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Resumen

Se realizé un experimento con el objetivo de evaluar el efecto de Leucaena leucocephala ve. Pert en la poblacion
microbiana ruminal de toros mestizos de Cebu, en las dos etapas del ciclo de ceba. El sistema, integrado por cinco
franjas de gramineas asociadas con L. leucocephala y cinco sin asociar, alternadas consecutivamente en 25 ha,
permitio la ceba de 80 animales, de los que se utilizaron ocho para los estudios microbioldgicos. Los muestreos
de liquido ruminal se realizaron con frecuencia bimensual (febrero-marzo, abril-mayo, junio-julio) y cuatrimestral
(agosto-noviembre). Las bacterias celuloliticas alcanzaron valores entre 15,94 y 46,13 10° UFC.mL"! cuando los toros
pastaron L. leucocephala asociada a gramineas. La mayor poblacion de hongos celuloliticos ruminales se encontrd
en el rumen de animales en el sistema con leucaena, en los muestreos de agosto-noviembre. La concentracion de
amoniaco ruminal tuvo valores de 8,76 y 24,09 mmol.L"! en el sistema con gramineas y el de leucaena asociada con
gramineas, respectivamente (p < 0,001). El pH en rumen fue significativamente mayor, la poblaciéon de bacterias
viables totales resultd 2,9 veces superior y los protozoos disminuyeron cuando leucaena particip6 en la racion. Se
concluye que es ventajoso el sistema con L. leucocephala asociada a gramineas, debido a que propicia incrementos en
las poblaciones de bacterias viables totales y microorganismos degradadores de la fibra; ello, unido al efecto depresor
de los protozoarios, garantiza un ambiente ecologico favorable a la celulolisis ruminal, lo cual contribuiria de manera
sostenida al incremento productivo del sistema ganadero.
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Abstract

A trial was conducted in order to evaluate the effect of Leucaena leucocephala cv. Peru on the rumen microbial
population of Zebu crossbred bulls, in the two stages of the fattening cycle. The system, integrated by five strips of
grasses associated with L. leucocephala and five without association, consecutively alternated in 25 ha, allowed the
fattening of 80 animals, from which eight were used for the microbiological studies. The samplings of rumen liquid
were made bimonthly (February-March, April-May, June-July) and four-monthly (August-November). The cellulolytic
bacteria reached values between 15,94 and 46,13 106 CFU.mL"' when the bulls grazed L. leucocephala associated
with grasses. The highest population of rumen cellulolytic fungi was found in the rumen of animals in the system
with L. leucocephala, in the August-November samplings. The concentration of rumen ammonia had values of 8,76
and 24,09 mmol.L"' in the system with grasses and the one of L. leucocephala associated with grasses, respectively
(p <0,001). The pH in rumen was significantly higher, the population of total viable bacteria was 2,9 times higher
and the protozoans decreased when L. leucocephala participated in the ration. It is concluded that the system with
L. leucocephala associated with grasses is advantageous, because it propitiates increases in the populations of total
viable bacteria and fiber-degrading microorganisms; this, along with the depressing effect of protozoans, guarantees a
favorable ecological environment for rumen cellulolysis, which would contribute in a sustained way to the productive
increase of the animal husbandry system.

Keywords: bacterium, metabolites, protozoans

Introduccion

L. leucocephala es una de las leguminosas mas | se puede incluir en el 100 % del 4rea de un pastizal
utilizadas en Cuba (Ruiz, 2005), y entre las cuali- | de gramineas, lo que incrementa la celulolisis ru-
dades que la distinguen se encuentra su alto conteni- | minal como consecuencia de una mayor poblacion
do proteico (Ku-Vera, 2013). En trabajos realizados por | de organismos fibroliticos. Igualmente, Galindo
Galindo et al. (2007) se demostré que la leucaena | (2013) reportd que la leucaena reduce la produccion
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de metano, debido principalmente a la presencia de
metabolitos secundarios. Prieto-Manrique (2017),
al utilizar 14-16 % de L. leucocephala en vacas en
pastoreo, consideré que estas cantidades eran in-
suficientes para reducir la produccion de metano a
nivel de rumen.

