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CAPITULO |

INTRODUCCION

El desarrollo de la ganaderia en la region del Istmo de Tehuantepec Oaxaca,
demanda una creciente produccién de forrajes para cubrir las necesidades
alimenticias del ganado. Entre las condiciones biofisicas y socioeconémicas
imperantes en la region, cabe mencionar la incidencia de vientos fuertes
durante la mayor parte del afio, el incremento constante de las éareas
ensalitradas, la existencia de suelos con texturas pesadas (arcillosos) dificiles
de labrar, la escasez de mano de obra y las tradiciones y costumbres regionales
son factores que influyen en que el desarrollo 6ptimo de los cultivos agricolas
sea limitado (SARH, 1983). El ensilado de cultivos forrajeros podria aportar una
importante contribucion para optimizar el funcionamiento de los sistemas de
produccion animal en zonas tropicales y subtropicales (Wilkins et al.,1999,

citados por Oude et al., 2000).



La elaboracion de ensilado es una practica que se realiza en todo el mundo con
el objetivo de preservar los alimentos ya sean granos, forrajes o subproductos
para ser almacenados y que estos conserven todo su valor nutritivo para luego

ser proporcionados para la alimentacion animal (Gonzalez, 2013).

Ciertos cultivos muestran deficiencias en algunos componentes nutritivos
esenciales para una buena dieta para rumiantes. Al suplir los elementos
deficitarios con uno o varios aditivos en el momento de ensilar se mejora el

valor nutritivo del forraje (Glewen y Young, 1982, citados por Oude et al., 2000).

Para detectar el valor nutritivo de los forrajes o cualquier alimento destinado a la
dieta animal es necesario hacer un analisis proximal o bromatolégico que
consiste en hacer el andlisis quimico y fisico, para evaluar que los alimentos
aportados cumplan con los requerimientos nutricionales del animal (Shimada,

2009)

Dentro de los silos se encuentran bacterias acido lacticas (BAL) ejerciendo
diferentes funciones en el proceso fermentativo del forraje. Las BAL estan
constituidas por un grupo heterogéneo de bacterias Gram positivas, con un
metabolismo estrictamente fermentativo (Holzapfel et al.,, 2001), presentan

forma de cocos o bacilos anaerobios que producen mayoritariamente acido



lactico como producto final de la fermentacién de los carbohidratos, asi como un

bajo contenido de guanina y citosina (Axellsson, 1998).

Existen diferentes técnicas para detectar que tipos de bacterias se encuentran
en determinado habitat, entre ellas las técnicas moleculares que son rapidas y
proveen un perfil de la diversidad genética de una comunidad bacteriana.
Codificando el gen SSU-ARN se refleja la relacion evolutiva de
microorganismos Yy la secuencia de esos genes permite agrupar e identificarlos
(Woese, 1987; Schafer y Muyzer, 2001, citado por Avilés 2011). Entre las
técnicas moleculares que emplean la amplificacion de genes del RNAs se
encuentran los métodos basados en PCR (reacciébn en cadena de la
polimerasa) tales como DGGE (Electroforesis de geles con gradiente
desnaturalizante), entre otras (Sanz y Kdchling, 2007; Cedefio, 2005b, citados

por Avilés, 2011).
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo general

Realizar el andlisis bromatoldgico y deteccion de las comunidades bacterianas
en ensilados de diferentes especies de gramineas forrajeras de corte en San

Pedro Comitancillo, Oaxaca.

1.1.2 Objetivo especifico

Realizar el analisis bromatologico a ensilados elaborados con diferentes

aditivos.

Detectar las comunidades bacterianas que existen en cada uno de los ensilados

sometidos a estudio.

11



1.2 Hipotesis

Ha: Existe diferencia en el valor nutricional y en la biodiversidad bacteriana en

los diferentes tipos de ensilado sometidos a evaluacion.

Ho: No existe ninguna diferencia en el valor nutricional ni biodiversidad

bacteriana entre los diferentes tipos de ensilados sometidos a evaluacion.

12



CAPITULO I

FUNDAMENTO TEORICO

2.1 Laimportancia de las gramineas forrajeras

Las gramineas forrajeras, son uno de los grupos vegetales mas importantes
desde el punto de vista econOmico. El valor nutritivo de los forrajes esta
determinado por la presencia de altos porcentajes de sustancias nutritivas,
como proteinas, vitaminas, minerales y carbohidratos que son necesarios para
la salud, crecimiento y productividad de los animales, asi como también por las
adaptaciones biolégicas que permiten su facil y rapida reproduccién vegetativa.
En general, las gramineas presentan una mayor cantidad de carbohidratos
mientras que las leguminosas poseen mas proteinas. Sin embargo, la calidad,
cantidad y distribucion de estos nutrientes en las plantas estan influidos por
factores fisicos como las condiciones climaticas imperantes, la fertilidad del
suelo y la época del afio, asi como por factores bioldgicos dentro de los que

destaca la edad de la planta (grado de madurez), la intensidad del pastoreo y la



actividad competitiva de las malezas (Davila y Valdés, 1995, citados por

Jiménez et al., 2014).

2.1.1 Caracteristicas de las gramineas forrajeras sometidas a estudio

2.1.1.1 Cubano verde (Pennisteum purpureum x P. Glaucum)

El cubano verde es un hibrido de Pennisteum purpureum x P. Glaucum,
producto del cruzamiento entre el pasto cubano CT — 169 y el cultivar de millo
perla Tifton. Este fue obtenido en la estacion experimental en Tifton de la
Universidad de Georgia, Estados Unidos de América. Se caracteriza por una
alta proporcion de hojas, las cuales son largas y anchas y ademas no presentan
pelos o vellosidades, el rendimiento de materia verde en algunas zonas
experimentales llega a ser de 45.125 toneladas por hectarea con 26 % de
materia seca y 11 % de proteina. La ausencia de vellosidades permite que sea
cortada manualmente, por lo que se ha popularizado entre los pequefios
productores. Es una buena opcion para la engorda en corral en pequefias
cantidades y para la produccion de forraje bajo riego. También se puede utilizar
ensilado. Se recomienda dejarlo crecer desde noviembre y comenzar a usarlo
en febrero siguiente. Esto permite disponer de un importante volumen de

biomasa en el potrero que puede ser utilizado en la época seca (INIFAP, 2012).

14



2.1.1.2 King grass (Saccarum sinense)

Rodriguez, (1984) citado por Alvarez et al., 2014, menciona que es un hibrido
entre Pennisteum purpureum y P. Thyphoides, conocido como pasto Napier;
pasto hibrido elefante o pasto hibrido Pennisteum. La hibridacién de estos
pastos ocurrid naturalmente. El King Grass tiene un crecimiento erecto de sus
macollos y alcanza alturas de 4-5 m, produce 30-50 retofios, los tallos de 1.4-
2.4 cm de diametro presenta pigmentaciones, los entrenudos con un largo entre
los 7 y 25 cm estan cubiertos completamente por las vainas de las hojas. Los
retofios principalmente producen 20-30 hojas lanceoladas con superficies
pubescentes y con dimensiones de 85 x 3.4 cm. La fertilizacion nitrogenada
incrementa la produccion; pero esta tiende a bajar conforme aumenta la edad
de la planta por el incremento del tallo y la disminucién de hojas. Los rangos
van de 20 a 43 t MS/ha/afio, con un manejo de cortes entre las 4 y 8 semanas
de edad. Los rendimientos son muy variables y dependen de las condiciones
climaticas como temperatura, duracién e intensidad de luz y distribucién de las

lluvias y humedad; fertilidad de suelos manejo y nivel de fertilizacién utilizada.

2.1.1.3 Cubano Morado (Pennisteum purpureum)

Es una especie de la familia Poaceae nativa de las planicies tropicales de Africa

15



(Zimbawe) clasificada como Pennisteum purpureum. Es de un color verde
amarilloso, pasando por un verde intenso, o un verde obscuro, sélido o con
vetas moradas predominantemente purpuras. Es una planta perenne de 1.80 a
2.00 m de altura, con las hojas aserradas de 30 a 120 cm de longitudy 2 a 4 cm
de ancho. El nombre hierba de elefante deriva del hecho de que es el alimento
favorito de estos animales. Tiene un vigoroso sistema de raiz. A veces en la
parte basal del tallo le brotan estolones que echan raices. El tallo es ramificado.
La inflorescencia es una espiga falsa de hasta 30 cm de largo, densa,
generalmente de color amarillo o marrén; y que en ocasiones puede
presentarse de color violaceo. Crece altitudes desde 0 hasta 2000 msnm en
regiones con precipitaciones pluviales superiores a 1500 mm; no obstante, su
profundo sistema radicular le permite mantenerse en los periodos de sequia.
Prospera mejor en suelos profundos y fértiles desde arcillosos hasta arenosos

(INIFAP, 2012, citado por Alvarez et al., 2014).

2.1.1.4 Tanzania (Panicum maximum cv. Tanzania)

Perenne de porte erecto tipo macollo, su altura varia entre 1 y 1.5 m, posee
hojas vellosas, largas y decumbentes. Su inflorescencia se presenta en forma
de panicula, cuya floracion responde a la época de lluvias. El rendimiento de
cosecha de semilla es de 132 kg/ha de semilla (CORPOICA, 2014, citado por

Jiménez et al., 2014).
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Es un pasto exigente en Foésforo y Potasio, principalmente en la fase de
establecimiento; exige suelos de fertilidad natural alta. Buena ganancia de peso
animal, alta produccion de hijas en su follaje (80%), y alto rendimiento de
materia verde. Tanzania produce 60% mas de forraje que el Guinea comun. Es
completamente tolerante a mosca pinta. Requiere una precipitacion minima de
800 mm/afio. Produce 130 t/Ha/afio de materia verde 26 t M.S/Ha/afio. Resiste
bien al pisoteo y tiene buena resistencia al fuego y a la sequia. Su resistencia al
frio y al encharcamiento es baja. Palatabilidad y digestibilidad excelentes. La
época de siembra es durante la estacion lluviosa, al voleo o en surcos
separados 60 cm y 20 cm entre plantas, con una profundidad de hasta 2 cm.
Germinacion de 10 a 20 dias después de la siembra (Guiot, 2001, citado por

Jiménez et al., 2014).

