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LAS FASES SOLIDA Y LIQUIDA DEL RUMEN DE OVEJAS ALIMENTADAS
CON DOS DIETAS FORRAJERAS
Saro, C., Ranilla, M.J., Tejido, M.L. y Carro, M.D.
Departamento de Produccion Animal. Universidad de Ledn. 24071, Le6n. IGM (CSIC-ULE).
Finca Marzanas, s/n. 24348, Grulleros, Ledn. (mdcart@unileon.es)

INTRODUCCION

La fase soélida del rumen es conocida por ser la de mayor capacidad para degradar la pared
celular de los alimentos (Briesacher et al., 1992; B. Michalet-Doreau et al., 2001). La
actividad enzimatica de esta fase estd influida por la dieta administrada al animal,
aumentando la actividad fibrolitica con el aumento de la proporcidén de forraje en la dieta
(Martin et al., 1999). Sin embargo, no existe informacién sobre la influencia del tipo de
forraje en la dieta sobre la actividad enzimatica. El objetivo de este trabajo fue investigar los
efectos del tipo de forraje en la dieta y el tiempo de muestreo sobre la actividad fibrolitica de
los microorganismos en las fases sélida y liquida del rumen.

MATERIAL Y METODOS
Se utilizaron 4 ovejas merinas (58,3 + 3,27 kg) canuladas en el rumen en un disefio cruzado.
Se formularon 2 dietas experimentales con una relacion forraje:concentrado de 70:30,
siendo el forraje heno de alfalfa (AL) o heno de graminea (GR). Las dietas fueron
administradas a los animales, a nivel restringido (56 g materia seca (MS)/kg PV®") para
minimizar la seleccién del alimento, en dos tomas iguales diarias (8:00 y 20:00 h). Tras 15
dias de adaptacion a la dieta se tomaron muestras del contenido ruminal a las 0, 4 y 8 horas
tras la administracién de la primera toma de alimento en dos dias no consecutivos. Una
muestra del contenido ruminal (50 g) se sec6 en estufa a 60°C para determinar su contenido
en MS. El resto de contenido ruminal se filtré a través de dos capas de gasa y se midié el pH
del liquido. A continuacion, se tomaron muestras del contenido sélido (10 g) y liquido (5 mL)
y se congelaron inmediatamente a -80°C para el andlisis de la actividad enzimatica. Las
muestras tomadas los dos dias se mezclaron, por hora de muestreo, antes de los analisis.
Las muestras de contenido solido se descongelaron a 4°C, 2 g se utilizaron para determinar
su contenido en MS, y el resto fue picado con tijeras. A continuaciéon se pesaron 3 g en una
bolsa Stomacher® y se afadieron 15 mL de buffer fosfato (pH=6,5) que contenia ditiotreitol
(DTT; 1mM). La mezcla fue homogeneizada en un Stomacher (Stomacher 400 Circulator,
Seward Ltd., Londres, Reino Unido) a 230 rpm durante 5 minutos para desligar los
microorganismos asociados a las particulas de alimento. De la suspension resultante se
tomaron 1,5 mL que se trataron durante 3 minutos en un Mini-Beadbeater (BioSpec
Products, Inc., Bartlesville, OK, EEUU) para lisar los microorganismos y liberar las enzimas
intracelulares. Tras el tratamiento se centrifugaron las muestras (10’, 10000g, 4°C) y en el
sobrenadante se analizaron las actividades carboximetilcelulasa, xilanasa y amilasa segun
el método propuesto por Giraldo et al. (2008), usando como sustrato carboximetilcelulosa,
xilano de avena y almiddén soluble, respectivamente. Las muestras de liquido ruminal se
descongelaron a 4°C, y 1,5 mL se trataron en un Mini-Beadbeater y se analizaron siguiendo
los procedimientos descritos anteriormente. La actividad enzimatica se expresé6 como
umoles de glucosa o xilosa liberados del sustrato correspondiente por 1 g de MS de la
digesta solida o 1 mL de la digesta liquida en un minuto a pH=6,5 y 39°C.
Los datos se sometieron a un andlisis de varianza para medidas repetidas en el tiempo
utilizando el PROC MIXED del SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC). Los efectos del tipo de
forraje, tiempo y periodo se consideraron fijos y el efecto del animal se consider6 aleatorio.
El nivel de significacion estadistica se establecio en P<0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
Como puede observarse en la Tabla 1, las actividades carboximetilcelulasa y xilanasa en el
contenido total, sdlido y liquido del rumen fueron mas elevadas (P<0,05) a las 0 horas que a
las 4 y 8 horas post-alimentacion, lo cual podria ser debido a un descenso del pH en las
primeras horas, ya que descendié por debajo de 6,5, para volver a estabilizarse al cabo de
10-12 horas post-alimentacién (Figura 1). Ademas, estas actividades implican a enzimas
encargadas de la digestion de la fibra, la cual necesita un tiempo para que los
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microorganismos colonicen la misma antes de comenzar la digestion. Estos resultados estan
en linea con los obtenidos por Martin et al. (1993, 1999), quienes obtuvieron los resultados
de actividad fibrolitica mas elevados al final del periodo postprandial. Ademas, se observo
una correlacion significativa entre las actividades en la fase soélida y la liquida para las
actividades carboximetilcelulasa (P=0,015; r=0,487; n=24) y xilanasa (P=0,017; r=0,481;
n=24). Por el contrario, la actividad amilasa del contenido total y el liquido no vari6 (P=0,347
y 0,883, respectivamente) con el tiempo de muestreo, pero la actividad amilasa en el sélido
presentd una tendencia (P=0,091) a disminuir a las 4 horas post-alimentacién. No se
observé una correlacion significativa (P=0,566) entre los valores de actividad amilasa en la
fase sélida y liquida.