Iraola et al. (2016), al implementar una estrate-
gia agroecologica de transformacion en un sistema
de pastizales degradados con un arreglo silvopasto-
ril con L. leucocephala para la ceba vacuna, encon-
traron incrementos en la biomasa vegetal de 60 %
y una ganancia media diaria (GMD) entre 0,648 y
0,769 kg/animal/dia, con lo cual lograron sistemas
econdmicamente viables en pesos cubanos.

En trabajos precedentes desarrollados por
Iraola et al. (2014) en un sistema silvopastoril con
L. leucocephala, no se estudio el efecto del manejo
nidelaépocadel afio en los indicadores relacionados
con la ecologia microbiana ruminal. Por tal razon,
el objetivo de este estudio fue evaluar evaluar el
efecto de Leucaena leucocephala vc. Peru en la
poblacion microbiana ruminal de toros mestizos de
Cebn, en las dos etapas del ciclo de ceba

Materiales y Métodos

El experimento se realiz6 en el Cebadero Aya-
la del Instituto de Ciencia Animal —Mayabeque,
Cuba—, en un agroecosistema de pastizales integra-
dos por una mezcla de pastos naturales y mejorados
con L. leucocephala vc. Pert, en una superficie fisi-
ca de 25 ha sobre un suelo Pardo con carbonatos.

El disefio del sistema se correspondid con la es-
trategia de redisefio ecoldgico para la recuperacion
de pasturas degradadas en un sistema agrosilvopas-
toril, de acuerdo con lo planteado por Iraola et al.
(2014), y tuvo como propoésito mejorar la capacidad
de carga biologica con ganado de engorde. El siste-
ma se estructur6d segin la metodologia propuesta
por Ruiz (2005), con densidades de L. leucocephala
entre 5 000 y 5 700 arboles por hectarea. Una vez
que la leucaena alcanzé entre 1,00 m y 1,20 m de
altura, comenzo6 su utilizacion.

En el experimento se utilizaron 80 toros mes-
tizos de Cebt, de 199 + 3 kg de peso vivo (PV)
promedio. De ellos, se seleccionaron al azar ocho

animales para efectuar los estudios de fermentacion
ruminal. Todos los animales pastaban en un solo
grupo y transitaban de manera sucesiva por las cin-
co franjas de gramineas asociadas con leucaena y
las cinco franjas de gramineas sin asociar.

Los muestreos del liquido ruminal se realizaron
con frecuencia bimensual (febrero-marzo, abril-mayo,
junio-julio), y cuatrimestral (agosto-noviembre) para
la finalizacion de la ceba, por la via esofagica y con
la ayuda de una sonda, la que se introdujo a través
de la boca hasta el rumen. Los animales ingresaron
al sistema 15 dias antes del primer muestreo, es de-
cir en la segunda quincena de enero, con el objetivo
de garantizar el adecuado periodo de adaptacion.

Andlisis microbiologicos y fermentativos. Se
utilizé la técnica de cultivo de Hungate (1950), en
tubos roll y condiciones de anaerobiosis estricta. La
siembra de bacterias viables totales, proteoliticas y
celuloliticas se efectud en los medios de cultivo de
Caldwell y Bryant (1966); los hongos se analizaron
mediante la técnica de Joblin (1981); y los protozoos
se contaron al microscopio, en camara de Neubauer.

El pH se determind en un pH-metro EIL
modelo 22-A, y la concentracion de amoniaco, segtin
Conway (1957). El analisis de la composicién quimi-
cadelospastosserealizo segiin las técnicas descritas
por AOAC (1995); mientras que las fracciones fibro-
sas se analizaron por el procedimiento de Goering
y Van Soest (1970). La composicién quimica de las
especies se muestra en la tabla 1.

Los metabolitos secundarios ante las pruebas
cualitativas del tamizaje fitoquimico de L. leuco-
cephala indicaron alta presencia (+++) de taninos,
alcaloides y antocianidinas; y moderadas canti-
dades (++) de saponinas, reductores, flavonoides,
triterpenos y esteroides.