2.1.1.5 Mombasa (Panicum maximum cv. Mombasa)

Graminea perenne de porte erecto, crece en macollas hasta 3 m y fuertemente
cespitosa; hojas largas, anchas, toscas. La principal caracteristica el cultivar es
su alta tasa de rebrote y mayor relacién hoja — tallo. Florece abundantemente;
inflorescencia en forma de panicula y tiene semilla pequefia. Su rendimiento de

semilla viable es alto (CORPOICA, 2014, citado por Jiménez et al., 2014).
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Requiere suelos de mediana fertilidad natural. Se adapta a un rango de pH
entre 5.8. Se desarrolla de los 0 a los 2500 msnm. Requiere precipitaciones de
800 mm en adelante. Tiene un contenido de proteina de 10.13 %. Digestibilidad
de 55.62 %. Produccién de materia seca de 33 t / Ha / afio. Ganancias por
hectarea de hasta 720 kg de carne en pastoreo. Utilizacion para pastoreo y
corte. Densidad de siembra de 8.10 kg/Ha. Fertilizacion en siembra de 60-60-30

y de mantenimiento de 50 kg (Guiot, 2001, citado por Jiménez et al., 2014).

2.1.1.6 Maiz Zapalote chico (Zea mays L.)

Esta variedad de maiz presenta plantas pequefias muy precoces, con cubierta
de bracteas (totomoxtle) mas marcada con respecto a cualquier otra raza, y con
distribuciéon geografica en el Istmo de Tehuantepec (tierras bajas costeras de
Oaxaca y Chiapas, México). La importancia de la raza Zapalote chico radica en
su precocidad, lo que permite obtener al menos dos cosechas en el mismo
terreno por afio, asi como su aporte a la dieta de los habitantes de la cultura
zapoteca, ya que a los 60 dias después de la siembra se obtienen “elotes”
(mazorca tierna de maiz en estado lechoso 0 masoso) y a los 70 dias se
obtiene “maiz nuevo”. A los 80 dias de la planta se despunta para favorecer el
secado de la mazorca y a los 90 dias ya se tiene maiz seco (Wellhausen et al.,

1951, citados por Martinez et al., 2013).
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2.2 Conservacién de forrajes por medio del ensilado

2.2.1 El proceso de ensilado

El ensilaje es un método para conservar verde el forraje. Mediante un proceso
de fermentacion anaerobia controlada, se mantiene estable la composicion del
material ensilado durante largo tiempo a través de la acidificacion del medio. El
silo, a su vez, es el depdsito o almacén en el cual el material a ensilar es
confinado con el objetivo de llevar a efecto la fermentacion. El alimento a
ensilar, que se comprime con el fin de evitar la presencia de oxigeno y su
posible descomposicion, experimenta una serie de transformaciones
bioquimicas que permiten conservarlo a través del tiempo gracias a la accion de
las enzimas en la planta, que tienen lugar en los procesos respiratorios y
posteriormente en el metabolismo bacteriano de los carbohidratos y proteinas

del material ensilado (Valencia, et al. 2011).

El ensilaje es una técnica de preservacion de forraje que se logra por medio de
una fermentacién lactica espontanea bajo condiciones anaerdbicas. Las
bacterias epifiticas de &cido lactico (BAC) fermentan los carbohidratos
hidrosolubles (CHS) del forraje produciendo acido lactico y en menor cantidad,
acido acético. Al generarse estos acidos, el pH del material ensilado baja a un

nivel que inhibe la presencia de microorganismos que inducen la putrefaccion.
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Una vez que el material fresco ha sido almacenado, compactado y cubierto para
excluir el aire, el proceso de ensilaje se puede dividir en cuatro fases (Weinberg

y Muck, 1996; Merry et al., 1997, citados por Oude et al., 1999).

2.2.1.1 Fases y microorganismos que intervienen en el proceso de ensilado

Oude et al., (2000), describe el proceso de ensilado en las siguientes fases:

Fase 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 aerobicos y aerdbicos
facultativos como las levaduras y las enterobacterias. Ademas hay una
actividad importante de varias enzimas vegetales, como las proteasas y las
carbohidratasas, siempre que el pH se mantenga en el rango normal para el

jugo del forraje fresco (pH 6, 5-6,0).

Fase de fermentacion. 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 al momento del
ensilaje. Si la fermentacion se desarrolla con éxito, la actividad de las bacterias

acido lacticas proliferard y se convertira en la poblacion predominante. A causa
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de la produccion de &cido lactico y otros acidos, el pH bajara a valores entre 3,8

ab5,0.

Fase 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.
Solo algunas proteasas y carbohidratasas, y microorganismos especializados
como Lactobacillus buchneri que toleran ambientes acidos, contindan activos

pero a menor ritmo.

Fase de deterioro aerdbico. 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, pero puede ocurrir antes de iniciar la explotacion por dafio
de la cobertura del silo (p. ej. Roedores o pajaros). El periodo de deterioro
puede dividirse en dos etapas. La primera se debe al inicio de la degradacion
de los acidos organicos que conservan el ensilaje, por accién de levaduras y
ocasionalmente por bacterias que producen &acido acético. Esto induce un
aumento en el valor del pH, lo que permite el inicio de la segunda etapa de
deterioro; en ella se constata un aumento de la temperatura y la actividad de
microorganismos que deterioran el ensilaje. El deterioro aerdbico ocurre en casi

todos los ensilajes al ser abiertos y expuestos al aire.
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2.2.1.2 Bacterias acido lacticas

Las bacterias &cido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos
representadas por varios géneros con caracteristicas morfologicas, fisioldgicas
y metabodlicas en comun. En general las BAL son cocos o bacilos Gram
positivos, no esporulados, no moviles, anaerdbicos, microaerofilicos o
aerotolerantes; oxidasa, catalasa y benzidina negativas, carecen de citocromos,
no reducen el nitrato a nitrito y producen &cido lactico como el unico o principal
producto de la fermentacion de carbohidratos. Ademas, las BAL son acido
tolerantes pudiendo crecer algunas a valores de pH entre 4 y 4.5,
permitiéndoles sobrevivir naturalmente en medios donde otras bacterias no
aguantarian la aumentada actividad producida por los &cidos organicos. Las
BAL estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y han sido aisladas de
diversos alimentos, tierra, plantas verdes, asi como también del tracto digestivo
y vagina de mamiferos, entre otras fuentes. Ademas de contribuir a la
biopreservacién de los alimentos, mejoran las caracteristicas sensoriales como
el sabor, olor, textura y aumentan su calidad nutritiva. La clasificacion de las
BAL en géneros diferentes es basada en principio en la morfologia, modo
fermentacién de la glucosa (homofermentativas y heterofermentativas), el
crecimiento a diferentes temperaturas, la configuracion del acido lactico
producido, habilidad para crecer a alta concentracion de sal y tolerancia acida o

alcalina (Ramirez et al., 2011).
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2.2.1.3 Bacterias acido lacticas (BAL) Heterofermentativas y Homofermentativas

Existen diversos géneros de BAL; sin embargo, éstas son agrupadas como
homofermentadoras o heterofermentadoras basado en el producto final de su
fermentacién. Las homofermentadoras como Lactococcus, Streptococcus,
Pediococcus, Vagococcus y algunos Lactobacillus poseen la enzima aldolasa y
producen acido lactico como el producto principal de la fermentacion de la
glucosa utilizando la via de la glucolisis (Axelsson, 1998). Por su parte las del
género Leuconostoc, Oenococcus, Weisella, Carnobacterium, Lactosphaera y
algunos Lactobacillus son heterofermentadoras y convierten hexosas a
pentosas por la via 6-fofogluconato-fosfocetolasa, produciendo en el proceso
ademas de acido lactico, cantidades significantes de otros productos, como

acetato, etanol y CO2 (Ramirez et al., 2011).

2.2.2 Uso de aditivos en el ensilado

El bajo valor de MS (materia seca) y CHS (carbohidratos hidrosolubles) de los
pastos tropicales tiene como resultado una mala fermentacion del material
verde recién cortado. El proceso de marchitez podria ser beneficioso pero las
condiciones climaticas inestables requeririan un periodo prolongado de

maduracion, lo cual puede derivar en una fermentacion mala a causa de la
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proteolisis producida por enzimas enddgenas; a su vez se refleja en una
proporcidn mas baja de "proteina verdadera” en el forraje y en consecuencia,
una proporcion mas alta de N amoniacal en el ensilaje. El uso de ciertos
aditivos puede ser una buena alternativa para reemplazar el proceso de
marchitez, particularmente con ciertos pastos con tallos gruesos y habito erecto
(Pennisetum spp., Panicum spp.) que producen una gran cantidad de biomasa,
dificiil de pre-acondicionar y manipular lo que hace problemética la

mecanizacion y eleva los costos de mano de obra (Valencia et al., 2011).

