9.1 = - 105
[2semanas 1367 1272 52 146 121 1309 99
losemanas -~ 828 - - - 828
Nsemanas - 1253 522 - 8,4 . 8,66

PN 123578 9,90 8,91 1409

: 1176 1091

YInteraccion Entre Edades De Corte.
’|nteraccion Entre Especies Forrajeras.
3Interaccion Entre Fuentes de Suministro.
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3.1.3.Fibra Detergente Neutra.

El porcentaje de FDN se increment6 con la madurez del forraje, conllevando a una
reduccion del contenido de acidos organicos, lo que generd a un descenso en la
digestibilidad (DIVMS) y la capacidad buffer (CB). Por consiguiente el mejor
porcentaje de FDN lo presentaronlos forrajes solos, como se muestra en la Tabla
4.

Tabla 4. Efecto entre las interacciones: estado de madurez, fuentes de suministro y forrajes
tropicales ( Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ilpomoea batata) y sus
mezclas con respecto a Fibra Detergente Neutra FDN.

Solo Mezcla

Edadesdecorte Vigna Canavalia Ipomoea Vigna-lpomoea Canavalia-pomoeaVigna-Canavalia
bsemanas W11 - - - 37,09’ - 376
Bsemanas 374" 4817 27890 a4 74" a7 407" 419"
10semanas  1318% - 4503 5284 - 518"
12semanas 5185 58510 5121% 5447 5009 5337 539°
16semanas - G456 4% - 56,08 ™ - 53
0semanas - 6274% 2736 . 18,19" - Bl

4623" 5599° 40,00° 4729° 558" 4922°

3 43,461 19,39

'Interaccion Entre Edades De Corte.

“Interaccion Entre Especies Forrajeras.

*Interaccion Entre Fuentes de Suministro.

Datos con letras diferentes, indican diferencias significativas, segun la prueba de Duncan (P<0,05)
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3.1.4.Fibra Detergente Acida.

La FDA mostré una disminucion con adicidon de Ipomoea en las mezclas; efecto
producido por los niveles bajos de fibra contenidos en el tubérculo.
La mejor media la presentaron los forrajes solos, en especial Canavalia, como se

muestra en la Tabla 5.

Tabla 5.Efecto entre las interacciones: estado de m  adurez, fuentes de suministro y forrajes
tropicales ( Vigha unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ilpomoea batata) y sus
mezclas, con respecto a Fibra Detergente Acida FDA.

Salo Vezcla
Edadesdecote  Vigna  Canavalia Ipomoga  Vigna-lpomoea Canavalia-Ipomoga Vigna-Canavalia 1

Goemenas 2897 - - 178! YA
Bsemanas 315 318 703" uM' wET  nET B3
Osemanas 576 - uUR" BR° . Ve
Dsemanas 3627 414" 122" W' am® o RUE 05
Gsemanas - 407 13" - R
Neemanas - 4560 8™ - 20 . 53"

PRt 0t 9%t nR' o BN e

: 279%a 26,33

'Interaccion Entre Edades De Corte.

’|nteraccion Entre Especies Forrajeras.

*|nteraccion Entre Fuentes de Suministro.

Datos con letras diferentes, indican diferencias significativas, segun la prueba de Duncan (P<0,05)
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3.1.5.Capacidad Buffer.

La CB mostré una disminucién con el estado de maduracion de los forrajes y la
adicién de Ipomoea, como se muestra en la jError! No se encuentra el origen de
la referencia. , disminuyendo la utilizacion de carbohidratos y aumentando la

produccion de AcidosOrganicos.

Tabla 6. Efecto entre las interacciones: estado de madurez, fuentes de suministro y forrajes
tropicales (Vigha unguiculata, Canavalia brasiliens  is) y batata (Ipomoea batata) y sus
mezclas con respecto a Capacidad Buffer.

Solo Mezcia
Fdadesde core  Vigna Canavalia Ipomoga Vigna-lpomoga Canavaliapomoea Vigna:Canavalia.
Goemanas  14* - - §&O° . -
N R G A1 A A 1 141" 81"
0semenas 867 - 18% 5P . T
semanas 905 10% 26% 3w 415 167 62°
lGsemenas -~ 91" 41" : 4767 A
Nseranas - 169 24F : 591 Y A
PR 95" 28 suE 54T 054"
3 1203 6,23

!Interaccion Entre Edades De Corte.

’|nteraccion Entre Especies Forrajeras.

*|nteraccion Entre Fuentes de Suministro.

Datos con letras diferentes, indican diferencias significativas, segun la prueba de Duncan (P<0,05)
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3.1.6. Composicion quimica de las especies a ensila .

En cuanto a la composicion quimica de los Forrajeslos que mostraron buenas
caracteristicas fueron los mezclados con Ipomoea, ya que poseen MS superiores
al 35%, PCsuperiores al 7%, FDN < 48%, FDA< 25% y una baja CBcon respecto a

los otros tratamientos

Tabla 7. Composicién Quimica-Nutricional (sobre % M S) de los forrajes tropicales (Vigna
unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ipom  oea batata) y sus mezclas.

S0l Mezcias
Varibles Vigna. Canavalia Ipomoea  © Vignadpomoea Canaval-pomoea Vina-Canavala  °
WS 2092 16 25 6T 31T Bl ol 3168
PC 172 1230 578 117 99 691 14091097
FON 4623 9539 4009 &84 4120 o158 Br 193
FDA 378 B8 9% 0% LN b ey 2%
0B 111 946 257 12 03 oAl o0 60

2 Interaccién Entre Fuentes de Suministro (Solo, Mezcla).
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3.2. Calidad de los ensilajes.

a. Sensoriales

3.2.1.Calidad Organoléptica.

Las mejores cualidades segun la tabla de calificacion de DLG sobre la calidad
organoléptica, se lograron con las Mezclas como se muestra en lajError! No se
encuentra el origen de la referencia. . Por lo general todos los tratamientos
presentaron caracteristicas favorables en cuanto al olor y textura, en cuanto al
color, algunos tratamientos del ensilado presentaron leves manchas de moho en la
parte superficial (ocasionadas por posibles infiltraciones de aire), las cuales no
afectaron en si la calidad del ensilado. En todos los casos los ensilados fueron
clasificados como de buena calidad segun lo sefialado por (DLG, 1997).

