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RESUMEN

Lactobacillus spp., son microorganismos fermentadores pertenecientes a las bacterias
acido-lacticas (BAL), forman parte de la filésfera de muchas plantas junto con otras
comunidades microbianas. En el proceso de ensilaje las interacciones y variaciones
intrinsecas de este microambiente son el resultado del metabolismo fermentativo de
las BAL. El objetivo de este trabajo consisti6 en comparar los cambios en la
composicion de las comunidades microbianas y la presencia de Lactobacillus spp.,
asociados al proceso de ensilaje en los distintos silajes a partir de R. acris. El disefio
de esta investigacién fue de laboratorio, contemporaneo y bivariable. Se tomaron 5
muestras los dias 0, 4, 7, 14 y 21, de tres tipos de silajes elaborados solo con R. acris
(T1), R. acris y papelén (T2) y la mezcla anterior mas un indculo de probioticos (T3). El
disefo de analisis tuvo un enfoque cuantitativo, los resultados se plasmaron en tablas,
graficos de barra y otros, permitiendo asi la comparacion e interpretacion de los datos.
En los resultados se obtuvo que T2 y T3, presentaron un crecimiento exponencial en
sus concentraciones de BAL luego del dia 7, el silaje T1 alcanzé el mayor nUmero de
colonias fungicas, los menores valores de pH fueron registrados por T3, la presencia
de BAL como organismos epifitos y ain mas la utilizacion de aditivos e inoculantes
fueron esenciales para el proceso de fermentacion lo cual mejord significativamente
las condiciones de calidad del ensilaje, puesto que, indujeron a un aumento de las BAL
en corto tiempo, esto a su vez conllevo al descenso en los valores de pH y el
mantenimiento de cantidades exiguas de colonias de hongos.

Palabras Clave: Proceso de ensilaje, comunidades microbianas, comunidades
fungicas, bacterias acido-lacticas (BAL), fermentacion.
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INTRODUCCION

Antecedentes del Problema

Lactobacillus spp., son microorganismos no patégenos que pertenecen a la
clasificacion de BAL de la familia Lactobacillaceae, de tincion Gram positiva,
crecen en habitats con azucares fermentables, se caracterizan a su vez por la
ausencia de la enzima catalasa y ser organismos no méviles. Se describen
como homofermentativos y heterofermentativos refiriéndose a su metabolismo,
el cual utiliza como combustible los hidratos de carbono en su mayoria, para el
posterior desdoblamiento y conversion en acido, alcohol y gases. Es casual
encontrarlos en productos como los lacteos, vinos, ensilajes, granos, el tracto
gastrointestinal y la vagina de animales o en humanos*?,

Las comunidades microbianas representan el conjunto de gremios
constituidos por diversas poblaciones celulares que interactian entre si,
coexisten, se relacionan y desarrollan multiples actividades funcionales, a
través de complejas vias metabolicas, enmarcadas por un contexto ambiental y
biologico. La correcta integracion de los microbiomas se regula mediante
autoinductores, estos son sefiales bioquimicas apropésito de lograr la
comunicaciéon entre especies y sus allegados en el nicho ecoldgico. Diversas
variaciones en el entorno causadas por elementos bibticos o abibticos, pueden
perturbar la distribucion y riqueza de las comunidades, favoreciendo o
perjudicando a un determinado conjunto, haciendo que predominen mas
individuos, pero haya menos especies®®.

En el proceso de ensilaje se desarrollan una serie de fendémenos
fisicoquimicos, mediados por los microorganismos epifitos de la planta
forrajera, diversos y variados quienes en un principio consumen el oxigeno
presente en el medio, y otros recursos permitiéndoles su multiplicacion en la
fase denominada aerobica, posteriormente las condiciones de microaerobiosis
generadas constituyen el determinante en la reduccion de las muchas
poblaciones microbianas; por el contrario las BAL encuentran un ambiente

propicio en la denominada fase de fermentacién, son las principales causantes
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de la acidificacion del medio y generacion de un entorno hostil, que da pie a la
tercera fase de estabilidad, en la cual los cambios son muy leves, la
permanencia y predominio se ve inclinado a las BAL; finalmente en la ultima
fase luego de la apertura del sistema y entrada del aire, microorganismos como
mohos y enterobacterias inducen al deterior del material forrajero’-°.