Diserio experimental y andlisis estadistico.
Se realiz6 analisis de varianza multifactorial. Los
factores considerados fueron: 1) franjas o pastoreo
en graminea asociada con leucaena y en mezcla de
gramineas, y 2) bimestre de muestreo (febrero-mar-
7o, abril-mayo, junio-julio) y cuatrimestre (agos-
to-noviembre).

En el caso de los indicadores bacterias pro-
teoliticas, celuloliticas y hongos celuloliticos se

Tabla 1. Composicion quimica de las especies que integraron el ecosistema pastizal (%).

Especie

PB  FND FAD Ceniza Ca P

L. leucocephala

Mezcla de pastos naturales y mejorados

2947 39,96
11,90 91,06 39,95

891 1,18 0,08
12,87 0,54 0,00

19,26
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empled un disefio de parcelas divididas, donde la
parcela principal fue la franja (leucaena o mezcla
de gramineas), y la subparcela, los bimestres de
muestreo. En el caso de los indicadores bacterias
viables totales, protozoos, pH y NH, se utiliz6 un
modelo lineal para los efectos de las franjas y los
bimestres de muestreo.

Se verificod que los datos cumplieran con los su-
puestos de distribucion normal y de homogeneidad
de varianza. Los conteos de microorganismos via-
bles se transformaron segiin Ln N, para garantizar
las condiciones de normalidad. Para el analisis se
aplico la formula (K+N).10%, donde: K es la cons-
tante que representa el logaritmo de la diluciéon en
la cual se inoculd el microorganismo; N es el lo-
garitmo del conteo de colonias determinado como
UFC/mL, UFT/mL, o células/mL; 10 es la base del
logaritmo; y x es la dilucion a la cual se efectud la
inoculacion.

Para la comparacion entre medias se aplico la
décima de Duncan (p < 0,05) en los casos necesa-
rios. Se utiliz6 el paquete estadistico INFOSTAT
version 2001, de Balzarini et al. (2001).

Resultados y Discusion

L. leucocephala adquiere singular importancia
en los sistemas agroforestales porque, ademas de su
buen desarrollo en ambientes tropicales, presenta al-

tos contenidos de proteina, minerales, vitaminas y
energia, lo cual garantiza un adecuado valor nutri-
cional cuando se utiliza en la dieta de los animales.

En este estudio se encontro interaccion signifi-
cativa entre el sistema de pastoreo y el momento de
muestreo en las poblaciones de bacterias proteoliti-
cas, celuloliticas y hongos del rumen (tabla 2). Las
bacterias proteoliticas fueron mas numerosas cuando
los animales pastaron la leucaena. Tales resultados
confirman la presencia de factores que estimulan
el crecimiento de estos grupos microbianos cuan-
do L. leucocephala se encuentra presente, debido
a su alto contenido en proteina y minerales (Ro-
driguez et al., 2013). Sin embargo, cuando los an-
imales pastaron las gramineas durante el bimestre
febrero-marzo y el cuatrimestre agosto-noviembre
no hubo diferencias estadisticas en este indicador,
aspecto que deberd ser objeto de estudio en etapas
posteriores.

L. leucocephala produjo un efecto beneficioso
en las poblaciones de bacterias y hongos celuloliti-
cos del rumen. En todos los muestreos se encontro
mayor poblacién de bacterias celuloliticas cuando
los animales pastaban en el sistema con esta plan-
ta, con los valores mas altos (p < 0,001) en los
muestreos comprendidos entre abril y noviembre,
y dentro de ellos el cuatrimestre agosto-noviembre
mostrd las mayores poblaciones. Estas altas pobla-

Tabla 2. Efecto del sistema silvopastoril y la época de muestreo en la poblacion de bacterias viables totales,

protozoos y bacterias proteoliticas.