Segun (Vallejo, 1995) La excelente calidad del ensilaje, de acuerdo a las
caracteristicas organolépticas, se debe a un aporte significativo de carbohidratos
solubles y materia seca que son determinantes en la fermentabilidad del ensilaje.

Lo cual concuerda con la adicion de Ipomoea.

Tabla 8. Efecto entre las interacciones: estado de madurez, fuentes de suministro y forrajes
tropicales (Vigna unguiculata, Canavalia brasiliens  is) y batata (Ipomoea batata) y sus
mezclas con respecto a Calidad Organoléptica.

Solo Mezcla

Edadesde corte  Vigna Canavalia Ipomoea Vigna-I[pomoea Canavalia-Ipomoea Vigna-Canavalia !
6 semanas 19° - - 9,7¢ - - 14,3°
8 semanas 119 126™ 13% 13 2 13 2 7% 133°
10 semanas  18° - 19° 13 - - 157°
12semanas  13%®¢ 93¢  9¢ 19° 13,6 % 113%  126°
16 semanas - 18 - - 17 - 14,9°
20 semanas - 146 97¢ - 13,3 - 12,6°

2 15% 1367% 121° 13,67° 14,25¢ 14,16°

3 12b 14a

'Interaccion Entre Edades De Corte.

’|nteraccion Entre Especies Forrajeras.

*Interaccion Entre Fuentes de Suministro.

Datos con letras diferentes, indican diferencias significativas, segin la prueba de Duncan (P<0,05)

50



b. Quimicos:

3.2.2.Indicador de Acidez pH.

El pH mostr6 una disminucién con adiciébn de Ipomoea en las mezclas y la
madurez del forraje; efecto producido por los niveles altos de Carbohidratos
contenidos en el tubérculo, lo que favorecio la reduccion de la respiracion evitando
asi la protedlisis y un habitat desfavorable para las bacterias indeseables,

Un valor de pH de 4,2 puede ser un buen indicador de la calidad de fermentacion
para ensilajes de bajo contenido en MS, no siendo adecuado en ensilajes con alto
contenido en MS (McDonald, 1982.)Siendo el rango de pH (4,45-5,56) para
leguminosas con MS de 25- 40% respectivamente, como se muestra en la jError!

No se encuentra el origen de la referencia.

Tabla 9. Efecto entre las interacciones: estado de madurez, fuentes de suministro y forrajes
tropicales (Vigha unguiculata, Canavalia brasiliens  is) y batata (Ipomoea batata) y sus
mezclas con respecto a pH.

Solo Mezcla
Edades decorte  Vigna Canavalia Ipomoea Vigna-lpomoea Canavalia-Ipomoea Vigna-Canavalia 1

6semanas  549° - . 438" . ~ 4030
8semanas  604° 53% 363" 417 434 5,34 48"
10semanas  992° - 398" 437! . - 45"
12semanas 461" 5057 384" 459" 477" 46" 458"

16semanas -~ 525% 421K . 445" YR
Nsemanas - 515% 381 . 43" YA
2533% 519" 389" 437 446" 497"
: 5,1a 453h

'Interaccion Entre Edades De Corte.

“Interaccion Entre Especies Forrajeras.

*Interaccion Entre Fuentes de Suministro.

Datos con letras diferentes, indican diferencias significativas, segin la prueba de Duncan (P<0,05)
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3.2.3. Nitrégeno Amoniacal como porcentaje del Nitr ~ 6geno
Total (NH3-NT).

El NH3-NT mostro una disminucion con la madurez del forraje siendo la semana
12 el que obtuvo valores por debajo del valor optimo (<7%),como se muestra en la
Tabla 10. debido a una reduccion de la protedlisis durante el proceso fermentativo.
También la adicién de Ipomoea que conllevo a disminucion de microorganismos
indeseables responsables de fermentaciones secundarias que degradan proteinas

y aminoacidos en N-NH3.

Tabla 10. Efecto entre las interacciones: estado de madurez, fuentes de suministro y forrajes
tropicales ( Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (lpomoea batata) y sus
mezclas con respecto a Nitrégeno Amoniacal como por centaje del Nitrégeno Total NH3-NT.

Solo Mezcla

Edadesdecorte Vigna  Canavalia Ipomoea Vigna-pomoea Canavalia-lpomoea Vigna-Canavalia
bsemanas  14.94% - . 21,03 . . 18°
Bsemanas  2762° 1558 478% 383" 143%™ 166% 265
10semanas  3847° - 83 g . g
12semanas 549 1079 414° N7 T 783" 157"
l6semanas -~  1505% 166% . 14.67% . T4
0semanas - 1289% 142% . 114 - 18

D418° 138" 183° 186° 122" 121"

: 17932 1479b

YInteraccion Entre Edades De Corte.

’|nteraccion Entre Especies Forrajeras.

*|nteraccion Entre Fuentes de Suministro.

Datos con letras diferentes, indican diferencias significativas, segin la prueba de Duncan (P<0,05)
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3.2.4.Acidos Organicos.

3.2.4.1. Acético.

El Acido Acético mostré6 una disminucién con la adicion de Ipomoea, siendo
Vigna- Ipomoea el mejor tratamiento, como se muestra en la Tabla 11.

Segun (Muck, 2012) el contenido de acido acético en ensilajes probablemente se
atribuye a que durante la fermentacion predominaron las bacterias
heterofermentativas, pues el ensilaje al poseer un pH mas elevado, fue propicio
para este tipo de bacterias, las cuales no hubieran crecido en ensilajes con un pH
mas acido.

Tabla 11. Efecto entre las interacciones: estado de madurez, fuentes de suministro y
forrajes tropicales ( Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ipomoea batata) y
sus mezclas con respecto al Acido Acético.

Solo Mezcla

Edades de corte Vigna Canavalia Ipomoea  Vigna-Ipomoea Canavalia-lpomoea Vigna-Canavalia
6 semana 06% - - 0,4 %0 - . 05°
Bsemanas  139° 069%™ 05% (63" 0,63 116% 08
10semanas 0,09 -~ 06" (63" . . 072
12semanas 054 119* (" 0,37 051 057 05
16semanas - 09" 04™ . 0,53 . 06"
Nsemanas - 129° 03" . 075" . 08¢

T8t 1028 04 L™ 06" 087¢

: 0,662 0,620

'Interaccion Entre Edades De Corte.