Esta investigacion esta respaldada por las siguientes aproximaciones
tedricas sobre el metabolismo bacteriano, la microbiota en Ranunculus acris y
los cambios en las comunidades microbianas en relacion con el tiempo de
ensilaje, la primera de estas, el metabolismo bacteriano se refiere a un proceso
que les permite a dichos microorganismos extraer de los compuestos tales
como las pentosas y hexosas, la energia necesaria para llevar a cabo su
crecimiento y reproduccién. Pueden ser heterotrofos o autoétrofos, segun las
necesidades de oxigeno se distinguen como anaerébicas y aerdbicas, este
proceso se lleva a cabo mediante dos vias Embden-Meyerhof-
Parnas/Glucdélisis y la respiracidbn aerobica, generando como producto el
piruvato y posteriormente su transformacién en acido lactico u otros
compuestos como alcohol y gases' 19,

La segunda hace referencia a los variados microorganismos que colonizan
las partes externas del forraje R. acris, la permanencia de estos microbios
depende directamente del aire, agua y suelo, se han detectado altos niveles de
bacterias, levaduras y mohos procedentes en dichos elementos, los cuales
contaminan la planta durante su crecimiento. Es asi, como se han aislado
ciertas comunidades compuestas por: Pseudomonadaceae,
Enterobacteriaceae y Sphingomonadaceae en flores, mientras
Sphingomonadaceae, Metilobacteriaceae y Cytophagaceae en hojas''.

La tercera denota, que los cambios en las comunidades microbianas durante
el ensilaje se basan en el proceso de fermentacién lactica, llevado a cabo por
las BAL presentes en la superficie del forraje, que luego de generarse las
condiciones propicias para su desarrollo, un ambiente en microaerobiosis,
inducen a través de sus metabolitos la variacidon en la composicion de la
filésfera y de las propiedades fisicas como el pH del medio. A su vez muchas

de las sustancias producidas por las BAL tienen un efecto antagonista frente a

2



las colonias fungicas y otras bacterias presentes, transformando asi el entorno
heterogéneo inicial en uno menos rico y diverso en cuanto a los
microorganismos se refiere>812,

Las relevantes aplicaciones de las BAL han sido motivo de estudio en
diferentes paises en los Ultimos cinco afios, destacandose un metanalisis
(2021) donde se examinaron los efectos de la inoculacién con bacterias
basadas en Lactobacillus buchneri (LB) (LBB), incluyendo LB solo o LB con
lactobacilos heterolacticos homolacticos u obligados, sobre fermentacion del
ensilaje, estabilidad aerdbica (EA) y rendimiento animal. Se recopilaron datos
de 158 estudios para revisar los efectos de la inoculacion de LBB. En todos los
tipos de forraje, el tratamiento con LBB disminuyo la concentracién de lactato,
aumento el pH, concentraciones de acetato; 1,2 propanodiol y propionato; hubo
una disminucién de los recuentos de levadura y moho; contribuy6é a una mayor
EA. En los efectos sobre el rendimiento de las vacas lecheras lactantes, se
analizaron doce publicaciones, resultando que no afectd la calidad de la leche.
Sin embargo, sugirieron mayores estudios para constatar mencionado
fenémeno?s.

Da Silva E, Costa D, Santos E, Moyer K, Hellings E, Kung L. (2021).
Publicaron recientemente un estudio referente a la evaluacion de la capacidad
de un inoculante que contiene una combinacién de Lactobacillus hilgardii (LH)
y LB (LHLB) para modificar el microbioma y mejorar la EA del ensilaje de maiz
de planta completa después de varias longitudes del ensilaje. Se realizaron
cinco tipos de silajes, cada uno de los cuales fue inoculado, se incluyeron el
control positivo y el control no tratado (CTR). Los ensilajes tratados tenian una
comunidad bacteriana menos rica y diversa, dominada por BAL, con una mayor
abundancia relativa (AR) de Lactobacillus, una mayor concentracion de acido
propionico y también afectd la composicion de la poblacion fungica. El in6culo
LHLB mejor6 la calidad del silaje después de un corto periodo**.

En Ecuador (2018) se realiz6 el aislamiento, seleccién e identificacion de
Lactobacillus spp., con potencial probidtico y tecnolégico del tracto digestivo de
los pollos de traspatio, obteniendo 100 cepas entre las cuales 54 mostraron

caracteristicas propias de la especie, posteriormente 2 de ellas resultaron como
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posibles probiéticos, las mismas fueron identificadas como Lactobacillus brevis
y luego de sobrevivir en condiciones hostiles in vitro se concluy6 que tienen
potencial para ser utilizadas como probidticos?®.