Entre aditivos se manifiestan diferencias tales como la efectividad general, la
adecuacion para determinado tipo de forraje y la facilidad para su manejo y
aplicacion. La aplicacion de técnicas apropiadas durante la cosecha y el
ensilado no son suficientes para impedir que la fermentacién inicial del ensilaje
se realice en forma inadecuada. Esto puede ocurrir por presencia escasa de
microorganismos acido lacticos apropiados o por una baja concentracion de
carbohidratos hidrosolubles o ambos. En tales condiciones, para inducir una
buena fermentacion es preciso aumentar el contenido de azlcares, ya sea
agregandolos directamente (por ejemplo usando melaza) o introduciendo
enzimas que puedan liberar otro tipo de azucares presentes en el forraje (Oude

et al., 2000).
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2.2.2.1 Melaza

La melaza es utilizada como aditivo desde hace mucho tiempo, se agrega a los
forrajes tropicales a niveles entre 5 y 8 % , mientras que en los climas
templados es suficiente para promover el desarrollo de niveles adecuados de
acido lactico entre 0,7 y 2 %. La importancia de utilizar una mayor cantidad de
melaza en el trépico es debido a la necesidad de compensar el bajo contenido
de azlcares en los forrajes, aunado a mayores pérdidas de carbohidratos por
respiracion y fermentacion aerobica producto de las altas temperaturas (Pezo,

1981; Salsbury et al., 1949, citados por Betancourt et al., 2003).

2.2.2.2 Maiz molido

El maiz molido se utiliza como un conservador estimulante de la fermentacion
lactica, aparte de ser rico en almidon, también sirve como una aportacion
proteica. El almidén, procedente fundamentalmente de los cereales, no es
directamente utilizado por las bacterias lacticas, para ello necesita ser
transformado previamente en azlcares mas sencillos, mediante el ataque
enzimatico por amilasas. En los granos de cereales, la amilasa esta siempre
presente pero su accion es nula sobre los granos de almidén enteros, por lo
tanto cuando el grano se muele, la amilasa puede actuar localmente de forma

limitada segun el grado de penetracion de la enzima en el mismo. En los
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cereales los granos de almidén intactos estan rodeados de una membrana
protectora de proteina que es preciso romper previamente, ya sea de forma
mecanica o por hidratacion. Los cereales contienen como media 50-55 % de

almiddén y 6-8 % de azucares fermentables (Cafieque y Sancha, 1998).

2.2.2.3 Acido fosférico

La adicion de un &cido fuerte a la masa de alimento ensilado provoca una
acidificacion artificial del medio que hace disminuir rdpidamente el pH, limitando
asi la accion de las enzimas que atacan a las proteinas, e impidiendo el
desarrollo de fermentaciones butiricas, favoreciendo a su vez la accion de las
bacterias lacticas. El acido fosférico (H3PO4) se emplea en dosis de 1.2-1.5
litros por tonelada métrica de alimento, su principal ventaja es que suplementa

el contenido de fosforo del ensilado (Cafieque y Sancha,1998).

2.3 Analisis bromatolégicos en ensilados

El andlisis bromatolégico es una herramienta eficaz para conocer el valor
nutritivo de los forrajes ensilados ya que el valor energético, el valor nitrogenado
y la ingestibilidad de los forrajes conservados vienen determinados en funcion

de los que presenta el forraje verde en el momento de su recoleccion y de las
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alteraciones producidas en los mismos, ligadas a las técnicas de conservacion

(Cafieque y Sancha, 1998).

2.3.1 Proteina cruda

El andlisis proteico de los alimentos, proporciona valores asociados a la
ganancia de peso de los animales, puesto que durante la digestion, las
moléculas proteicas de la dieta se rompen en unidades mas pequefas, y una
vez reabsorbidas, se reagrupan para formar las nuevas proteinas de los
musculos y los tejidos (Zea y Diaz, 1990). Este analisis es conocido como la
determinacion de proteina cruda, debido a que comienza con la obtencion de
nitrégeno para obtener el porcentaje de proteina cruda. Este factor esta
relacionado con el hecho de que la proteina, en términos generales, contiene un
16 % de nitrdgeno, por lo que el factor se obtiene de la relacién 100/16, en el
procedimiento conocido como Método Kjeldhal, todo el nitrdgeno presente en la
muestra, exceptuando los nitratos y nitritos, se convierten en amonio que a su
vez es liberado del medio de reaccién en forma gaseosa y atrapado con un
acido débil para su titulacion. Esto implica que el nitrégeno determinado de esta
manera, y expresado como proteina cruda, estaria disponible para los animales

(Gonzélez, 2013).
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2.3.2 Fibra detergente Neutra (FDN) y Fibra detergente Acida (FDA)

Con el objeto de hacer evaluaciones mas precisas de los alimentos con alto
contenido en fibra como son los forrajes, Van Soest y sus colaboradores
propusieron el método llamado fracciones de fibra. Primeramente se rompen las
paredes celulares por medio de un tratamiento con una solucién neutra de un
detergente, para quedar como remanente la llamada fibra detergente neutra
(FDN); su complemento es el material que desaparece, el contenido celular,
gue se presupone, tiene una alta digestibilidad. Después la hemicelulosa se
digiere en una solucion acida detergente, al residuo se le llama fibra detergente
acida (FDA) o complejo lignocelulésico; a continuacion ésta se somete a un
tratamiento con una solucion fuertemente oxidante de KMnOa4 (permanganato
de potasio) que disuelve a la lignina, y se obtiene entonces la celulosa como
remanente, la cual se estima por incineracion. En cada uno de los pasos
indicados, el contenido de un nutrimento especifico se estima a través de su

desaparicion (Shimada, 2009).

2.3.3 Humedad

Todos los alimentos, contienen agua en mayor 0 menor proporcion. Las cifras

de contenido en agua varian entre un 60 y 95 % en los alimentos naturales. El
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agua puede decirse que existe en dos formas generales; “agua libre” y “agua
ligada”. El agua libre o absorbida, que es la forma predominante, se libera con
gran facilidad y es estimada en la mayor parte de los métodos usados para el
calculo del contenido en agua. El agua ligada se halla combinada o absorbida.
Se encuentra en los alimentos como agua de cristalizacién (en los hidratos) o

ligadas a las proteinas (Ranganna, 1977).

2.3.4 Cenizas

La cantidad de cenizas representa el contenido total de minerales en los
alimentos, es decir son el residuo inorganico que queda tras eliminar totalmente

los compuestos organicos existentes en la muestra (AOAC, 2015)

2.4 ADN Metagenomico

Al conjunto de los genomas de microorganismos en una muestra de un nicho
ecologico determinado, se le llama metagenoma (Handelsman et al., 2002.,
citado por Escalante et al., 2004). EI ADN metagendmico representa todo el

acervo genético de la comunidad (Atlas y Bartha, 2008).
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2.5 Técnicas de biologia molecular

Una forma de abordar el estudio de los microorganismos en ecosistemas
especificos es a través de sus comunidades o consorcios. El uso de las
técnicas moleculares ha facilitado la identificacion y clasificacion de los
microorganismos, por lo que hoy es posible estudiarlos en nivel de comunidad

(Atlas y Bartha, 2008; Souza et al., 2008, citados por Sdnchez, 2010).

Los avances mas importantes en microbiologia, biotecnologia y ecologia
microbiana en los Ultimos afios proceden de la aplicacion de técnicas
moleculares para la deteccion de microorganismos en muestras ambientales. El
desarrollo de dichas técnicas permite detectar poblaciones microbianas
concretas y sus actividades sin necesidad de aislar y cultivar los

microorganismos (Handelsman, 2004, citado por Sanchez, 2010).

Las técnicas que utilizan &cido nucleicos son rapidas y permiten estudiar la
diversidad genética de una comunidad bacteriana. Un marcador utilizado es el
gen SSU-ARN (del inglés, smallsubunitribosomal) el cual por sus caracteristicas
permite agrupar e identificar microorganismos (Woese, 1987; Schafer y Muyzer,

2001, citados por Avilés, 2011).
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La DGGE una de las técnicas moleculares utilizadas para el estudio de las
comunidades bacterianas se basa en la diferente movilidad de los fragmentos
de ADN de acuerdo a su disociacion (melting). En un gel desnaturalizante se
pueden, separar fragmentos de ADN de organismos que difieren en una sola

base en su secuencia (Sanz y Ko6chling, 2007, citados por Avilés 2011).

2.6 indices de diversidad

Algunos indices matematicos describen la riqueza y la distribucién de especies
en la comunidad; son los indices de diversidad de especies, y se utilizan para
describir el conjunto de las poblaciones de una. Los indices de diversidad
relacionan el numero de especies y la importancia relativa de las especies
individuales. Los principales componentes de la diversidad de especies son la
riqueza de especies o0 variedad, y la uniformidad, o equitabilidad. La riqueza de
especies puede expresarse mediante relaciones simples entre el niumero total
de especies y el numero total de organismos. La equitabilidad es una medida de
la proporcién de individuos dentro de cada especie e indica si existen

poblaciones dominantes (Atlas y Bartha, 2008).
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2.6.1 indice de Shannon-Weaver

Una medida de diversidad muy utilizada es el indice de Shannon-Weaver,
también conocido como indice de Shannon. Este indice general de
biodiversidad es sensible a la riqueza y a la abundancia relativa de las especies

(Atlas y Bartha, 2008).

2.6 Investigaciones realizadas sobre analisis bromatolégicos y deteccion de

comunidades bacterianas en ensilados de distintas especies forrajeras.