“Interaccion Entre Especies Forrajeras.

*Interaccion Entre Fuentes de Suministro.

Datos con letras diferentes, indican diferencias significativas, segun la prueba de Duncan (P<0,05)
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3.2.4.2. Propibnico.

La media més alta de Acido Propidnico se ve en los ensilajes de forrajes solos, lo
gue indica que hubo proliferacion de las bacterias clostridicas, principalmente del
grupo proteolitico, favoreciendo las mezclas con Ipomoea al disminuir los valores
de acido presente, como se muestra en la

Tabla 12.

Tabla 12. Efecto entre las interacciones: estado de madurez, fuentes de suministro y forrajes
tropicales ( Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ilpomoea batata) y sus
mezclas con respecto al Acido Propiénico.

Solo Mezcla
Edadesdecore  Vigna  Canavalia Ipomoea  Vigna-lpomoea Canavalia-lpomoga Vigna-Canavalia
Goemanas 01" - - 008" . S
Bsemanas 03" 03" ou™ ou™ 03’ 02 03°
10semanas  518° - QL™ 3" : .02
12semanas 006" 028" 0,04’ 01" 019 001" 01"
1§semanas -~ 045% 006" : 0L -
Nsemanas - 0™ ou™ - 008" - (0
046" 02 00¢ oM™ o 015"
3 0,54a 0,150

YInteraccion Entre Edades De Corte.

’|nteraccion Entre Especies Forrajeras.

*|nteraccion Entre Fuentes de Suministro.

Datos con letras diferentes, indican diferencias significativas, segin la prueba de Duncan (P<0,05)
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3.2.4.3. Acido Butirico.

El indicador que determiné la calidad fermentativa de los ensilajes, es el acido butirico,
butirico, debido a que este es producido Unicamente por el metabolismo de bacterias
bacterias indeseables (McDonald, et al.,, 1991), alg unos de los ensilajes estuvieron por
por encima del nivel aceptable para la adecuada con servacion. No mostrando diferencias
diferencias significativas entre los tratamientos. El mejor tratamiento fue Ipomoea solo.
solo. Como se muestra en la

Tabla 13.

Tabla 13. Efecto entre las interacciones: Estado de madurez, Fuentes de suministro y
forrajes tropicales ( Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ipomoea batata) y
sus mezclas con respecto a Acido Butirico.

s0lo Mezcl
Edades de corte Vigna  Canavalia Ipomoea Vigna-ipomoea Canavalia-lpomoea Vigna-Canavalia

osemama 01/ - . 047 - . 03
§semanas 071 002 089 082 011 012 03
10semanas 089 - 0 0,24 - . 01
2semanas 136 004 0 0,12 0,007 013 03
16semanas - 009 0,03 - 0,01 . 0
0semanas -~ 158 0 - 0,56 . 0,7

£ 059 043 002 041 014 012

: 039 03

!Interaccion Entre Edades De Corte.
“Interaccion Entre Especies Forrajeras.
3Interaccion Entre Fuentes de Suministro.
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3.2.5. Andlisis de la calidad de los ensilajes

En cuanto a la calidad fermentativa de los ensilajes los que mostraron mejores
caracteristicas fueron las mezclas con Ipomoea, ya que posee, un pH entre 4,5 —
5.6, Acido Acético menor 1.8%, Acido Propionico cercanos a 1% y un contenido de
acido Butirico menor al 0,1% con respecto a los otros tratamientos. En cuanto a
NH3-NT el porcentaje minimo que debe tener un ensilaje con excelentes
caracteristicas en valores menores del 7% lo que indica que hubo degradacion de

proteinas debido al pH alto que se maneja en leguminosas.

Tabla 14 . Composicién Quimica Nutricional (sobre % MS) de los forrajes tropicales (Vigna
unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (lpom  oea batata) y sus mezclas.

Solo Mezclas
Variables Viga Canavlia Ipomoea * Vigna-lpomoea Canavaliapomoea Vigna-Canevalia
Sensorles
Color
Olor 158 1350 1206 12 13,67 14,25 Ul U
Textura
Quimicas
iy a8 519 389 5l 437 446 497 4,53
NH3-NT 1418 138 1828 11983 186 1228 RA U0
Acido Acetico 086 102 037 0,66 051 00 081 0,89
Acido Propionico 0,16 022 009 05 04 017 0,15 0,15
AcidoBuiico 059 043 0,02 039 041 014 0,12 03

L2 Interaccién Entre Formas de Suministro (Solo, Mezcla).

2
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3.3. Analisisquimico de los ensilajes:

3.3.1.Materia Seca Corregida.

La adicién de Ipomoeamejoro la MS

Tabla 15. Efecto entre las interacciones: estado de

tropicales (Vigna unguiculata, Canavalia brasiliens

madurez, fuentes de suministro y forrajes

is) y batata (Ipomoea batata) y sus

mezclas con respecto a Materia Seca Corregida por p  erdidas de acidos grasos.

Sl

Mezcla

Edadesdecote Vigna  Canavela Ipomoga  Vigradipomoea Canavalia-pomoea Vigna:Canavalia

b Semang

B semanas
10 semanas
12 sgmanas
1 semanas
20 semanas

%1%

ARKRY: R

A 1. )

T VAR
BE1' %5°
05" 7!

348"
Bk
315"
575"

- ik
(TR LI Ttk
< g
Bt BT 5
305 - B
50" Ik

13E BB B35

B9

ARk

I

B84

'Interaccion Entre Edades De Corte.
“Interaccion Entre Especies Forrajeras.
*|nteraccion Entre Formas de Suministro.
Datos con letras diferentes, indican diferencias significativas, segin la prueba de Duncan (P<0,05)
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3.3.2.Cenizas.

De acuerdo con la adicion de Ipomoea y la Madurez del forraje, se disminuyoel
contenido de Cenizas, lo que genero un aumento en la cantidad de Materia
Organica, la mejor interaccion de los forrajes la presentaron los forrajes mezclados

como se muestra en laTabla 16.

Tabla 16. Efecto entre las interacciones: estado de madurez, fuentes de suministro y forrajes
tropicales ( Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ilpomoea batata) y sus
mezclas con respecto a Cenizas.