La justificacion debe responder a los por qué o razones de la investigacion.
Especificamente, estas razones pueden ser categorizadas como necesidades,
curiosidades, preocupaciones, motivaciones, intereses, valores,
potencialidades, oportunidades, tendencias y contradicciones!®. La autora de
esta investigacion identifico razones dentro de las cuales destaca:

Vista como una oportunidad biotecnoldgica, los Lactobacillus spp., en
numerosas investigaciones han sido aislados para luego ser adicionados a los
ensilajes de distintas plantas, hecho con el fin de mejorar las propiedades
alimenticias del forraje, dispuesto para diversos tipos de ganado. Estas
bacterias participan efectivamente en la degradacion de los carbohidratos
presentes en el medio, asi como la preservacion del preparado, lo cual
contribuye al aumento en la carga animal®7:18,

Considerando lo anteriormente explicado, surge como motivacion las
diversas propiedades biotecnoldgicas aplicadas a los lactobacilos en el campo
de la industria agroalimentaria'®?°. En muchos paises los forrajes ensilados son
muy apreciados como alimento animal. En Europa, los agricultores de paises
como Holanda, Alemania y Dinamarca, almacenan mas de 90 por ciento de sus
forrajes como ensilaje. Esta es una tendencia en auge, que justifica la inversion
tiempo y recursos en investigar temas similares®.

Para producir un ensilaje de buena calidad, es esencial asegurar que se
produzca una buena fermentacién microbiana en el ensilado. Por lo cual, se
hace necesario conocer las distintas formas de mejorar el mencionando
procesod.

Con categoria de oportunidad, el potencial nutricional de los silajes de R.
acris ha sido estudiado como una buena fuente de alimento para distintos tipos
de ganado, a quienes puede estar destinado los silajes que se elaboren a partir
de esta planta, entonces se explica una de las razones para estudiar la

poblacién vegetal referidal®.



Es también visto como una potencialidad las numerosas bondades de estas
células bacterianas (lactobacilos), que, siendo parte de la microbiota de una
gran cantidad de estructuras anatomicas, no s6lo en el ser humano, sino
también en muchos animales y plantas, participan en el proceso de la
digestion, desarrollo de la mucosa intestinal y del sistema inmune, ejercen en
quienes los consumen el denominado efecto probidtico?..

También se hace mencion a una curiosidad, la cual consiste en conocer la
variacion de las comunidades microbianas a lo largo del proceso de ensilaje,
aportando a su vez, nocién de la diversidad de organismos presente en R.
acris, de la misma forma cémo se ven modificadas segun los distintos aditivos
presentes en los silajes®?.

Luego de exponer las razones de la investigacion, se considera que la
deteccion de los Lactobacillus spp., y las comunidades microbianas,
proporcion6 evidencia acerca de los cambios que ocurren durante el proceso
de ensilaje, siendo este, un tema de interés para la biotecnologia microbiana y
aun de mayor importancia para la agropecuaria, industria alimentaria e incluso
farmacéutica®>1°.

Hurtado (2010)%, se refiere al alcance de una investigacion como la
amplitud y la profundidad del conocimiento que se quiere aprender. En tal
sentido, el verbo del objetivo general es la cuspide del conocimiento adquirido
durante la realizacion de un trabajo cientifico, el mismo se refiere a la
profundidad del estudio a desarrollar. La presente investigacion tiene como
alcance comparar los cambios en la composicion de las comunidades
microbianas y la presencia de Lactobacillus spp., asociados al proceso en los
distintos silajes elaborados con R. acris.

En dltima instancia, de los alcances de la investigacion Hernandez,
Fernandez y Batista®?, hacen referencia a otros aspectos importantes de tomar
en cuenta como lo son la disponibilidad de recursos financieros, humanos y
materiales, sin los cuales se presentarian grandes limitaciones en la
elaboracion del trabajo, es por ello que se ha identificado como posible factor
limitante, el alto costo de los instrumentos para la realizacién de las distintas

técnicas, en el aislamiento de microorganismos y medicion de la mayoria de los
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parametros pertinentes, en el estudio de los cambios propios de un ensilaje; a
su vez también el presente estudio se encontrard restringido por el poco

material del cual se dispone para llevar a cabo el logro final.