El objetivo de Teles, et al. (2010) en el estudio “Caracteristicas quimicas y
bromatoldgicas de silos de pasto elefante adicionado con tallos deshidratados
de maranon”, fue evaluar el valor nutritivo del ensilado de pasto Elefante
(Pennisteum purpureum, Schum.). El trabajo se llevé a cabo en la Hacienda
Experimental Valle de Curu, en Pentecoste, Ceara, Brasil. Para elaborar los
ensilados, el pasto fue cortado y picado con una cortadora de motor y
adicionando con distintos porcentajes (0, 4, 8, 12 y 16 %) de tallos
deshidratados de marafion (Anacardium occidentale) — DCS. Se utilizé un
disefio completamente al azar con 4 repeticiones. Utilizaron veinte tambos de
plastico de 210 litros como unidades experimentales, en los que se coloco el

pasto después de habérsele agregado los distintos niveles de DCS segun el
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tratamiento, posteriormente fueron compactados y sellados manualmente.
Después de 21 dias se recolectaron las muestras de cada silo para conocer su
contenido nutricional. Se determiné la materia seca (MS), proteina cruda (PC),
fibora detergente neutra (FDN), fibra detergente acida (FDA), hemicelulosa,
extracto etéreo (EE), carbohidratos totales (CT), carbohidratos no fibrosos
(CNF), detergente neutro en nitrogeno insoluble (NDIN,% N total), detergente
acido en nitrégeno insoluble (ADIN, % N total), valores de pH, nitrégeno amonial
(en el porcentaje total del nitrogeno N-NH3,% N total), acido lactico, &cido
acético, acido butirico y acido propionico. Algunos de los valores que se
observaron en la composicién quimica del ensilado de pasto elefante sin aditivo

(DCS) fueron; FDN 73.92 %, FDA 48.54 %, y PC 5.88 %.

Guerra et al., (2007), realizaron un estudio con el objetivo de evaluar el efecto
de la adicion de melaza y estiércol bovino en la composicion quimica y los
valores energéticos del silo de maiz y pasto. El trabajo se realizd6 en el
laboratorio de bromatologia y nutricion animal de la Facultad de Agronomia en
la Universidad Autébnoma de Sinaloa, México. Evaluando seis tratamientos, los
cuales fueron; T1 consistio en silo de maiz al 100 %, T2, Silo de maiz mas
estiércol bovino con una proporcion de 85:15, T3 Silo de maiz mas estiércol
bovino con una proporcion de 75:25, T4 Silo de pasto Sudan al 100 %, T5 Pasto
sudan mas estiércol bovino con una proporcion de 80:20, T6 Pasto Sudan mas

estiércol bovino, mas melaza en una proporcién de 75:20:05. Se observé un
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incremento en la PC (P<0.05) en el silo de maiz como resultado de la adicion
del estiércol bovino. La composicion quimica de los tratamientos fue variable.
En el T1 (maiz al 100 %) se obtuvieron los valores MS 93.73, PC 14.40, FDN
64.65, FDA 49.55 notandose la variacion en comparacion al T3 (Maiz 85 % y
estiércol 15 %) dénde MS 93.67, PC 13.00, FDN 50.17, FDA 47.34, siendo
estos dos tratamientos (T1 y T3) de los que se obtuvieron mas bajos resultados
de FDA y FDN, y también resultados bajos entre las variables de MS. La PC fue
el valor mas alto obtenido en los tratamientos (4 y 6) del pasto Sudan T4
(Sudan al 100 %) PC 14.95y T6 (Sudan al 75 %, Estiércol 20 % y Melaza al 05
%) PC 14.40. Se observé también que la FDN fue mas alta en los tres
tratamientos que contenian Sudan adn con la adicién de melaza. El maiz en si
dio mejores valores en cuando a FDA y FDN se refiere. Se observo también
gue la adicion de estiércol bovino incremento los niveles de PC. Obteniéndose
también resultados similares entre el silo de maiz y el pasto sudan adicionado

con melaza.

Araque (1995) con el objetivo de evaluar el contenido nutricional en ensilado del
pasto de corte King Grass adicionado, suministr6 excremento de pollo y
ademas utiliz6 como aditivos harina de maiz y melaza, dicha investigacion fue
llevada a cabo en el area de Guacas de Rivera, Venezuela. Como unidad
experimental se utilizé un silo aéreo tipo bunker, con capacidad aproximada de

60 toneladas. El pasto King Grass (Pennisetum purpureum) fue previamente
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establecido y fertilizado con la férmula 15 - 15 - 15 a razon de 350 kg / ha. Al
momento de la cosecha, el pasto contaba con una edad de 50 dias y una altura
promedio de 1,70 metros, el cual fue analizado quimicamente segun
metodologia de la AOAC. Cuando se inicio el proceso del ensilaje, fue agregado
excremento de pollos 30 kg, melaza 30 kg y harina de maiz 20 kg por cada
tonelada de pasto King. Los tratamientos fueron To: Pastoreo (Testigo); T1: To
+ Silaje. El forraje del King grass sin aditivo fue analizado para la posterior
comparacion de resultados, donde los valores obtenidos fueron: MS 24.00, PC
7.60, Cenizas 12.41. El material después de ensilado durante 60 dias, fue
analizado para proteina cruda, materia seca, grasa, fibra y cenizas. Donde se
obtuvieron como resultados los siguientes valores; MS 23.10, PC 9.20, Cenizas
14.20, Grasa 2.05, Fibra 28.20, Ca 1.10, P 0.46, K 1.80, Mg 0.21. De manera
general se observo que todos los valores obtenidos gracias a la adicion del
excremento de pollo, melaza y harina de maiz al forraje de King grass, fueron
superiores en comparacion a los valores obtenidos del analisis del ensilado de

King Grass sin aditivo.

En estudios realizados por Dormond et al., (2011) con el objetivo de evaluar la
respuesta de la cascara de banano maduro (CBM) como material de ensilaje en
combinacion con pasto King grass llevado a cabo en el Laboratorio de la
Estacion Experimental de Ganado Lechero Alfredo Volio Mata (EEGLAVM), de

la Universidad de Costa Rica, fue utilizado un disefio experimental de bloques al
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azar, con un arreglo factorial 4 x 6 (4 tiempos de fermentacion por 6 mezclas de
CBM (5, 20, 40, 60, 80 y 100 %), 3 repeticiones por tratamiento. A lo largo del
proceso se midieron parametros quimicos entre los cuales destaco el
comportamiento de la PC (PKG con 0% de CBM y 5 % de melaza a los 21 dias
de fermentacion = 13.95 % de PC), donde se observo que los niveles de PC
disminuyeron de 14,95 % hasta 8,67 %, inversos al % CBM (0 % al 100 %), a
pesar de que ambos materiales poseen en forma individual porcentajes de PC
semejantes (10.45 % y 9.56 % respectivamente). Al dia 63 de fermentacion, las
mezclas 0 % y 10 % experimentaron un aumento (p<0,05) en el porcentaje de
proteina (5 % y 1,7 % respectivamente), que pudo deberse al aumento de la
concentracion por la pérdida de efluentes y por el efecto favorable de los CNE
(carbohidratos no estructurales) que disminuyen el contenido de nitrégeno
amoniacal, lo cual ayudé a la conservacion de la proteina original y a aumentar
la masa microbiana de alto valor proteico (Vargas et al, 1981; Chacon, 1987).
La MS se increment6 (p_< 0,05) de 9,65 % a 0 dias a 13,08 % a los 63 dias, la
cual se estabilizé a los 21 dias (12,5 %-21 dias; 12,5 % - 63 dias). Tanto el
pasto como la céscara presentaron porcentaje de material descompuesto
parecido, lo cual indicé que la CBM no necesita carbohidratos adicionales para
su fermentacién, contrario al PKG al cuél se le agregd 5 % de melaza para su

fermentacion.

Gongcalves, et al. (2011) evaluaron la compaosicion quimico bromatologica y la
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digestibilidad aparente de diez hibridos de maiz (DK265bm3, DK265, HS6,
HATV2, HTV27, anjou285, Mexxal, Pistache y Buxxil) los cuales fueron
cultivados en El Instituto Nacional de la investigacion Agrondmica en la Unidad
de Genética y de Mejoramiento de Plantas Forrajeras en Luisignhan, Francia, se
utilizé un disefio de bloques al azar con diez tratamientos y tres repeticiones
con parcelas de 150 m?. Cosechando 152 dias después de la siembra, cuando
los granos se encontraban en un estado de maduracion ideal para el ensilado.
Fueron ensilados en silos experimentales con capacidad de 1 tonelada.
Después del tiempo de maduraciéon fue tomada una muestra de cada silo, que
se secd en estufa a 60°C por 72 horas y en seguida molida a 1mm para
posteriores analisis de PC, azucares solubles, cenizas, hemicelulosa, FDN y
FDA. Obteniendo que los niveles mas altos de PC los obtuvieron el maiz HS6
8.07 % y el DK265 7.78 %. Los valores mas altos de FDN se obtuvieron del
maiz HS6 44.83 % y el maiz HS5 40.89 %. Los maices con valores mas altos

de FDA fueron el HS6 con 26.03 % y el maiz pistache 25.94 %.