Solo Mezch

Fdadesdecore  Vigna  Canavalia Ipomoea Vigna-pomoea Canavalia-pomoea Vigna-Canavalia
Goemanas  1735° - - 189" -
Bsemanas  1544° 1558° 666° 913" 1208° 149%° 12°
0semanas 336" - 402" 970" -
semanas  1007° 1152° 48" 676" 32" 105" 9
lGsemanas - L4° 5@ - 146° S
Nsemanas - 1016% 438" - Ik .

PG 1237 499° 930" 87" 13°

: 1193 085

'Interaccion Entre Edades De Corte.

“Interaccion Entre Especies Forrajeras.

*Interaccion Entre Fuentes de Suministro.

Datos con letras diferentes, indican diferencias significativas, segun la prueba de Duncan (P<0,05)
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3.3.3. Digestibilidad de los ensilajes.

La mayor digestibilidad in vitro de los ensilajes fue para Ipomoea solo, teniendo en
cuenta que la batata (Ipomoea batata) posee mayor contenido de carbohidratos
hidrosolubles y menos lignina, con respecto a los forrajes. Por lo anterior la mayor
digestibilidad se presento6 en las mezclas con Ipomoea.

La DIVMS se vio disminuida al aumentar la madurez de los forrajes. Como se

muestra en jError! No se encuentra el origen de la referencia.

Tabla 17. Efecto entre las interacciones: estado de madurez, fuentes de suministro y
forrajes tropicales ( Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ipomoea batata) y
sus mezclas con respecto a la DIVMS.

Solo Mezcla
Edades decorte Vigna Canavalialpomoea  Vigna-lpomoea Canavalia-ipomoea Vigna-Canavala ¢

Gsemanas 518" - -« G55 . - ReT
Boemanas 425" 426" A% e02%  sLg7® dops’ L7
10semanas  884° - 6727 4963" . . %
12semanas 9% 278" 755° 6818 549" 3718% 5041
1Gsemanas - 341% 69 . " - 500"
Nsemans - 276" §55° : 54,97 - BT

Papat Rt oot 609 " B! 301°

b 563 5 05h

YInteraccion Entre Edades De Corte.

“Interaccion Entre Especies Forrajeras.

*Interaccion Entre Fuentes de Suministro.

Datos con letras diferentes, indican diferencias significativas, segun la prueba de Duncan (P<0,05)
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3.3.4. ComposicionNutricional de los ensilajes.

En cuanto a la composicidon nutricional de los ensilajes mostraron mejores
caracteristicas las mezclascon Ipomoea, ya que posee, un pH entre 4,5 — 5.0, un
contenido de cenizas y de NH3-NT alrededor del 10%, AcidoAcético menor 2%,
Acido Propibnico cercanos a 1% y un contenido de acidoButirico menor al 0,1%

con respecto a los otros tratamientos.Como se muestra en la Tabla 18

Tabla 18. Composicion Quimica Nutricional (sobre % MS) de los forrajes tropicales (Vignha
unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (lIpom  oea batata) y sus mezclas

NIl Nezcis
Visks Vi Caala bomea ' Vipwpomes Comlionoea Vo
0 A R O A O WA 0 bl B
(s~ | b B9
DS 4 3
LS % B 2N 2 h

2 Interaccion Entre Formas de Suministro (Solo, Mezcla).
*materias primas sin ensilar (r = -0.93) con DIVMS

2 8
¥ U
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3.4. Caracterizacion molecular de BAL en los ensila  jes.

La inclusién de una fuente de carbohidratos solubles como lo es el tubérculo de
Ipomoeamejor6 notablemente las concentraciones de bacterias, lo cual conlleva a
acelerar el proceso fermentativo, incrementandose, asi la produccion de acidos
grasos volatiles, y mejorando la calida de los ensilajes. Como se muestra en la

Tabla .

Tabla 19. Efecto entre las interacciones: estado de madurez, fuentes de suministro y
forrajes tropicales ( Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ipomoea batata) y

sus mezclas con respecto a numero de Bacterias

500 Mezch
Edadesdecote Vigna  Canavalla  Ipomoea  Vigna-pomoea. Canavaliapomoea Vigna-Canavalia
b semanas .  oh ”
Bemanas  +% 44 B0 g DRID ,, n
10semanag 400 “ g olfimp ”
19 semanas + (efghijm b abedefg| bt bedfy hmnop 4 fyilo + fohil
Gsemanas . . A 1 1l
Nsemanas .. . ) 34

+ 0 - 6 bacterias

++  6- 8 bacterias

+++ 8-12 bacterias

a. Rhizobuim trifolii

c. Flavobacterium johnsoniae.
d. Lactobacillus brevis.

e. Bulkholderia glumae.

f. Lactobacillus plantarum

j. Agrobacterium tumefaciens.
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3.4.1.Extraccion de ADN y Amplificacién de los gen es
16S.

El procedimiento utilizando CTAB para la extraccion de ADN total, mostro
buena cantidad y alto peso molecular con buena pureza, libre de inhibidores o
contaminantes (Figura 1), los productos amplificados con los primers
universales Coml (Forward) y Com2-Ph (Reverse) amplificando la regién 16S
rDNA gen bacteriano presente en todos los organismos procariotas tuvieron un
peso molecular entre 300 a 400 bp(Figura 2).

Vigna / Canavalia/! Caupi/
vigna ipomoea Ipomoea batals Canavalia Ipomoesa Canay

Figura 1. Extraccién de ADN total de ensilajes de f orrajes tropicales Vigna unguiculata,
Canavalia brasiliensise Ipomoea batata y sus mezclas, con diferente edad de corte.
Utilizando Bromuro de Cetiltrimetilamonio (CTAB).
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Vigna / Canav/ Vigna /
Vigna ipomoea Canav ipomoea Ipomoea batata Canav

bp 10 12 10 12 12 16 12 16 08 10 12 12 16 20 10 bp

-—1,500

---100

Figura 2. Amplificacién de la regién 16S rDNA de en silajes de forrajes tropicales Vignha

unguiculata, Canavalia brasiliensis e Ipomoea batata y sus mezclas, utilizando los primers
universales com1 y com 2-Ph* (*contiene un grupo fo  sfato en el terminal 57).

3.4.2.Analisis Por SSCP.