El Problema

Después de describir la situaciéon actual del problema, se formula el

siguiente enunciado holopréaxico:

¢, Como varia la composicion de las comunidades microbianas y la presencia
de Lactobacillus spp, segun el proceso en los distintos silajes elaborados con
Ranunculus acris, en el Laboratorio Probiovital C.A. ubicado en el sector
Chamita, Mérida, Edo. Mérida desde abril hasta junio de 20237

Antecedentes Teobricos

Trabajos Previos

Arriola K, Oliveira A, Jiang Y, Ferraretto L, Vyas D y Adesogan A. (2021)%3.
Realizaron una investigacion que reposa en la Revista de ciencia lactea,
titulada: Metaanalisis de los efectos de la inoculacion con Lactobacillus
buchneri (LB), con o sin otras bacterias, en fermentacion de ensilaje, EA y
rendimiento de vacas lecheras. Su logro final consistié en examinar los efectos
de la inoculacion con LBB, incluyendo LB solo o LB con lactobacilos
heterolacticos homolacticos u obligados, sobre la fermentacion del ensilaje, EA
y rendimiento animal. El estudio es de tipo metaanalisis, se orientaron hacia el
modelo propuesto por el diagrama prisma, que describe el proceso de
recopilacion de datos pertinentes para dicha publicacion. Se buscaron articulos
publicados de 1.997 a 2.020 utilizando los términos “ensilaje”, “Lactobacillus
buchneri” y “vacas lecheras”, se incluyeron en la bisqueda estudios sobre los
efectos de los inoculantes LB en el rendimiento de las vacas lecheras. Para la
seleccion de las investigaciones se utilizaron criterios de inclusion vy

exhaustivos procesos de tamizacion. Se recopilaron datos de 158 estudios para
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revisar los efectos de la inoculacion de LBB en la fermentacion y la estabilidad
del ensilaje de distintas plantas. Las tasas de aplicacion mas comunes para la
inoculacion de LBB fueron 10° y 10° las unidades formadoras de colonias
(UFC)/g de forraje fresco. La mayoria de los estudios utilizaron silajes de
laboratorio. En todos los tipos de forraje, la inoculacién de LBB disminuyé la
concentracion de lactato, aumento el pH y las concentraciones de acetato, 1,2
propanodiol y propionato; hubo una disminucion de los recuentos de levadura y
moho y contribuy6é a una mayor EA, para lo cual se necesité al menos 45 dias
del proceso de fermentacion. En los efectos del ensilaje inoculado de
alimentacion, sobre el rendimiento de las vacas lecheras lactantes, se
analizaron 12 publicaciones para investigar los efectos de la inoculacion de
LBB, en el rendimiento de las vacas lecheras, resultando que no afecto el
rendimiento de la leche, digestibilidad de la materia seca, eficiencia del
alimento y porcentaje de grasa de la leche. Sin embargo, la inoculacion del
ensilaje, se asocidé con una pequefia reduccion en la concentraciéon de
proteinas de la leche, lo cual fue controversial por las propiedades
coadyuvantes de estos microorganismos. Este trabajo es de importancia para
la presente investigacion, ya que sus autores poseen un evento de estudio
similar, en el cual se hace mencion, al efecto de la inoculacion de algunas
especies de lactobacilos sobre la calidad del ensilaje.

Da Silva E, Costa D, Santos E, Moyer K, Hellings E, Kung L. (2021)%. Son
los autores de una publicacion denominada los efectos de LH 4785 y LB 40788
sobre el microbioma, la fermentacion y la EA del ensilaje de maiz ensilado
varias veces, la cual se halla en la Revista de ciencia lactea y cuenta con un
maximo alcance de evaluar la capacidad de un inoculante, que contiene una
combinacion de LHLB, para modificar el microbioma y mejorar la EA del
ensilaje de maiz de planta completa, después de varias longitudes del ensilaje.
La investigacion es de tipo evaluativa, correspondiente con un disefio de
campo y laboratorio, contemporaneo, por llevar a cabo la recolecta de los datos
durante el desarrollo de la misma. Se usaron plantas enteras de maiz
contenidas en 5 pilas, cada uno de los cuales fueron tratados con inoculantes,