Brusetti et al., (2008) utilizaron diferentes técnicas para estimar la estructura y
diversidad de las comunidades bacterianas las cuales fueron evaluadas en silos
preparados en cuatro diferentes cultivares de maiz, tres convencionales y uno
transgénico (cv. Tundra, event Bt-176) dicho estudio fue llevado a cabo en le
Universidad de Estudios de Milano, Milano Italia. Las plantas fueron cultivadas

en invernaderos y cosechadas después de 30 dias de crecimiento. Las

37



muestras del material ensilado fueron colectadas de forma sucesiva durante la
fermentacion y analizadas para el conteo bacterial por varias técnicas de
huellas de bases de DNA. El conteo bacteriano fue similar entre cultivares para
el total de bacterias acido lacticas (BAL) cultivables. Analisis posteriores de la
composicidon bacteriana en 388 muestras de BAL por el ITS PCR seguido por la
secuenciacion del gen 16S rRNA no reveld diferencias entre cultivares. En
contraste, los métodos de huellas moleculares indicaron que en los diferentes
silos o cultivares hospedan diferentes comunidades bacterianas, dentro de las
cuales se encontraron Weisella confusa, Lactobacillus plantarum, Pediococcus
acidolactico, Lb. perolens, Lb. brevis, P. pentosaceus, Enterococcus faecium,

W. quimichii, Lb. paraplantarum, Bacillus megaterium.

El trabajo de investigacion llevado a cabo por Wang et al., (2014) se hizo para
evaluar el manejo actual de la practica del ensilado de maiz en China, donde
muestras de silo en un bunker fueron recolectadas de 14 granjas con un radio
de 500 km en Beijing, China, para el analisis de los productos fermentativos y
las comunidades bacterianas. Los valores de MS que contenian fueron bajos a
250 g/kg en todo el forraje (St) y en todo el maiz procedente del ensilado (Wc),
los niveles de pH alcanzaron 4.48 (forraje) y 3.37 (grano) respectivamente. Solo
tres de 14 silos exhibieron un radio de >1.0 de lactico a acético acido, indicando
gue la presencia del acido acético es predominante en la fermentacién. Aunque

el contenido de propanediol fue minimo en la mayoria de los casos. En
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contraste tres silos de (St) tuvieron gran contenido de acido butirico, y dos de
esos tres silos presentaron también alto contenido de propanol. El anélisis que
se hizo de electroforesis con un gradiente de desnaturalizacion demostré que
las comunidades bacterianas fueron similares en 10 de las 14 muestras de silo.
Las bandas indicaron la presencia de Lactobacillus buchneri, Lactobacillus
acetotolerans y Acetobacter pasteurianus en ambos silos de St y Wec,
reportando altos contenidos de acido acético encontrado sobre las muestras de

silo.

Por otro lado Li et al., (2011) monitorearon las comunidades bacterianas del
ensilado de maiz almacenado en un bunker de silo inoculado con 3 diferentes
tipos de BAL (bacterias acidolacticas), dicho trabajo fue llevado a cabo en la
Universidad de Okoyama, en Okoyama Japon. Las muestras del material
ensilado fueron colectadas en 2008 y 2009 de tres granjas. El ensilado fue
preparado inoculando las bacterias éacido lacticas, Enterococcus faecium,
Lactobacillus plantarum y Lactobacillus buchneri. Ocho muestras fueron
colectadas por cada bunker para silo; 4 de la zona del final “fondo” del bunker y
4 de la zona mas cercana al exterior del bunker. Las comunidades bacterianas
variaron mas en las muestras que se tomaron en el 2008, en comparacion a las
muestras que fueron tomadas en el 2009. En ambos afios ademas de las
bacterias inoculadas se encontraron otras, como la Lactobacillus acetolerans,

Lactobacillus panis y Acetobacter pasteurianus. En el 2008 fueron detectadas
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Stenotrophomonas maltophilia y Lactobacillus reuteri. En 2009 fueron
detectadas Lactobacillus reuteri, Acinetobacter sp. Y Rahnella sp. Demostrando
asi, que las diferencias entre las comunidades bacterianas pueden indicar una

relacion entre la locacion de las muestras y los productos de la fermentacion.
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CAPITULO 1l

PROCEDIMIENTO

3.1 Elaboracion de ensilados

3.1.1 Especies forrajeras utilizadas

Las gramineas forrajeras que fueron seleccionadas para el presente trabajo fueron,
Cubano Morado (Pennisteum purpureum), Cubano Verde (Pennisteum purpureum X P.
Glaucum), King Grass (Saccarum sinense), Tanzania (Panicum maximum cv.
Tanzania), Mombasa (Panicum maximum cv. Mombasa) y Maiz zapalote chico (Zea
mays L.). Los pastos King Grass, Cubano Morado y Cubano Verde se obtuvieron en
Tolosita, Oaxaca, los pastos Tanzania y Mombasa fueron obtenidos del banco de
germoplasma del Instituto Tecnologico de Comitancillo de San Pedro Comitancillo,

Oaxaca, el maiz Zapalote Chico se obtuvo en Ciudad Asuncion Ixtaltepec, Oaxaca.



Cada una de las variedades de gramineas fueron ensiladas después del corte en el

lugar de procedencia.

3.1.2 Preparacion del material a ensilar

Para la conservacién del ensilado se utilizaron bolsas de plastico de 80 x 50 cm calibre

600.

En cuanto al maiz, el forraje fue picado a mano con machete para posteriormente ser

ensilado sin utilizar ningun aditivo.

El forraje de las otras especies fue picado a un tamafio de particula de 1 a 2 cm de
largo con una picadora de motor marca THZ 500. Una vez picado, se fueron rellenando
las bolsas, compactando cada capa con un grosor aproximado de 12 cm. En el caso de
las bolsas que llevaron tratamiento con aditivo, una vez compactada cada capa, se fue
agregando cada uno de los aditivos de forma uniforme (Figura Al). Una vez llegado al
limite de relleno de las bolsas, estas fueron compactadas una vez mas y se extrajo el

aire con ayuda de una aspiradora de la marca Koblenz, posteriormente fueron selladas.

42



3.1.3 Aplicacién de aditivos

Cada uno de los aditivos fue esparcido de forma uniforme entra cada una de las capas
de forraje durante el llenado de las bolsas, la cantidad de cada uno de los aditivos entre
capa y capa fue; 168 gr de maiz molido, 5.3 0z de melaza al 4% diluida en agua, y se
rocié cada capa con un aspersor que contenia 5 ml de H3PO4 (acido fosforico) al 85%

en 1| de agua (Figura A2).

3.1.4 Periodo de maduracion

El tiempo de maduracién para cada microsilo fue de 21 dias a partir de su elaboracion.

Durante este periodo fueron almacenados en un lugar seco, fresco y obscuro.

3.2 Descripcion de tratamientos

T1= Cubano morado + melaza al 4 % + maiz molido + acido fosférico al 85 %

T2 = Cubano morado sin aditivo

T3 = Cubano verde sin aditivo

T4 = Cubano verde + melaza al 4 % + maiz molido + acido fosforico al 85 %
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Ts = Maiz Zapalote Chico

Te = Mezcla de Tanzania y Mombasa + melaza al 4 % + maiz molido + acido fosforico al

85 %

T7=King grass + melaza al 4 % + maiz molido + &cido fosforico al 85 %

Ts = King grass sin aditivo

To = Mezcla de Tanzania y Mombasa

3.3 Toma de muestras

Se tomaron 9 muestras de cada uno de los silos después del periodo de maduracion al
qgue fueron sometidos (21 dias). Cada una de las bolsas de microsilo fue abierta del

centro de la misma y se tomaron muestras del interior (Figura A3).

3.4 Conservacion de muestras

De las 9 muestras obtenidas de cada silo, 3 fueron conservadas con etanol al

75%, 3 fueron sometidas a congelacion, y 3 fueron embolsadas y selladas

herméticamente para transportarlas en fresco (Figura A4).

44



3.5 Analisis bromatoldgico

3.5.1 Determinacién de Humedad bajo la norma AOAC-934.01

Método mediante el cual se obtiene el contenido de materia seca en plantas y
alimentos. Este andlisis se llevo a cabo en el laboratorio de nutricion de la Unidad de
Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion (UMDI) de la UNAM campus Sisal,
Yucatan, donde se procedié a mantener 3 g de cada muestra en un horno a 105 °C por

24 horas obteniendo el resultado a partir de la siguiente formula:

% de Humedad=  Peso perdido en el secado (g) x 100

Peso de la muestra (g)

= (PC + Pmh)-(PC + Pms) x 100

g muestra

Ddénde: PC= peso del crisol

Pmh= peso de muestra himeda

Pms= peso de muestra seca

3.5.2 Determinacién de Cenizas bajo la norma AOAC-934.03.

Este andlisis se llevo a cabo en el laboratorio de nutricion de la UMDI, UNAM, donde se
utilizaron crisoles con 3 g de cada muestra manteniéndolos en una mufla a 500 °C por

12 horas.
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Obteniendo el resultado a partir de la siguiente formula:

% de Cenizas=  Peso inicial — Peso final (g) x 100

Peso de la muestra (g)

3.5.3 Determinacion de Fibra Detergente Neutro (FDN) y Fibra Detergente Acido (FDA)

Para el andlisis de fibra detergente neutro (FDN) y fibra detergente &acido (FDA) se
utilizé el método de Van Soest el cual se aplica para determinar los componentes de la
pared celular en alimentos vegetales fibrosos utilizando un aparato de digestion
ANKOM (analizador de fibra) (Figura A5). Dicho andlisis se llevd a cabo en el
Laboratorio de andlisis de suelo, agua y planta del Instituto Tecnoldgico de Conkal,

Yucatan.

3.5.4 Proteina con el método Kjeldahl

Para el analisis de Proteina se desarroll6 el procedimiento en el Laboratorio de analisis

de suelo, agua y planta de Conkal donde se analizo el nitrogeno total expresado como
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proteina en muestras foliares mediante el método de Kjeldahl (1883) , determinando el

contenido de nitrdgeno total en forma de amonio de las muestras.