En los analisis por SSCP, los primers Coml y Com 2Ph, disefiados para
amplificar la regién de los genes 16S rDNA de las eubacterias, identificando un
total de 17 bandas sencillas de ADN diferente, mostrando variaciones en la
estructura de las comunidades bacterianas en geles de MDE. Las mezclas de
las leguminosas con batata (1:1) mostraron mayor namero de bandas, lo que
representa una amplia variedad de bacterias. El factor edad de corte también
afecté la cantidad de bandas. En las lineas 1, 13 y 25, el marcador de
comunidad compuesto por 6 bandas: (Rhizobium trifolii, Flavobacterium
johnsoniae, Burkholderia glumae, Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum
y Agrobacterium tumefaciens.)(Figura 3). Electroforeticamente Lactobacillus
brevis y Lactobacillus fermentum tienen la misma conformacion en geles de
SSCP.

Las bacterias mas comunes en los tratamientos fueron: Posicion g.bacteria

desconocida, se encontré en 15 de los 24 tratamientos (Figura 4); demostrando
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ser la especie dominante en todos los perfiles de SSCP, independientes del
ensilado o la edad de corte, lo que sugiere que las bacterias que pertenecen a
esta banda puede adaptarse a diferentes condiciones. Otros signos, como la
posicion f. (Lactobacillus plantarum) se encontré en 13 de los 24 tratamientos y la
posicion d. (L. brevis) se encontré6 en 9 de 24 tratamientos, estas bacterias
parecen ocurrir en la mayoria pero no en todos los perfiles, independientes de la
edad de corte y la mezcla, y otros signos como en la posicion j. (Agrobacterium
tumefaciens) se encontr6 en 7 de los 24 tratamientos. En la posicion. c.
(Flavobacterium johnsoniae) ocurrio en 6 de los 24 tratamientos.

Basados en los resultados de identificacion de grupo de andlisis, estos perfiles
mostraron una similaridad de 54.1% entre las Formas de Suministro y las Edades
de Corte.

Vigna / Canavalia/ Vigna/
Vigna Ipomoea Ipomoea batata  Canavalia Ipomoea Caupi

Mc 06 08 10 12 06 08 10 12 08 10 12Mc 16 20 08 12 16 2008 12 16 20 0812 Mc

. F. johnsoniae--
L. brevis - L. fermentun--

Figura 3. Perfiles SSCP producidos por amplificaci6  n de PCR del gen 16S rDNA de muestras
de ensilajes de forrajes tropicales Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis e Ipomoea batata
y sus mezclas, con diferentes edades de corte. En|  alinea 1,13 y 25 marcador de comunidad
compuesto por: Rhizobuim trifolii, Flavobacterium johnsoniae, Burkholderia glumae,
Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum y Agrobacterium tumefaciens.
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Estos perfiles revelan 3 grupos que se encuentran influenciados por la especie
(Canavalia, Ipomoea y Vigna); el grupo |, se encuentra influenciado por los
tratamientos con Ipomoea batata, el grupo Il se encuentra influenciado por los
tratamientos con Canavalia y su mezcla con Ipomoea y el grupo Il influenciado
por Vigna y sus mezclas, como se muestra en la Figura 4.

=100

=] o
1 P a b ecd efghijklm n o p

Vigna-Ipomoea 10 sem

65| Vigna-lpomoea 12 sem

Ipomoea 8 sem

02 [pomoea 16 sem

[pomoea 12 sem
Canavalia 8 sem
Canavalia-lpomoea 12 sem

54.1

83.3

g2 Canavalia-lpomoea 8 sem

- . Canavalia-Ipomoea 16 sem

Canavalia-Ipomoea 20 sem

56

Vigna 10 sem

ar.s
vigna 12 sem

B85 Vigna-Canavalia 12 sem

) Vigna 8 sem

'iﬂaj-“‘;{‘-- | Vigna-lpomoea 6 sem

Figura 4. Andlisis de similaridad de perfiles de SS  CP producidos por amplificacién de PCR
del gen 16S rDNA de muestras de ensilajes de forraj es tropicales Vigna unguiculata,
Canavalia brasiliensis e Ipomoea batata y sus mezclas, con diferentes edades de corte como

se muestra en la figura 3. Usando GelCompar Il. Mar cador de comunidad en las posiciones f.
(Lactobacillus plantarum), d. (Lactobacillus brevis), j. (Agrobacterium tumefaciens), c.
(Flavobacterium johnsoniae), e. (Bulkholderia glumae) y a. (  Rhizobuim trifolii).

En las técnicas de SSCP o DGGE- TGGE usadas para analisis de comunidad
microbiana, el tamafo de los productos disponibles de perfiles genéticos (longitud
maxima de cerca de 500 bp) puede limitar la precision de la identificacion de las
especies, pero podria no ser crucial para una evaluacion comparativa de las
estructuras de la comunidad microbiana en las muestras (Smalla, et al., 2007)
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Los perfiles genéticos generados de SSCP consistieron en 17 productos
distinguibles (longitud maxima de 450 pb) con diferente intensidad, lo que reflejo la
riqueza y abundancia de bacterias dentro de los ensilajes, estos productos fueron
diferentes en movilidad electroforética, probablemente debido a diferentes
secuencias, causando diferentes conformaciones bajo condiciones no
denaturantes. Sin embargo, existe la posibilidad de que productos Unicos podrian
haber adquirido mas de una conformacion, bajo tales condiciones(Orita, Masato;
Iwahana, Hiroyuki; Kanazawa, Hiroshi; Hayashi, Kenshi; Sekita, Takao,
1989)(Dohrmann & Tebbe, 2004).

Uno de los principales inconvenientes de esta técnica, es que no se han podido
determinar con precision los efectos de algunos parametros que afectan la
sensibilidad del analisis de SSCP, como por ejemplo: la composicién del gel, el
tamafio del fragmento de ADN, la composicion del tampdn, los aditivos como el
glicerol, la concentracion de ADN y el contenido de guanina/citosina (G+C) del
ADN. Por otro lado se ha sefalado que fragmentos mayores de 200 nucledtidos
son menos sensibles a ser detectados por SSCP (Sheffield, et al., 1993), sin
embargo, el presente trabajo ha demostrado que en condiciones adecuadas alelos
entre 350 y 400 pares de bases pueden ser detectados.
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4. CONCLUSIONES.

4.1. Andlisis quimico de las materias primas.

Los rangos para evaluar un forraje para ser ensilado con buenas caracteristicas
son las siguientes: MS mayor de 35%, , PC mayor de 7%, Cenizas menor del
10%, FDN menor de 50% y FDA menor de 25%. Manteniendo estos valores
disminuyen las perdidas por efluentes, pH disminuye rapidamente evitando

degradacion de proteinas, consumo Y la digestibilidad no se ven afectados.