6.90 1
6.60 4
—A—GR
—a— AL
6.30 T
6.00 T T 1

0 4 8 12

Figura 1. Evolucién postprandial del pH del liquido ruminal de ovejas alimentadas con dietas
con relacion forraje:concentrado 70:30 y heno de gramineas (GR) o heno de alfalfa (AL)
como forraje.

Todas las actividades determinadas fueron mayores (P<0,001) en la fase soélida que en la
liquida, pero las diferencias méas marcadas se encontraron en la actividad xilanasa, en la
que el porcentaje de actividad en el solido represent6 entre el 76% y el 86% de la actividad
en el contenido total, seguida de la amilasa (64-80%) y la carboximetilcelulasa (45-67%).
Con respecto a las diferencias entre dietas, Unicamente se observaron diferencias en la
actividad en el contenido total y solido en el caso de la actividad xilanasa, que fue mayor
(P<0,05) con la dieta GR que con la dieta AL, lo que podria ser debido al mayor contenido
en fibra de la dieta GR (499 vs. 426 g fibra neutro detergente/kg MS). Martin et al. (1999)
observaron actividades fibroliticas méas elevadas al administrar dietas con elevado contenido
en forraje, mientras que la actividad amilolitica era mayor en las dietas con elevado
contenido en concentrado. En nuestro estudio la cantidad de concentrado en la dieta no
vario, lo que justificaria la ausencia de diferencias entre dietas en la actividad amilasa.

Se observaron importantes diferencias entre ovejas, ya que una de ellas presento las tres
actividades enzimaticas en la fase liquida méas elevadas (P<0,05) que el resto. Por el
contrario, otra de las ovejas present6 estas actividades en mayor (P<0,05) cantidad en el
contenido total y en el contenido sélido.
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POSTPRANDIAL EVOLUTION OF FIBROLYTIC ACTIVITY IN THE RUMEN OF SHEEP
FED TWO FORAGE DIETS

ABSTRACT: Four ruminally cannulated Merino sheep were used to evaluate the effects of
two diets (AL: 70:30 alfalfa hay:concentrate; GR: 70:30 grass hay:concentrate) and three
times of sampling (0, 4 and 8 hours post-feeding) on fribrolytic activity in the rumen.
Carboxymethylcellulase, xylanase, and amylase activities were measured in solid and liquid
rumen contents. Carboxymethylcellulase and xylanase activities were greater (P<0.01) at O
compared with 4 and 8 h postfeeding, but sampling time did not affect (P>0.05) amylase
activity. All activities were greater (P<0.001) in the solid than in the liquid phase of the
ruminal digesta. Xilanase activity was greater for GR than for AL diet, but
carboxymethylcelulase and amylase activities were not affected by the diet.

Keywords: rumen, fibrolytic activity, forage type, sheep
Tabla 1. Efecto del tipo de forraje (FOR) y tiempo de muestreo (T) en las actividades

enzimaticas (AE) del contenido ruminal de ovejas alimentadas con dietas con relacion
forraje:concentrado 70:30 y heno de alfalfa (AL) o heno de gramineas (GR) como forraje.

T (h) tras la alimentacion Valor de P
Parametro’ Dieta 0 4 8 EEM?> FOR T FORXT
Carboximetilcelulasa
AE total AL 1,47% 1,06° 1,01° 0,086 0,563 <0,001 0,991
GR 1,41* 1,02° 0,98°
AE sdlido AL  368% 231° 205° 0290 0,618 <0,001 0,698
GR  3,73% 271 1,97°
AE liquido AL  0,81% 0,65° 0,70® 0,042 0,012 <0,001 0,180
GR 0,73®* 0,46° 0,67°
% AE en sdlido AL 56,62 52,0% 455° 2,57 0,007 <0,001 0,041
GR 59,9% 67,0® 47,0°
Xilanasa
AE total AL  31,1® 186% 18,3 2,080 0,011 <0,001 0,646
GR 33,9° 2542 237°
AE sdlido AL 112 62,67 60,72 8,43 0,012 <0,001 0,593
GR 122° 88,52 84,92
AE liquido AL 7,38° 4,397 546° 0,568 0,634 <0,001 0,994
GR 7,10° 4,14% 530°
% AE en sdlido AL  81,4° 8212 76,0° 2,07 0,045 0,036 0,776
GR 834 864 80,8
Amilasa
AE total AL 6,93 529 6,14 0,829 0,468 0,347 0,868
GR 6,92 6,10 6,85
AE sdlido AL 23,1 13,3 17,9 2,86 0,122 0,097 0,510
GR 23,0 19,5 23,3
AE liquido AL 218 2,72 2,57 0,367 0,060 0,883 0,545
GR 1,94 1,65 1,91
% AE en sdlido AL 77,3 64,4 67,9 3,00 0,009 0,161 0.057

GR 76,9 80,0 75,1

'Las actividades carboximetilcelulasa, xilanasa y amilasa en el solido, liquido o en el total se expresan como
pmol de glucosa o xilosa liberados de carboximetilcelulosa, xilano o almidon soluble por 1 gramo de MS de
digesta total, 1 g de digesta sélida o 1 mL de digesta liquida en 1 minuto a 39°C y pH 6,5.

2 EEM: error estandar de la media.
2" dentro de la misma fila, valores con diferente superindice difieren (P<0,05).
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