3.6 Deteccion de comunidades bacterianas

3.6.1 Extraccion de ADN metagenomico

El método de extraccion de ADN metagendémico utilizado en el presente trabajo estuvo

basado en adsorcion de silice y precipitaciéon con etanol (Rojas et al., 2008, citado por

Escalante, 2014), el cual funcioné para todos los tejidos (Cuadro 1). Dicho trabajo se

llevé a cabo en el laboratorio de Genética molecular de la UMDI.

Cuadro 1. Material y equipo y para extraccion de ADN metagenémico
(Escalante,2014).

Materiales Equipos

o Acetato de Potasio 5M « Balanza Analitica

e Agua destilada estéril « Bafio de calentamiento a 30°C

o Buffer TE « Bafo de calentamiento a 37°C

o Buffer TEN « Bafo de calentamiento a 65° C

e Dodecil Sulfato de sodio (SDS) al « Bafo de calentamiento a 55° C
20% (p/v) « Bafio de hielo/alcohol

« Etanol al 70% (v/v) e Cronbémetro

e Lizosima e Centrifuga refrigerada

o Oxido de silicio (SiO2) al 4% (p/v) « Microespéatula

e Proteinasa K ( solucibn de 20 e Micropipeta de 1000ul con puntas.
mg/ml) e Micropipeta de 200ul con puntas.

e Solucion de RNAsa (2mg7ml) e Micropipetas de 10pul con puntas.

e 4 tubos para microcentrifuga de 1.5

ml, por muestra.
Vortex
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3.6.1.1 Metodologia

8.

9.

Se pesaron de 0.1 a 0.2 g de cada una de las muestras de los silos.

Se afadio 1 ml de buffer TEN, y se macer6 la muestra con ayuda de un pistilo
para tubos de 1.5 ml y se agrego 20ul de proteinasa K (20 mg/ml) (Figura A6)

Se incubd durante 1 hora a 55° C (Figura A7).

Se afiadio 20ul (Figura A8) de la solucion de lisozima (10 mg/ml en buffer TE) y
se incubd a 37° C por una hora, a los 30 minutos de adicionaron 10ul de RNasa
(2mg/ml). Se agito6 por inversion cada 10 minutos.

Transcurrido el tiempo se colocoé viales por 10 minutos en un bafio de
hielo/alcohol y luego se incub6 5 minutos en un bafio a 65° C (Figura A9)
Repitiendo 3 veces el mismo ciclo.

Se afiadieron 100ul de SDS al 20% (p/v) (Figura A10) y se agit6 en el vortex por
1 minuto.

Se incubd a 30° C por treinta minutos.

Se centrifug6 a 10000 xg a temperatura ambiente.

Se paso el sobrenadante a nuevos viales y se les afadié 500ul de potasio 5M.

10.Se incubd 5 minutos a 65° C y 20 minutos en un bafio de hielo/alcohol.

11.Se centrifugé 30 minutos a 12000 xg a 4° C.

12.Se paso el sobrenadante (Figura A11) a un nuevo vial y se afadieron 200ul de la

suspension 4% (p/v).

13.Se agité por inversion durante 3 minutos.
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14.Se centrifug6 2 minutos a 11000 xg a temperatura ambiente.

15. Se lavo la pastilla (Figura A12) dos veces con 1 ml. De etanol 70% (v/v) sin
agitar y se centrifug6 cada vez 2 minutos a 11000 xg a temperatura ambiente.
16.Se dejo evaporar el alcohol manteniendo los tubos abiertos por 2 minutos sobre

la mesa.
17.Se re-suspendio la pastilla en 60ul de agua destilada estéril.
18.Se incubd 5 minutos a 55° C Con agitacion ocasional.
19. Se centrifug6 5 minutos a 10000 xg a temperatura ambiente.

20.Se paso el sobrenadante a un nuevo vial cuidando de no tomar silice.

22. Se guardaron los tubos en congelacion (-20 o - 80° C), para su uso posterior.

3.6.2 Visualizacion de ADN

Para visualizar el ADN se realiz6 una electroforesis en geles de agarosa (Figura A13) al

2% en donde se observé ADN libre de contaminacién con ARN y no degradado.

3.6.3 Amplificacién por Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

El analisis de las comunidades bacterianas presentes en las diferentes muestras de
ensilado se realizo utilizando las regiones variables del gen 16S ARNr mediante el uso

de cebadores (iniciadores o primers), una secuencia rica en GC (guanina, citosina) fue
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agregada en el extremo 5°, comUnmente llamada GC-clamp (Myers et al., 1985;
Sheffield et al., 1989, citados por Avilés, 2011), la secuencia rica en GC actia como un
alto dominio de melting que previene que dos hebras de ADN se disocien
completamente en una sola hebra, el tamafio del GC-clamp puede variar entre 30 y 50
nucleotidos (Muyzeret al.,1997). El equipo empleado para la PCR fue un termociclador

IQ 5 de la casa comercial BIO RAD®.

3.6.4 DGGE (Electroforesis de geles con gradiente desnaturalizante)

Los productos de la PCR fueron desnaturalizados en geles de poliacrilamida con
gradiente desnaturalizante. Para la electroforesis se empled el equipo Dcode de la casa
comercial BIO RAD® (Figura A 14). Cada juego de cebadores tienen un porcentaje de
desnaturalizacion especifico, en este caso se hizo una DGGE para los amplicones que
resultaron de la PCR, en la literatura se establece que el porcentaje de
desnaturalizacién es de 40 a 60% (Nikolauszet al., 2005; El Fantroussi et al., 1999;

Befring et al., 2007; Nam et al., 2008, citados por Avilés, 2011).

La electroforesis fue corrida a 60 °C por 20 horas a 70 volts en una solucion buffer de
TAE 1 X, posteriormente el gel fue tefiidos con SYBR GREEN® (INVITROGEN) por 60
minutos. Pasado el tiempo de incubacién en el SYBR el gel de DGGE fue digitalizado

por medio de un fotodocumendator Quantytyone marca BIO RAD®. Los patrones de
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bandas seran analizados por su intensidad en pixeles y por presencia o ausencia para
realizar los andlisis que se describen posteriormente. La recuperacion del ADN del
DGGE se llevo a cabo cortando cada banda del gel, las bandas fueron colocadas en
tubos eppendorf y re-suspendidas en 50 ul de agua estéril, se dejaron eluir 24 horas en
refrigeracion, posteriormente se realiz6 una PCR con los cebadores correspondientes al
grupo que se realizé el DGGE, los productos de la PCR de la reamplificacion de las
bandas fueron purificados con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de la

casa comercial Promega.

En el caso de la electroforesis del DGGE se calcularon indices de diversidad de
acuerdo a la intensidad de pixeles de cada banda y cada banda se considera un Unidad
Taxondmica Operacional (OTU, es el elemento que se va a clasificar, segun Sneath y

Sokal, 1973).

3.6.5 Analisis bioinforméatico de las secuencias obtenidas

La ultima etapa de los productos de la purificacion del DGGE fue que se secuenciaron
en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM en Cuernavaca, Morelos, la cual consistio
en la comparacién de las secuencias obtenidas en este trabajo en bases de datos, las
secuencias de Actinobacterias y bacterias acido lacticas se analizaron en el software en

linea Rapid Annotationusing Subsystem Technology (MG-RAST), con los siguientes
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parametros: valor de E: 1e-05; tamafio minimo del alineamiento: 100 pb; base de datos:

Ribosomal Database Project (RDP).

3.7 Andlisis de la Informacién

3.7.1 Andlisis de resultados del analisis bromatologico

Los resultados obtenidos (en porcentajes) de los andlisis bromatologicos fueron
analizados detectando y comparando a las muestras de ensilado que presentaron el

mayor valor nutritivo y segun su tratamiento.

3.7.2 Dendrograma (Método del vecino mas cercano)

Para el andlisis de las comunidades bacterianas se hizo un Andlisis Cluster para
identificar a los tratamientos que presentaron similitud en cuanto a la biodiversidad

presente en las muestras analizadas.
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3.7.3 indice de Shannon-Weaver

Se utilizé el indice de Shannon-Weaver para medir la riqueza y abundancia relativa de
las especies bacterianas existentes en las muestras de los diferentes tratamientos de
ensilado que fueron analizados. Esta medida se calculdé en base a las bandas de los
perfiles obtenidos del DGGE, tomando en consideraciéon el numero y la intensidad
relativa (medida en pixeles) de las bandas en una linea individual, calculandola con la

siguiente ecuacion:

H=-> Pi(Ln Pi) Donde Pies la intensidad relativa de las bandas en un pefrfil
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados

4.1.1 Contenido nutricional

En el Cuadro 2 se muestran los resultados del andlisis bromatolégico realizado
a las nueve muestras de ensilados, dénde se pueden observar los porcentajes
de Fibra Detergente Neutro, Fibra Detergente Acida, Proteina, Cenizas y

Humedad.

Los ensilajes que presentaron mayor contenido de Fibra detergente neutra
(FDN) fueron a los que no se les aplico aditivos, como el de Mombasa y
Tanzania sin aditivos con 80.79 %, Cubano Morado sin aditivos 78.86 % y King

Grass sin aditivos 78.53 %.



Los tratamientos con menor FDN fueron el King Grass con aditivos 48.99 % de

y el Cubano Verde con aditivos 47.06 %.

El ensilado con mayor porcentaje de Fibra Detergente Acida (FDA) fue el
ensilaje de Tanzania y Mombasa sin aditivos con 58.84 % y el de menor

porcentaje en esta variable fue el King Grass sin aditivos con 42.46 %.

Los ensilados de pastos con mayor contenido de PC fueron el de Cubano
Morado con aditivos 8.25 % y Cubano Verde con aditivos 7.25 %. ElI mayor

contenido de PC se presento en el ensilado de Maiz zapalote chico con 9.68 %.