lero LHLB; 2do LB y Pediococcus pentosaceus (PP), denominado LB500,
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utilizado como control positivo; 3ero LH; 4to LB; finamente el control no tratado
(CTR). Los silajes se abrieron después de 34 y 99 dias del ensilado, se
determind la composicion de nutrientes, el perfil de fermentacion, el microbioma
y la EA. Después de 34 dias, los ensilajes inoculados tenian un mayor nimero
de BAL, una comunidad bacteriana menos rica y diversa, una mayor
abundancia relativa (AR) de Lactobacillus, menor AR de Klebsiella, y una
mayor concentracion de acido propionico que CTR. La inoculacion disminuyo la
proporcion de 4cido lactico a acido acético. La aplicaciéon de los tratamientos no
afectd el numero total de levaduras cultivables, pero si afectd la composicion
de la comunidad fungica, reduciendo la AR de Saccharomicetos. Al menos dos
de los tratamientos mejoraron la EA frente a CTR, luego de 34 y 99 dias. El
in6culo LHLB tuvo el mismo comportamiento con respecto a la EA, pero aun,
desde un corto periodo de ensilado, por lo cual, el mismo puede ser util para
los productores alimentar al ganado, poco después de elaborar los silajes. La
relevancia de esta publicacion, consiste en que su autor posee un evento de
estudio similar al del presente manuscrito.

Arteaga F, Laurencio M, Rondén A, Milian G y Bococurt R. (2018)*°.
Llevaron a cabo un trabajo cientifico, publicado en la Revista de la Sociedad
Venezolana de Microbiologia, titulado aislamiento, seleccién e identificacion de
Lactobacillus spp., con potencial probiético y tecnolégico del tracto digestivo de
pollos de traspatio, cuyo objetivo fue obtener cepas de lactobacilos con
potencial probiodtico y tecnoldgico, a partir de la mucosa cecal de pollos de
traspatio. La investigacién es de tipo analitica con un disefio de laboratorio,
contemporaneo, y segun la amplitud de la informacion univariable. Se utilizaron
cuatro aves de traspatio Gallus gallus, tomando un raspado de la mucosa
intestinal de cada una de ellas que luego fue incubado, a partir de esta
suspension se realizaron varias diluciones, las cuales fueron sembradas en
agar MRS (de Man, Rogosa y Sharpe) y nuevamente incubadas, al finalizar el
tiempo prudente se seleccionaron las colonias con las caracteristicas tipicas,
se procedio a detectar el potencial probiotico de cada una de las cepas, para lo
cual realizaron pruebas tales como disminucién del pH, resistencia a pH acido,

capacidad de crecimiento, determinacién del &cido lactico y produccion de
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acidos grasos de cadena corta y totales. Continuaron con la identificacion
molecular de los microorganismos candidatos, finalmente experimentaron la
tolerancia de estas cepas en condiciones extremas. Se aislaron 100 cepas, 54
fueron preseleccionadas como posibles lactobacilos, 14 de ellas resistieron el
pH &cido y las sales biliares al 50 %, la cepa 17LP tuvo los mayores valores en
produccion de &cidos grasos, se seleccionaron 2 cepas 17LP y 40LP para la
identificacion, resultando pertenecientes a la especie L. brevis, estas fueron
consideradas como candidatas a probidticos en aves. La importancia de este
trabajo radica en la capacidad antagonista de las BAL, que representa otra de
las aplicaciones biotecnoldgicas, en lo cual pueden ser empleados los inGculos

de los mencionados probidticos.

Antecedentes Histdricos o Epistemoldgicos del Género Lactobacillus y las

Comunidades Microbianas

El origen del estudio de los lactobacilos va de la mano con los inicios de la
biotecnologia microbiana, Gonzalez (2012)° resalta que el uso de los
microorganismos nace hace miles de afios, con la manipulacion de alimentos
por parte de los hombres de edades pretéritas, 'que habian visto por
incontables repeticiones que prevenian la putrefaccion de los mismos't®.