Momento de muestreo

Indicador Sistema EE +
Febrero-marzo Abril-mayo Junio-julio Agosto-noviembre
Leucaena/graminea 2,86° 2,63° 2,64° 2,55
Bacterias (20,46) (14,15) (14,27) (14,96)
proteoliticas, 0,146%*
10 UFC.mL-  Graminea 2,77° 1,79° 1,76* 2,450
(17,4) (6,04) (6,27) (11,67)
Leucaena/graminea 2,63¢ 3,17¢ 2,98¢ 3,641
Bacterias (15,94) (24,33) 21,11) (46,13)
celuloliticas, 0,222%%%*
10 UFC.mL-  Graminea 2,49b¢ 2,13 1,782 1,912
(13,29) (8,61) (6,02) (6,88)
Leucaena/graminea 2,23¢ 2,954 2,814 3,77
Hongos (13,25) (20,38) (18,23) 43,83)
celuloliticos, 0,344**
105 UFT.mL" Graminea 2,38 1,832 1,792 1,49°
(11,27) 6,54) 6,13) “4,5)

Datos trasformados segun Ln X, medias originales entre paréntesis.
a, b, c, d, e: medias con letras diferentes dentro de la misma fila difieren a p <0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
UFC.mL": unidades formadoras de colonias por mililitro; UFT: unidades formadoras de colonias por talo.
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ciones de organismos celuloliticos pueden condu-
cir a alcanzar mayor celulolisis ruminal, debido a
una mayor poblacion de microorganismos capaces
de excretar el complejo de enzimas celulasas; asi-
mismo, proveer al rumen de metabolitos necesarios
para la sintesis de proteina microbiana (Galindo et
al., 2017); y, consecuentemente, se debe esperar in-
crementos en la degradacion de la fraccion fibrosa,
dada la interaccion que se presenta a nivel ruminal
entre los diferentes microorganismos en el proceso
de degradacion de la fibra (Gerber ef al., 2013).

Los animales experimentales estuvieron ex-
puestos a mejores condiciones nutricionales en estos
meses (cuatrimestre agosto-noviembre), ya que se
ha reportado que L. leucocephala es tres veces mas
rica en proteina (22,3-30,0 %) que las gramineas
tropicales en igual época del afio (Rivera et al.,
2015).

No se hall6 interaccion significativa entre los
tratamientos y el momento de muestreo en la po-
blacién de bacterias viables totales, protozoos, pH
y concentracion de amoniaco en el rumen.

Al evaluar el efecto del sistema en el pH y
el NH, (tabla 3), se hallo que en los animales que
pastaban leucaena/graminea la concentraciéon de
amoniaco era mayor y, consecuentemente, también
el pH del rumen. Este efecto es debido a la accion
que ejercen las deaminasas microbianas excretadas
por las bacterias proteoliticas sobre las proteinas
contenidas en L. leucocephala.

Al respecto, Rodriguez et al. (2014) sefialaron
que la proteina contenida en este vegetal se degrada
entre 56 y 59 % a nivel de rumen; pero, debido a que
su contenido es alto, siempre existiran cantidades
apreciables de amoniaco libre. Este efecto se puede
atenuar con el uso de suplementacion energética a
animales que pastan en leucaena.

En trabajos realizados por Iraola et al. (2017)
se informd que uno de los elementos que limitan la
productividad animal en los sistemas silvopastoriles
(SSP) con leucaena lo constituye el aporte de energia
y su sincronizacion con las fuentes de nitrogeno

disponible para los microorganismos ruminales, lo
que limita la sintesis de proteina microbiana y el de-
sempefio productivo de los animales de engorde. Por
otra parte, el consumo de leucaena tiende a incre-
mentar el contenido de proteina bruta en rumen y
puede provocar excesos en el balance del nitrégeno,
situacion que conlleva un costo energético adicional
para su eliminacion en forma de urea.

Al respecto, existen diferentes formas de ma-
nipular el SSP con leucaena y obtener ventajas pro-
ductivas; dentro de estas se encuentran el uso de
hidratos de carbono de facil fermentacién, como
los que aporta la cafia de azucar (Saccharum
officinarum), y la utilizacion de microorganismos
beneficiosos biologicamente activados, produci-
dos en el Instituto de Ciencia Animal de Cuba (Elias,
2014). Este producto esta compuesto por lactobacilos,
levaduras y acidos organicos de cadena corta, y
constituye un activador de la fermentacion ruminal
(Garcia y Garcia-Curbelo, 2015). Su empleo como
aditivo microbiano en la finalizacion de bovinos en
silvopastoreo con leucaena, complementado con
cafia de azucar durante el periodo lluvioso, genero
un efecto productivo contrastante en la ganancia
media diaria (GMD).