Se presentdé mayor porcentaje de humedad en ensilado de King Grass sin
aditivos con un 80.86 % y el que presentdé menor porcentaje de humedad fue el

de Tanzania y Mombasa con aditivos con un 71.68 %.

En la prueba de cenizas, el que presentd mayor porcentaje fue el Cubano Verde
sin aditivos 2.27 % y el de menor porcentaje fue el Tanzania y Mombasa sin

aditivos 1.92 %.
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Cuadro 2. Andlisis Bromatoldgico de los ensilados expresados en porcentaje.

TRATAMIENTO FDN FDA PROTEINA CENIZAS HUMEDAD

MAIZ 55.19 45.10 9.68 2.21 75.04
ZAPALOTE

KING GRASS 78.53 42.26 5.94 2.24 80.86
SIN ADITIVOS

KING GRASS 48.99 46.59 5.65 2.11 76.92
CON ADITIVOS

CUBANO
VERDE CON
ADITIVOS

47.06 46.36 7.25 2.20 79.32

CUBANO
VERDE SIN
ADITIVOS

63.90 56.84 7.07 2.27 79.40

CUBANO
MORADO CON
ADITIVOS

58.87 45.87 8.25 2.19 72.50

CUBANO
MORADO SIN
ADITIVOS

78.86 61.30 3.86 2.10 78.81

TANZANIA'Y
MOMBASA
CON ADITIVOS

69.58 49.14 5.35 2.08 71.68

TANZANIA'Y
MOMBASA SIN
ADITIVOS

80.79 58.84 4.60 1.92 72.56

4.1.2 Extraccion de ADN metagenémico

Para visualizar el ADN se realiz6 una electroforesis en geles de agarosa al 2 %
(Figura 1) en donde se observdé ADN libre de contaminacién con ARN y no
degradado. Sagova et al., (2008) citados por Avilés, 2011, mencionan que
diferentes rendimientos de ADN se pueden deber a la sensibilidad o la tasa de
agresividad de los métodos individuales de extraccion en la evaluacion de la

comunidad microbial; esto se debe a que diferentes particulas se adhieren al
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ADN y a la presencia de otros organismos lo cual tiene que ver con la

sensibilidad del método de extraccion.

Figura 1. Gel resultante de la extraccion de ADN metagendmico

4.1.3 Amplificacion por PCR

Los productos de la PCR se amplificaron al ser desnaturalizados y los perfiles
de bandas que se obtuvieron caracterizan el nimero, posicién (ausencia o
presencia de bandas particulares) e intensidad relativa de las bandas (Avilés,

2011) como se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Amplificacion por PCR

4.1.4 Electroforesis de geles con gradiente desnaturalizante (DGGE )

Se realiz6 una DGGE a los amplicones obtenidos para tener un estimado de la
diversidad bacteriana presente en los distintos tipos de silo con los que se
trabajd, con un porcentaje de desnaturalizacion del 35 % al 55 %, en donde se

pudo observar en cada banda la biodiversidad que se obtuvo de cada muestra.

En la DGGE de los silos en sus diferentes tratamientos se obtuvieron 17 OTU'’s
(Unidad Taxondmica Operacional) distintos, en donde se observé que el
ensilado del Cubano Morado sin aditivos tuvo la mayor diversidad con 13

OTU’s, y el Zapalote chico asi como el Cubano Verde con aditivos presentaron
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la menor diversidad con 3 OTU’s, (Figura 3) su identificacion es; MA. Cubano
Morado con Aditivos, MS. Cubano morado sin aditivos, VS. Cubano Verde sin
aditivos, VC. Cubano verde con aditivos, MZ. Maiz Zapalote Chico, TMC.
Tanzania y Mombasa con aditivos, KC. King Grass con aditivos, KS. King Grass

sin aditivos, TMS.Tanzania y Mombasa sin aditivos.

Figura 3. Conteo de bandas de cada una de las muestras de silo

4.1.5 Riqueza de especies

En la figura 4 se muestra la cantidad de unidades taxonémicas operacionales

(OTU’s) que se detectaron de cada muestra de material ensilado, obteniendo
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que; MA 5 OTU’s, MS 11 OTU’s siendo ésta la de mayor diversidad bacteriana,
VS 4 OTU’s, VC 3 OTU’s, MZ 3 OTU’s, TMC 5 OTU'’s, en la muestra de KGC 5

OTU’s, KGS 6 OTU'’s, y en la muestra de TMS 7 OTU'’s.

12 -

10 -

Numero de OTU's
(o)}

MA  MS VS vVC MZ TMC KGC KGS TMS

Figura 4. Numero de OTU’s por cada muestra de silo.

4.1.6 Diversidad Bacteriana

De los productos que se purificaron y se enviaron a secuenciar en el Instituto de
Biotecnologia de la UNAM en Cuernavaca, Morelos, se identificaron los

siguientes grupos (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Resultados de la secuenciacién

No. De OTU Bacterias identificadas
3 Lactobacillus plantarum , Lactobacillus pentosus
4 Clostridium sp , Clostridium acetobutylicum
5 Clostridium sp , Clostridiuma cetobutylicum
6 Clostridium sp
7 Clostridium sp
8 Clostridium sp , Clostridium acetobutylicum
9 Lactobacillus hamsteri, Lactobacillus crispatus,
lasctobacillus sp

10 Clostridium tyrobutyricum, Clostridium sp
11 Clostridium sp , Clostridium acetobutylicum

12 a Lactococcus lactis

12 b Lactococcus lactis

Se encontrd similitud de organismos, estando presente en todas las muestras la
bacteria Lactococcus lactis. En 7 de las 9 muestras se identific6 a la
Clostrodium sp. . y en 5 de las 9 muestras se identificé a la Lactobacillus

plantarum y Lactobacillus pentosus.

Posteriormente, se hizo la identificacion del tipo de bacteria de cada banda
perteneciente a las diferentes muestras de silo obteniendo como resultado que

de las bacterias que se pudieron identificar, el ensilaje con mayor diversidad
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fueel del King Grass con aditivo, y se puede verificar en la siguiente tabla

(Cuadro 4).

Cuadro 4. Tabla con los datos de la diversidad de especies identificadas

Diversidad de
especies

Muestras de silo

CMCA

CMSA

CVSA

CVCA

MZCH

TMCA

KGCA

KGSA

TMSA

Clostridium sp

Lactobacillus
plantarum

Lactobacillus
pentosus

Lactobacillus
hamsteri

Lactobacillus
crispatus

Lactobacilus sp

Clostridium
acetobutylicum

Lactococcus
lactis

Clostridium
tyrobutiricum

Identificacion de muestra:. CMCA Cubano morado con aditivos,
aditivos, CVSA Cubano verde sin aditivos, CVCA Cubano verde con aditivos, MZCH Maiz
Zapalote Chico, TMCA Tanzania y Mombasa con aditivos, KGCA King grass con aditivos,

KGSA King grass sin aditivos, TMSA Tanzania y Mombasa con aditivos.

4.1.7 Dendograma ( Método del Vecino mas cercano)

En la figura 5, se observa el analisis del vecino mas cercano para la DGGE

CMSA Cubano morado sin
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obtenido de los distintos tratamientos de material ensilado donde se pudo

observar que existe relacion entre el tipo de tratamiento y la biodiversidad.

En el dendograma se puede observar que se formaron 5 grupos con similitudes

en tratamiento e indice de diversidad.

Los tratamientos 4 (Cubano verde con aditivos) y el 5 (maiz Zapalote chico)

formaron un grupo al ser los de menor diversidad.

El segundo grupo es conformado por los tratamientos 1 (Cubano morado con
aditivos), 3 (Cubano verde sin aditivos), 6 (Tanzania y Mombasa con aditivos) y
7 (King grass con aditivos) observando que a tres de estos cuatro tratamientos

si se les aplico aditivos.

El siguiente grupo lo conforman los tratamientos 8 (King grass sin aditivo) y 9
(Tanzania y Mombasa sin aditivo) a ambos tratamientos no se les aplic6 aditivo

y solo presentan una unidad taxondmica operacional de diferencia.

Los tratamientos 6 (Tanzania y Mombasa con aditivos), 7 (King grass con

aditivos) y 8 (King grass sin aditivos) formaron el cuarto conglomerado.

El quinto grupo que presentd similitud por el mayor indice de diversidad y por
ser tratamientos a los que no se les aplico aditivos lo conforman los
tratamientos 2 (Cubano Morado sin aditivos), 8 (King grass sin aditivo) y 9

(Tanzania y mombasa sin aditivo).
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Indices de diversidad

Dendrograma, Método Vecino mas Cercano
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50 |

S, T
O 40 :

, s i ]
@ 30| ]
e [ ]

a2

10} (
b T
/7 8

1 4 5 3 6

2

Figura 5. Dendrograma de indices de diversidad bacteriana resultante del DGGE. Identificacion:
1= Cubano Morado con Aditivos, 4= Cubano Verde con Aditivos, 5= Maiz Zapalote
Chico, 3= Cubano Verde sin Aditivos, 6= Tanzania y Mombasa con Aditivos, 7= King
grass con Aditivos, 8= King grass sin Aditivos, 9= Tanzania y Mombasa sin Aditivos, 2=
Cubano Morado sin Aditivos.

4.1.8 indice de Shanon-Weaver

En el cuadro 5 se observan los indices de abundancia relativa de cada uno de
los tratamientos en base al indice de Shannon-Weaver (H'). Observando que

los tratamientos con mayor abundancia relativa son el CMSA H' =39.11, TMSA
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H'= 24.85, KGSA H'=21.36y los tratamientos con menor abundancia relativa

son el CVCA H'=10.71, el MZCH =H'10.71 y el CVSA H'=14.26.