Posteriormente surge la época del pensamiento filoséfico en Grecia y Roma,
en ella se originan las primeras ideas sobre ‘gérmenes invisibles que trasmiten
enfermedades contagiosas'?3. Lucrecio (96-55 a.C.) hace varias referencias a
“semillas de enfermedad” en alusion a los microorganismos patégenos?*,

Mendoza menciona que pasaron varios siglos hasta obtener grandes
avances en esta materia, lo cual pudiese ser atribuido a la ausencia de la
invencion de tecnologias, para la observacion de estos organismos diminutos?3.
Finalmente, cuando comenzaron a desarrollarse las lentes de cristales y fue
fabricado el primer microscopio, en 1.675 el holandés Leeuwenhoek, pudo
observar unas pequefas criaturas a las cuales llamoé animaculos, este investigo
diversas bacterias, hongos y protozoos, principalmente a partir de muestras de

agua, barro e incluso su propio semen. Este hecho representd el origen de la
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microbiologia, de la mano de Leeuwenhoek, quien también observo la placa
dental en la cual se descubrieron las biopeliculas, como un primer indicio de
microorganismos que interactian dentro de comunidades complejas?®.

Posteriormente para 1.857 el gran cientifico Louis Pasteur realiza
investigaciones en la leche agria, para comprender que especie de organismo
era el causante de este tipo de fermentacién, distinta a la alcohdlica de la cual
ya se conocia su procedencia, observé en dicha sustancia una gran cantidad
de células en forma de bastoncitos, las cuales producian acido lactico al
metabolizar azucares. Mas tarde, Pasteur descubre, que dependiendo del tipo
de bacteria puede o no sobrevivir a la exposicion del aire, a las cuales llamé
anaeroébicas y aerdbicas?®?4,

Otro personaje destacado fue Robert Koch en el siglo XIX, por su
explicacion sobre el origen de las enfermedades humanas y animales, como
consecuencia de la infeccion microbiana, este hecho fue un hito importante en
la microbiologia. Mas, sin embargo, investigaciones exhaustivas durante el
altimo siglo, han demostrado que solo una pequefia proporcién de
microorganismos estan asociados con enfermedades o patogenicidad, la gran
mayoria son esenciales para el funcionamiento del ecosistema y son
conocidos por sus interacciones beneficiosas con homodlogos vy
macroorganismos?.

Para finales de los afios 90 se introdujo un nuevo concepto, la ecologia
microbiana que comenzd con el trabajo de Martinus Beijerinck y Sergei
Winogradski. ElI descubrimiento de ADN, el desarrollo de tecnologias de
secuenciacion, PCR y técnicas de clonacion permitieron la investigacion de
comunidades microbianas utilizando enfoques basados en ADN y ARN,
independientes del cultivo. Otro paso importante fue la introduccion de
marcadores filogenéticos como el gen 16S rRNA, para el anadlisis de
comunidades microbianas por parte de Carl Woese y George Fox en 19772,

Finalmente, con la llegada del nuevo siglo se introdujo otro cambio de
paradigma, ya que las nuevas tecnologias de secuenciacion y los datos
acumulados, han resaltado tanto la ubicuidad de las comunidades microbianas

en asociaciones dentro de organismos superiores, como los roles criticos de
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los microbios en seres humanos, animales, vegetales y otros. Estas nuevas
posibilidades han revolucionado la ecologia microbiana a través del analisis de
genomas y metagenomas. Las tecnologias multiomicas, ahora brindan
informacion detallada sobre las actividades microbianas en interacciéon con el

medio ambiente?®,

Bases Teodricas

Aproximacién Tedrica sobre Metabolismo Bacteriano

Las bacterias necesitan de un metabolismo que les permita extraer de las
sustancias la energia necesaria para llevar a cabo sus procesos vitales. En
este contexto, dependiendo de la nutricibn, ya sea a partir de sustancias
organicas o inorganicas, se les puede diferenciar como heterétrofas o
autotrofas respetivamente, siendo asi que las bacterias heterétrofas tienen
como Uunica fuente de alimento los azucares. La utilizacion o no del oxigeno
como aceptor final de la cadena de electrones, ha afiadido otra clasificacién
para estos organismos las cuales pueden ser aerobicos o anaerébicos; para el
primero de estos, la degradacion de azlcares se realiza mediante la
respiracion aerdbica, por el contrario, en la segunda el proceso que se lleva a
cabo es la fermentacién; produciendo en ambos casos piruvato, luego es
degradado a través de rutas complejas para la formacion de acido, alcohol y
gases, lo cual atribuye a las bacterias una Ultima denominacién como
heterofermentativas u homofermentativas en el caso de transformar el piruvato

en un Unico producto, el &cido lactico!210:26.27,
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Aproximacion Teorica sobre la Microbiota en R. acris