4.2. Calidad de los ensilajes

Se puede afirmar que la inclusiéon de Ipomoea batata mejoro la calidad de los
forrajes tropicales (Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis), principalmente por
el aporte de carbohidratos solubles lo que favorecié un aumento en la poblacion

bacteriana, descenso del pH y unas buenas caracteristicas organolépticas.

en forrajes tropicales (Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ipomoea
batata) y sus mezclas, el momento optimo de corte fue entre las 10 y las 12
semanas cuando se presenta una mejor tendencia hacia los parametros de
importancia relacionados con la calidad en los ensilados, como lo son bajo pH,

baja CB y menor cantidad de nitrégeno amoniacal.

4.3. Valor nutricional de los ensilajes.

El valor nutritivo de los ensilajes y la digestibilidad de los mismos, estaba ligado
directamente con la calidad de conservacién, que viene definida por los productos
finales de las fermentaciones (NH3-NTy acidosorganicos), estos parametros

aportaron informacion sobre el proceso fermentativo que tuvo lugar en losensilajes
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delos forrajes tropicales (Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata

(Ipomoea batata) y sus mezclas.

4.4. Caracterizacion molecular

Este estudio demostrd la aplicabilidad y factibilidad de la técnica de PCR-SSCP
para evaluar la diversidad de bacterias encontradas en ensilajes de forrajes
tropicales (Vigna unguiculata, Canavalia brasiliensis) y batata (Ipomoea batata) y
sus mezclasa diferentes edades de corte, también demostré ser una herramienta
atil para estudiar los factores que afectan el ensilado, aparte de controlar la
presencia o ausencia de miembros de la poblacion en estudio.

La técnica de SSCP para caracterizar las comunidades bacterianas utilizando
primers universales demostré, que los ensilajes con mezcla de Ipomoea
batata,presentaronlas mejores caracteristicas sensoriales y los valores mas bajos
de pH, lo mismo que una alta variedad de bacterias y una buena calidad del

ensilaje.

Es importante mencionar que los productos comerciales de bacterias, incluyen una
0 mas de las siguientes especies: Lactobacillus plantarumu otras especies de
Lactobacillus, especies diversas Pediococcus, y Enterococcus
faecium.BacteriasHomofermentadores [estas producen mas del 85% del acido
lactico a partir de hexosas (azucares Cg) como la glucosa pero no pueden
degradar las pentosas (azucares Cs) como la Xilosa]. Comercialmente no
distribuyen inéculos especificos para ser utilizados en los silos de leguminosas y
forrajes tropicales,en los que los carbohidratos solubles predominantes son las
pentosas.Esta investigacion pretende poner a disposicion de los productores,
posibles alternativas de in6culospara ensilar forrajes que normalmente son dificiles

de ensilar como son las leguminosas y forrajes tropicales.
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ANEXOS

Anexo A. Description of the DLG-key

Sensory evaluat

Deseription of ithe INLG- (rerman iculiural Association

1. Smell Poimis
g} free of butynic scid smell, pleasant sounish, aromatie, fruitlike, also distine
breadlike 14

b) weak or only in traces existing butyric acid smell {finger test)

or stromgly sour, acrid, hitle aromatic

or weak, but pleasant roast smell if pre-wilted silage K
o) moderate butvric seid smedl
or distinet, often aceid roast smell
or musty 4
strong butyric acid smell
ar amimonia smell

d)

ar stale, only very weak acid smell 2
) faecal smell, rotten 0
L Structure
a) structure of leaves and stem maintained 4
b} structure of leaves and stem poor 2

¢) structure of lesves and stem very poos, greasy, slimy

ar light mould formation

ar light soiling |
di leaves and stems rotten

ar heavy mould formation

ar heavy zoiling 0
3 Colour
4} eolour of silage corresponds to that of the parent material

it silage from clover, grass-clover etc. also light broswming 2
b colour little changed, light yellow to brownish |

¢} colour heavily changed, poisonous green
or light vellow decolourised

ot heavy mould forrmation 0
4, Grade of guality

| excellent H0-18 points

I good 1 7-14 points

3 wverige I 3= 1100 povirins

4 moderate to bad 9- 5 points

5 spoiled 4- 1} points

5 General binis

The key concentrates on the judgerment and evaluation of few external charactenstics
bt which are definitely perceptible. That 15 why intenmediate poinis at evaluating the
dEilferent characteristics of smell, strocture and colowr must not be given.

The judgement of silage results muinly from its smell; the structure and oo small extent
the colour are comprised as @ suppor,
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Anexo B. Solucién Fibra Detergente Neutro.

Reactivo Cantidades
Borato de sodio 68.19
Fosfato disodico. 456 ¢g
EDTA 186.12 g
Sulfato Lauril sodico 1070 mL

Ethylenglicolmomoethylether 100 mL

Volumen Total 101

Anexo C. Solucién Fibra Detergente Acida

Reactivo Cantidades

H2SO4

274.75 mL

Hexadecyltrimethyl Amonium Bromide. 200 g

Volumen Total 10 |

Anexo D. Protocolo Extraccion con CTAB.

EXTRACCION CON CTAB

En un tubo Falcon de 15 mLdeposite 500 mg de macerado fino de tejido liofilizado. Golpee el fondo del tubo
suavemente para que el contenido se compacte levemente.

Adicionar 5 mL de Buffer de extraccion a 60C y 50 mg de polyvinylpyrrolidone (PVP 40,000) mezclar
durante 10 segundos con vortex.