Cuadro 5. indice de Shannon estimado para cada tratamiento.

TRATAMIENTO DIVERSIDAD (H')
CMCA 17.85
CMSA 39.11
CVSA 14.26
CVCA 10.70
MZCH 10.71
TMCA 17.84
KGCA 17.81
KGSA 21.36
TMSA 24.85

CMCA Cubano morado con aditivos, CMSA Cubano morado sin aditivos, CVSA Cubano verde
sin aditivos, CVCA Cubano verde con aditivos, MZCH Maiz Zapalote Chico, TMCA Tanzania y
Mombasa con aditivos, KGCA King grass con aditivos, KGSA King grass sin aditivos, TMSA
Tanzania y Mombasa con aditivos.

En las figuras 6 a la 14 se puede observar en cada una el Numero relativo
(medido en pixeles, los cuales se utilizan como auxiliares representativos de
una aproximacion para dar idea de la abundancia de un organismo, en este

caso, las bacterias detectadas) de abundancia de cada bacteria detectada
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(OTU) en las muestras de material ensilado, se obtuvo un conteo relativo de
cada una de ellas ya sea que hayan sido identificadas o no identificadas
(Cuadro 4 con los resultados de la secuenciacion). En cada grafica se toma en
cuenta el orden (de izquierda a derecha) de aparicion de las bandas por cada

tratamiento durante la DGGE (Figura 3).

En la figura 6 se observa que la OTU con mayor numero relativo de abundancia

fue perteneciente a la Unica bacteria identificada (Barra 3), la Lactococus lactis.

M Bacterias identificadas

4500 -~
4000 -
3500 -
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -

No. Relativo de abundancia

. Figura 6. Numero relativo de abundancia en el ensilado de Cubano Morado
con aditivos.

En la figura 7, se puede observar que el ensilado del Cubano Morado sin
aditivos fue el ensilado con el mayor numero de OTU’s asi como de bacterias
identificadas, todas pertenecientes al género Clostridium siendo la de mayor

namero relativo de abundancia la OTU perteneciente a la Barra 2.
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W Bacterias dentificadas
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Figura 7. Numero relativo de abundancia en el ensilado de Cubano Morado sin
aditivos.

En la figura 8 se observa que las bacterias identificadas fueron la Lactobacillus
plantarum siendo esta la de mayor numero relativo de abundancia (Barra 2), y

la Lactococcus lactis (Barra 3)

M Bacterias identificadas

4500 -~
4000 -
3500
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -

No. Relativo de abundancia

Figura 8. Numero relativo de abundancia del ensilado de Cubano Verde sin
Aditivo.
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En la figura 9 se logra observar que la OTU con menor namero relativo de

abundancia fue perteneciente a la Unica bacteria identificada (Barra 2), la

Lactococus lactis.

4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

No. Relativo de abundancia

M Bacterias identificadas

Figura 9. Numero relativo de abundancia del silo de Cubano Verde con Aditivos.

En la figura ndmero 10 se puede observar que la OTU con menor ndamero

relativo de abundancia fue perteneciente a la Unica bacteria identificada (Barra

2), la Lactococus lactis.

4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

No. Relativo de abundancia

M Bacterias...

Figura 10.

Numero relativo de abundancia en ensilado de Maiz Zapalote Chico.
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En la figura 11, se observa que en el ensilado de Tanzania y Mombasa con
aditivos la Unica bacteria identificada fue la Lactobacillus plantarum quedando

en tercer lugar en cuanto al numero relativo de abundancia (Barra 2).

M Bacterias identificadas
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No. Relativo de abundancia

Figura 11. Numero relativo de abundancia en ensilado de Tanzania y Mombasa
con aditivos.

En la figura 12, la bacteria identificada fue la Lactobacillus plantarum (Barra 2),

guedando en cuarto lugar respecto al numero relativo de abundancia.

M Bacterias identificadas
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Figura 12. Numero relativo de abundancia del ensilado de King grass con
aditivos.
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En la figura 13 se puede observar que las bacterias detectadas en este silo
fueron la Clostridium tyrobutiricum (Barra 2) siendo ésta también la de mayor
namero relativo de abundancia con respecto a las demas. Y la otra detectada
fue la Lactococcus lactis (Barra 3) quedando en segundo lugar en cuanto al

numero relativo de abundancia.

W Bacterias identificadas

4000 -~
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2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -
0 T T T T
1 2 3 4

Figura 13. Numero relativo de abundancia en el ensilado de King grass sin
aditivos.

No. Relativo de abundancia

En la figura 14 se puede observar que la bacteria identificada con mayor
Numero Relativo de abundancia en comparacion con las demés, fue la
Lactococcus lactis (Barra 3). La otra bacteria identificada fue la Lactobacillus

hamsteri (Barra 2).
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Figura 14. Numero relativo de abundancia en el ensilado de Tanzania y
Mombasa sin aditivos.

No. Relativo de abundancia

5 6 7

Los tipos de bacterias que se detectaron con mayor frecuencia fueron las
Clostridium sp, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus hamsteri y Lactococcus
lactis, todas ellas microorganismos benéficos asociadas con el proceso de
ensilaje con actividades como; fijacién de nitrogeno, productoras de proteinas

heterdlogas, fermentadoras de glucosa y productoras de acido lactico.

4.2 Discusion

En cuanto al analisis bromatolégico se observé que los tratamientos a los que
se les agrego aditivos presentaron un porcentaje mas elevado de PC vy
disminucién en el porcentaje de FDN en comparacion a los ensilados a los que
no se les aplico ningun aditivo. Asi mismo Teles et al.,, (2010) también

obtuvieron diferencia en cuanto a los valores de PC (aumento) y FDN
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(disminucion) al adicionar con tallos deshidratados de marafion al silo de

Pennisteum purpureum.

De igual forma, Guerra et al., (2007), en el estudio que realizaron para evaluar
el efecto de adicion de melaza y estiércol bovino en silos de maiz observaron
aumento en los niveles de PC y disminucién en los porcentajes de FDN. Cabe
mencionar que el resultado que obtuvieron en el analisis de PC que llevaron a
cabo los autores antes mencionados, fue menor (9.60 %) que al obtenido en el

presente estudio (9.68 %).

Dentro de las comunidades bacterianas hubo similitud de especies (en los 9
tratamientos) como las bacterias acido lacticas (BAL) Lactococcus lactis y la
Lactobacillus plantarum, al igual que Wang et al., (2013), la Lactobacillus
plantarum fue también detectada en la mayoria de las muestras de ensilado que
analizaron. Por otro lado, Wang et al., (2013) y Ly et al., (2011) no reportan en
los resultados de los analisis efectuados al ensilado de maiz haber detectado a
la BAL Lactoccocus lactis , la cual, si estuvo presente en este estudio al analizar

las muestras de ensilado de maiz Zapalote chico.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se demostré que si existe diferencia numérica en el valor nutricional y en la
biodiversidad bacteriana entre los diferentes tipos de ensilados y sus

tratamientos.

Del analisis bromatol6gico se obtuvo que a los ensilados de las gramineas a las
gue se les aplicé aditivos, aumentaron los niveles de proteina, sobre todo en los

pastos Cubano Morado y Cubano Verde.

Se observo que los ensilados con mayor Fibra Detergente Neutra fueron la



mezcla de Tanzania y Mombasa sin aditivos, Cubano Morado sin aditivos y King

Grass sin aditivos.

En cuanto a las comunidades bacterianas, se concluyd que la presencia de las
clases de bacterias encontradas fue un indicador de que los ensilados llevaron
el proceso fermentativo correcto, no hubo contaminaciéon ni se detectaron
microorganismos indeseables. Se detectd que las gramineas con mayor
comunidad bacteriana son el Cubano Morado sin aditivos, el King Grass con
aditivos y la mezcla de Tanzania y Mombasa sin aditivos. Es importante sefalar
qgue la biodiversidad bacteriana se vio disminuida en presencia del aditivo en

algunos silos como fue el caso del Cubano Morado y el Cubano Verde.

5.2 Recomendaciones

1. Como complemento y seguimiento a este estudio es recomendable realizar

algunas pruebas de preferencia y analisis de consumo en rumiantes.
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2. Es importante continuar con las investigaciones realizadas en este trabajo,
ensilando gramineas forrajeras de otras especies y con aditivos diferentes a los

utilizados en este estudio.

3. Se sugiere que se haga una clasificacion en base al funcionamiento de las
bacterias involucradas en el proceso fermentativo que puedan ser aisladas para

su uso individual.
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ANEXO

Figura Al. De izquierda a derecha; Picado del forraje, llenado y compactacién de las
bolsas

Figura A2. Aplicacion de aditivos.
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A3. Toma de Muestras.

Figura A4. Conservacion de muestras. De izquierda a derecha; Muestras con etanol al

75%, Muestras que se conservaron en fresco, Muestras congeladas.
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Figura A5. Maceracion de la muestra en buffer TEN.

Figura A6. Incubacién de muestras en un bafio seco digital de la marca Labnet.

Figura A7. Se anadio 20ul de lizosima
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Figura A8. De izquierda a derecha, hielera para bafio de Hielo/alcohol. Termo bafio
para incubacion de muestras.

Figura A10. Cambio de sobrenadante a viales nuevos.
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Imagen A 11. Lavado de pastilla.

Imagen A 12. De izquierda a derecha, equipo y reactivos para gel de agarosa, llenado
de pozas para electroforesis, gel-resultado de la electroforesis.

Imagen 11. Equipo para DGGE.
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