Las propiedades quimicas como la disponibilidad de carbono o nitrégeno,
condiciones biogeograficas especificas como el clima, el agua, el suelo, el pH'y
la humedad u otros factores abidticos y bidticos son importantes para la
determinacion de las comunidades microbianas asociadas a las plantas, siendo
estas las principales fuentes de contagio, con las cuales esta en continuo
contacto desde sus inicios y en todo el desarrollo, por lo tanto son las mismas
quienes definen la variabilidad y riqueza de los microorganismos epifitos. Los
microbiomas florales estan potencialmente influenciados por otras poblaciones
como la rizésfera y la filosfera. Es probable que los colonizadores bacterianos
de flores se transmitan a través del aire y la lluvia, e incluso animales,
especialmente los polinizadores. En el caso especial de R. acris se han
identificado Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae y Sphingomonadaceae
como los taxones mas abundantes en las flores, mientras
Sphingomonadaceae, Metilobacteriaceae y Cytophagaceae domind las

comunidades bacterianas en las hojas!.

Aproximacién Tedrica sobre los Cambios en las Comunidades

Microbianas en Relacion con el Tiempo de Ensilaje

Es el resultado del proceso de fermentacion lactica que se desarrolla de
forma espontadnea, luego de almacenar la planta e iniciar el consumo de
oxigeno por parte de la respiracion vegetal y los microorganismos aerdbicos,
inducen un ambiente propicio para la proliferacién de las BAL presentes en la
diversa filésfera del forraje, quienes son las principales encargadas de la
degradacion de los carbohidratos en su necesidad de obtencion de energia,
produciendo asi sustancias como el acido lactico, &cido acético, propanodiol y
sus derivados, asi como también otros acidos grasos de cadena corta (SCFAS).

Es asi que las hostiles condiciones generadas (anaerobiosis y acidez) son
en parte los causantes de los cambios en el microambiente de un silaje, a su

vez algunos de los productos derivados de la fermentacion tienen accion
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antagonista sobre las comunidades fungicas y bacterias vecinas, razén por la
cual las BAL se convierten en la poblacion predominante a medida que
transcurre el tiempo, e impiden que el proceso de putrefaccion del vegetal se
desarrolle, de esta manera ocurren profundas variaciones en las condiciones
fisicas y en el heterogéneo microbioma inicial, para transformarse en un
entorno menos rico y diverso en cuanto a los microorganismos se refiere, pobre

en oxigeno y abundante en SCFAs>812,

Biotecnologia Microbiana

Se encarga de aportar bienes y servicios para la poblacién mediante el uso
de sistemas biologicos, especificamente la explotacion de los microorganismos
e incluso de sus organelas y moléculas constituyentes, entre ellos hongos,
bacterias, levaduras y otros, los cuales son obtenidos o aislados mediante
técnicas adecuadas como la incubacion en cultivos. La biotecnologia es una
variada disciplina que tienes sus origenes en la fermentacion natural de los
vinos y la elaboracion de cervezas, asi como también en la adicion de semillas
microbianas a los alimentos; siglos mas tardes el desarrollo de métodos y
técnicas de aislamiento, permiti6 la seleccion de los microorganismos
deseados y asi incluirlos en el comercio y la industria agricola, ambiental,

medicinal entre otras?1°,

Efecto Probidtico

Proviene de la interacciéon y las propiedades desarrolladas por algunos
microorganismos y sus componentes que al ser ingeridos en cantidades
adecuadas, estableciéndose como parte de la microbiota del hospedador,
confieren beneficios en pro de la salud del individuo, tales como la reduccién de
sintomas de mala digestién de la lactosa, reduccién de hipercolesterolemia,
disminucién de la duracion y la gravedad de los procesos diarreicos, mejora la
barrera de permeabilidad intestinal, prevencion de algunos tipos de céancer,

incremento de la respuesta a infecciones intestinales o extraintestinales,
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atenuacion de la enfermedad inflamatoria intestinal, y prevencién de alergias
(especialmente intestinales) 10:21,28-30,

Muchos son los mecanismos de accion que llevan a cabo dentro del
huésped, tienen efectos directos sobre el epitelio, la inmunidad de las mucosas,
asi como también previenen la adherencia, el establecimiento, la replicacion y
los efectos de las bacterias nocivas, ya sea a través de las multiples sustancias
gue librean al medio o por la interaccion con las células propias del tejido y las
células inmunocompetentes, en la mayoria de los casos para regularlas,
estimularlas o activarlas, demostrando asi que tienen la capacidad de potenciar

los mecanismos defensivos sin una contrapartida proinflamatoria.2%.28-3,

Bacterias Acido-lacticas (BAL)

Ortiz, hace referencia a la historia de Weigman, un cientifico que en el afio
1899 definid este tipo de bacterias como microorganismos formadores de leche
acida a partir del azlcar presente en este liquido?”’.