Incubar a 60 °C durante 60 minutos. Mezclar invirtiendo el tubo cada 10 minutos aproximadamente
Deje los tubos 5 minutos a temperatura ambiente. (20C)

Adicionar 6 mL de Cloroformo: Isoamyl alcohol (24:1), mezclar por inversion

Centrifugar a 3000 r.p.m. durante 20 minutos

Recupere el sobrenadante en un tubo nuevo y repita el paso anterior

agregue 1/2 volimenes 5 M de NaCl mezcle y adicione 2 volimenes de etanol absoluto frio para precipitar
los &cidos nucleicos. mezclar suavemente por inversion.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Incube a -20C toda la noche

Centrifugar a 3000 r.p.m durante 6 minutos

Descarte el sobrenadante y lave el pellet con etanol frio al 70%

Secar el pellet

Disolver en 300 pl de TE

adicione a cada muestra 3 pl de RNasa A [10 mg/ mL] incube por 1 hora

adicione a cada muestra 3 pl de Proteinasa K [1 mg/ mL] incube por 30 min

Adicionar 150 pl de Fenol y 150 ul de Cloroformo, a cada muestra y mezcle por inversion
Centrifugar a 14,000 r.p.m. durante 15 minutos

Recupere el sobrenadante en un tubo nuevo

agregue 1/10 volumenes 2 M de Na acetato, mezcle y adicione 2 volimenes de etanol absoluto frio para
precipitar los &cidos nucleicos. mezclar suavemente por inversion. Deje toda la noche a -80C

Posteriormente adicionar 650 pl de Cloroformo: Alcohol Isoamyl (24:1) mezclar por inversion NO USE
VORTEX.

Centrifugar a 14,000 r.p.m. durante 20 minutos, descarte el sobrenadante.

Enjuague suavemente el precipitado en 500 pl etanol al 70% frio y elimine en alcohol con cuidado de no ir a
desprender el pellet

Secar el pellet. Asegurarse de no dejar restos de etanol en el tubo.
Resuspender el pellet en 50 pl de TE

Verificacion en gel de agarosa al 0.8%

Fuente:(Porebski, et al., 1997)

Anexo E. Condiciones para la amplificacion de lare  gion 16S rDNA

Reactivos inicial final Vol 1X
Agua 28.8 ul
Buffer 1 10 pl
dATP, dCTP, dGTP y dTTP mM (Promega®) 2 0.2 5ul
MgCl2 mM 25 1.5 3ul
Cebadores Com1 mM 10 0.2 1yl
Cebadores Com 2 ph mM 10 0.2 1yl
Flexi go Taq Polimerasa Promega® u/ pl 5 1 0.2 ul
ADN 10 ng/ pl 1l
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TOTAL 50 ul

Anexo F. Programa para la amplificacion de la regié6  n 16S rDNA

Numero de ciclos Temperatura Tiempo

1 ciclo 95C 15 minutos
29 ciclos 94<C 30 segundos
29 ciclo 50C 60 segundos
29 ciclo 72TC 70 segundos
1 extension final de 72C 7 minutos

Anexo G. Protocolo Wizard® PCR Preps DNA Purificati  on Resin (Promega Corporation)

PROTOCOLO PURIFICACION ADN

En un tubo de 1.5 mL adicionar 100 ul de Direct PCR Purification Buffer
Adicionar 50 pl del producto PCR

Vortex por 1 minuto

Adicionar 1 mL de resina

Vortex por 3 minutos

Mezclar por inversion 1 minuto

Preparar Wizard ® Minicolumnas por cada muestra

Ensamblar la jeringa con la minicolumna Wizard ®

© © N o gk w0 DN E

Colocar la mezcla en la jeringa con la minicolumna y el tubo Eppendorf

.
©

Aplicar al vacio

[N
=

Adicionar 2 mL de Isopropanol al 80% frio en la jeringa

N
N

Aplicar al vacio por 30 segundos

i
w

Centrifugar a 10000 rpm por 2 minutos

-
»

En un tubo nuevo, adicionar 50 pl de agua di destilada a la minicolumna

[N
o

Dejar reposar por un minuto

i
o

Verificar que el agua haya quedado en contacto con la membrana de la minicolumna

[N
~

Centrifugar a 10000 rpm por 28 segundos a 20 C

18. Refrigerar la muestra a -20 C verificar en gel de agarosa al 1.5 %
fuente: www.promega.com
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Anexo H. Condiciones para la digestion con enzima L

Reactivos 1X
Buffer (A) Exonucleasa 4 ul
(A\) Exonucleasa 0,5 ul
H20 BIDESTILADA 5,5 ul
ADN 10 pl
TOTAL 20 pl

84

ambda exonucleasa



Anexo |. Protocolo Limpieza con Fenol-Cloroformo

© ©® N o O s DR

10.
11.
12.
13.
14.
15.
Fuente. Orita et al., 1989

PROTOCOLO FENOL:CLOROFORMO (1:1)

Agregar 1 volumen de Fenol-Cloroformo 1:1
Mezclar NO USE VORTEX

Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos

En un tubo nuevo recuperar el sobrenadante
Adicionar un volumen de Cloroformo
Mezclar NO USE VORTEX

Centrifugar a 14000 rpm por 10 minutos

En un tubo nuevo recuperar el sobrenadante
Adicionar 0.1 volimenes de acetato de sodio 3M y 2.5 volimenes de etanol absoluto frio
para precipitar

Mezclar NO USE VORTEX

Incubar a -20 por 1 hora

Centrifugar a 10000 rpm por 15 minutos
Descarte el sobrenadante

Secar el etanol en speedvac

Resuspender en 12,5 yL de TE a pH 7,6.

Anexo J. Concentracion Del Gel MDE

Concentracion 0.7X

MDE 2x 8.75 mL
TBE 10x 2.5mL
H2o Bidestilada 13,75 mL
Temed 20 pul
APS 10% 200 pl
Total 25 mL
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Anexo K . Protocolo de Tincion Plata

Protocolo de Tincién Plata

1. Los vidrios con el gel son sumergidos en una bandeja con solucion fijadora (acido acético 10%) se retiran
los vidrios y se coloca con agitacién constante durante 20 min.
Nota: se puede reutilizar esta solucion.
2. Se lava con agua bidestilada por 5 min. Con agitacién constante
3. Sevuelve a lavar con agua bidestilada por 5 min. Con agitacion constante
4. Se adiciona la SoluciénTincién con plata (0.1% AgNO3) por 30 min. Con agitacién constante y en oscuridad
(tapando la bandeja).
Nota: esta solucion se puede reutilizar por 7 Veces
5. Selava el gel con agua bidestilada por 5 segundos. Con agitacion constante
6. Se introduce el gel en la solucién reveladora (Na,COg, formaldehido 37%, tiosulfato de sodio 10mg/mL) por
10 min. Con agitacion constante
Nota: esta solucién se debe de encontrar a 4° C para obtener un buen revelado y debe ser en constante
oscuridad (tapando la bandeja).y no se puede reutilizar Evite exponer la solucion a la luz. Agregue el
formaldehido a la solucién en la campana de extraccion.
Almacene a 4 C.
7. Se sumerge el gel en solucién de parada por 5 min. Con agitaciéon constante
8. Se lava con agua bidestilada por 3 minutos. Con agitacion constante
9. Se vuelve a lavar con agua normal por 3 min. Con agitacién constante
10. Se le adhieren al papel Hidratado a ambos lados del gel y se coloca a secar por 1 dia.
Nota Importante:
NUNCA arrojar la soluciéon de Nitrato de Plata (Solucion de Tincion) al vertedero. Después de usar la solucion de
tincién y cuando ya se vaya a eliminar, adicionar 5 gr de NaCl por litro/sln, dejar decantar y filtrar con papel filtro

Whatman y descartar los desechos organicos.