En la figura 1 se presenta el efecto del pastoreo
en leucaena asociada a gramineas o en la mezcla de
gramineas, sobre las poblaciones de bacterias via-
bles totales y protozoos del rumen. Como se puede
observar, cuando los animales pastaron la leucaena,
las poblaciones de bacterias viables totales fueron
mayores (p < 0,001); mientras que los protozoos re-
dujeron su presencia.

La reduccion en la poblacion de protozoos
cuando los animales pastaron sobre L. leucocephala
corrobora las propiedades antiprotozoarias de esta
planta (Galindo, 2013); y representa una ventaja que
se atribuye a su alto contenido en taninos (4,02 %
de la MS) y otros metabolitos secundarios, como
las saponinas, que ejercen similar efecto a nivel
ruminal.

Tabla 3. Efecto del pastoreo en el sistema silvopastoril leucaena/
graminea, sobre el pH y la concentracion de amoniaco

en el rumen de toros

Indicador Leucaena/graminea Graminea EE =+
pH 7,44 6,81 0,06%%*
NH,, mmol.L" 24,09 8,76 0,46%%*

w5k < 0,001
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EE bacterias totales = 0,145, p < 0,001; EE protozoos = 0,126, p < 0,001.
Protozoos = 105 células/mL; bacterias totales viables = 1 011 unidades

formadoras de colonias por mililitro.

Figura 1. Efecto del pastoreo en gramineas y L. leucocephala
en mezcla de gramineas, sobre la poblacion de
bacterias viables totales y protozoos del rumen de

toros en ceba.

Con respecto al papel de las saponinas en la po-
blacién de protozoos, Zhou ef al. (2011) y Galindo
et al. (2016) informaron que este metabolito puede
ocasionar efecto depresivo en la poblacion de los
protozoarios, debido a que se producen cambios en
la permeabilidad de la membrana celular, lo cual
puede facilitar la lisis a nivel ruminal.

A modo de sintesis, la presencia de los factores
antinutricionales o metabolitos secundarios anterior-
mente mencionados produce modificaciones en la po-
blaciéon microbiana del rumen, y en ocasiones estos
pudieran resultar toxicos (McSweeney ef al., 1999).

Igualmente, es importante considerar que la
defaunacion es una de las vias probables para re-
ducir la emision entérica de CH,, debido al flujo de
células microbianas desde el rumen y a la reduccion
en la relacion acetato/propionato (Leng, 2014).

Los resultados explican las respuestas producti-
vas informadas por Iraola et al. (2015a), entre 0,682
y 0,769 kg/animal/dia, al estudiar el efecto de L.
leucocephala en la ceba vacuna; asi como un mayor
confort animal dado por el desarrollo faunistico y
ecologico que representa la presencia de los arboles
y el incremento de la produccion de biomasa en el
sistema (Iraola et al., 2015b). Este tlltimo aspecto se
encuentra relacionado, de manera indirecta, con la
poblaciéon de micoorganismos del rumen, al tiem-
po que contribuye en la toma de decisiones acerta-
das acerca del uso racional de recursos técnicos y
econdémicos que garanticen mayor sostenibilidad y
rentabilidad de los sistemas ganaderos para la pro-
duccion de carne de res.

Se concluye que el sistema de manejo con L.
leucocephala asociada a gramineas es ventajoso,
debido a que propicia incrementos en las pobla-
ciones de bacterias viables totales y microorganis-
mos degradadores de la fibra; lo que, unido al efecto
depresor de los protozoarios, garantiza un ambiente
ecologico favorable a la celulolisis ruminal. Asi-
mismo, se recomienda estudiar, en etapas poste-
riores, el efecto del bimestre febrero-marzo y del
cuatrimestre agosto-noviembre en las poblaciones
de bacterias proteoliticas ruminales.
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