Fuente: Promega Inc Madinson, Wisconsin., USA

Anexo L. TBE 10X

Reactivo Cantidades
Tris Base 108g
Acido Borico 559

EDTA 0.5M 40mL

Volumen Total 2000 mL
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Anexo M. Buffer de Extraccion.

Reactivos Concentracion final volumen
CTAB 3% 3qr
EDTA 0.5M pH 8.0 20 mM 4 mL
Tris-HCI 1M pH 8.0 100 mM 10 mL
NacCl 1.4 M 8.18 gr
PVP-40 1% 1gr
Volumen final 100 mL

Nota: Adicionar el PVP-40 minutos antes de la extraccion

Anexo N. Buffer de Carga 2X (Amersham, 1994).

Reactivos Concentracion final volumen
Formamida 95% 47.5 mL
EDTA (0.5M; pH 8.0) 20mM 2mL
Azul de Bromofenol 0.05% 0.025 gr
Xilencianole FF 0.05% 0.025 gr
TOTAL 2X 50 mL

Anexo O. Geles de agarosa

% Gel Agarosa (q) TBE 10X (mL)
2 2,4 6
15 1,8 6
0,8 0,96 6
Volumen final 120 mL
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Anexo P. Solucién Fijadora o de parada

Reactivos Concentracion final volumen
AcidoAcético 10% 100 mL

H20 Bidestilada 900 mL
Volumen final 1000 mL

Anexo Q. Solucién Reveladora

Reactivos volumen
Na2CO3 309
Formaldehido 37% 1,3mL
Tiosulfato de sodio 185,8 pl
H20 Bidestilada 1000 mL
Volumen final 1000 mL

Nota: Evite exponer la soluciéon a la luz. Almacene a 4C

Anexo R. Solucién Tiosulfato

Reactivos volumen
Tiosulfato de sodio 0,19
H,O Bidestilada 10 mL
Volumen final 10 mL

Nota: Evite exponer la solucion a la luz. Almacene a 4C

Anexo S. Solucién nitrato de plata
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Reactivos volumen

AgNO; 1g
H>O Bidestilada 1000 mL
Volumen final 1000 mL

Anexo T. Protocolo de Digestibilidad in vitro

Protocolo Digestibilidad in vitro

1. Pesar 0.5 g de muestra molida que ha sido pasada por un tamiz de 1mm dentro de un Erlenmeyerde 250

mL
2. Agregar 25 mL de solucién tampén fosfato 0.1M, pH 6.0
3. Mezclar lentamente
4. Adicionar 10 mL de HCL0.2 M
5. Ajustar el pH a 2.0 con la ayuda de HCL 1M y NaOH 1M
6. Agregar 1mL de pepsina
7. 0.5 mL de Cloramfenicol
8. Cerrar el Erlenmeyer con papel parafilm
9. Colocar a bafio maria a 39C por 2 horas
10. Pasadas las 2 horas
11. Agregar 10 mL de solucién tamp6n fosfato 0.2M, pH 6.8
12. Mezclar lentamente
13. Adicionar 5 mL de NaOH 0.6 M
14. Ajustar el pH a 6.8 con la ayuda de HCL 1M y NaOH 1M
15. Mezclar lentamente
16. Agregar 1mL de pancreatina
17. Cerrar el Erlenmeyer con papel parafilm
18. Colocar a bafio maria a 39 por 4 horas
19. Transferir el residuo de los Erlenmeyer con agua destilada al sistema de filtracién de vacio usando crisoles
filtrantes porosidad 2 (P,)
20. Lavar durante 3 min (por 2 veces) el residuo con 10 mL de etanol al 96%y por 2 veces con 10 mL de

acetona al 99.5%

21. Secar el crisol en la estufa a 60C por 24 horas

Fuente: (Leterme & Estrada, 2008)

Anexo U. Solucién KH2PO4 0.1 M
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Reactivos volumen

H20 Bidestilada 1000 mL
Volumen final 1000 mL

Anexo V. Solucién Na2HPO4 0.1 M

Reactivos volumen

Na,HPO4 14.196 g
H20 Bidestilada 1000 mL
Volumen final 1000 mL

Anexo W. Buffer Fosfato 0.1M pH 6.0

Reactivos volumen
Na,HPO4 125 mL
KH,PO,4 875 mL
Volumen final 1000 mL

Anexo X. Solucién KH2PO4 0.2 M

Reactivos volumen

KH,PO, 27.218 g
H20 Bidestilada 1000 mL
Volumen final 1000 mL
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Anexo Y. Solucion Na2HPO4 0.2 M

Reactivos volumen

Na,HPO4 28.392 g
H20 Bidestilada 1000 mL
Volumen final 1000 mL

Anexo Z. Buffer Fosfato 0.2M pH 6.8

Reactivos volumen

Na,HPO4 495mL
KH,PO,4 505mL
Volumen final 1000 mL

Anexo AA. Solucién Pepsina.

Reactivos volumen

Pepsina Porcina

(2000 FIP MERK) 25¢
HCL 0.2 M 1mL
Volumen final 1 mL

Anexo BB. Solucién Cloranfenicol

Reactivos volumen

Cloranfenicol
(SIGMA No C-0378) 05¢g
Etanol % 100mL

Volumen final 100 mL




Anexo CC. Solucién Pancreatina Porcina

Reactivos volumen

Pancreatina Porcina
(Nivel N-Sigma No P-1750) 0.1g

Etanol 96% 0.5mL
Acetona 99.5% 0.5 mL
Volumen final 1 mL
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