Se identifican como cocos 0 bacilos Gram positivos no esporulados,
fermentadores de carbohidratos con produccion de acido lactico,

microaerobios, tolerantes a los acidos, catalasa y oxidasa negativa®’.

Clasificacion de las BAL

Los géneros tradicionales fueron nombrados por Ortiz en su investigacion
tales como ‘Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus y Streptococcus, han sido
ampliados para incluir en este grupo de bacterias los géneros Carnobacterium,
Enterococcus, Lactococcus y Vagococcus (...). Si bien el grupo de las BAL esta
definido vagamente con limites imprecisos, todos sus representantes

comparten la propiedad de producir acido lactico a partir de las hexosas'’.
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Importancia de las BAL en la Industria

Se describen como organismos de gran importancia para la industria,
derivado de sus propiedades y el uso biotecnoldgico que presentan, Ortiz
resalta la:

'(...) capacidad fermentativa, asi como (...) sus beneficios
nutricionales para la salud humana. Las especies usadas para la
fermentacion de los alimentos pertenecen a los géneros
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc y Lactobacillus. Estos
microorganismos han sido aislados de granos, plantas verdes,
productos lacteos y cérnicos, vegetales fermentados y las
mucosas de animales, Desde que se usaron en forma empirica
para retardar el deterioro de los alimentos a través de
fermentaciones naturales, han tenido aplicacién comercial como
cultivos iniciadores en las industrias de lacteos, panaderias,
carnicos, vegetales y bebidas alcohdlicas'?’.

De forma coherente Garcés, Berrio, Ruiz, Serna y Builes aportan al texto
anterior la relevancia de las BAL para la industria pecuaria, mediante el uso de
las mismas como protagonistas en los procesos de ensilajes y resaltan el
efecto benefico de su implementacion:

'(...) la fermentacion lactica que realizan los microorganimos
(BAL) da un valor agregado a los productos vegetales porque
mejora su contenido nutricional, digestibilidad y palatabilidad.
También permite manejar los pastizales como un cultivo de corte
y no exclusivamente como zona de pastoreo, lo cual mejora la
rentabilidad y eficiencia de las explotaciones ganaderas.
Ademas, se produce un alimento natural, ecolégico y mas
econémico que los concentrados™.

Unidad Taxondmica de los Probiéticos

La mayoria de los microorganismos mas comunmente usados como
probiéticos son BAL pertenecientes a los géneros Lactobacillus vy
Bifidobacterium. Otras especies de los géneros Lactococcus, Streptococcus y
Enterococcus, asi como cepas no patdgenas de E. coli y ciertas cepas de

bacilos y levaduras pueden actuar también como probidticos?L.
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Las principales bacterias usadas como agentes probioticos de la especie
Lactobacillus (ver Figura 1) son L. acidophilus, L. casei L. reuter, L. bulgaricus,
L. plantarum, L. johnsonii, L. lactis; las especies Bifidobacterium son B. bifidum,

B. longum, B. breve, B. infantis, B. lactis, B. adolescentes?..

Dominio Bacteria

l [
Phylum BXIIl Firmicutes Phylum BXIV Actinobacteria

l l

Clase 111 Bacilli Clase I Actinobacteria

Subclase V Actinobacteridae

Orden 11 Lactobacillales Orden I Bifidobacterales
Familia Lactobacillaceae Familia Bifidobacteriacea
Género Lactobacillus Género Bifidobacterium

Figura 1. Ubicacion de los Géneros Lactobacillus y Bifidobacterium en los
Taxones Superiores del Dominio Bacteria?!.

Clasificacién del Género Lactobacillus

Samaniego cita a Kandler y Weiss, los cuales agrupan a los lactobacilos en
los tres conjuntos tradicionales establecidos por Orla-Jensen: termobacterias,
estreptobacterias y betabacterias, sin tener en cuenta las temperaturas de
crecimiento ni la morfologia. Grupo | (Termobacterias representativas y nuevas
especies descritas): Lactobacilos homofermentativos obligados, fermentan las
hexosas originando un anico producto el acido lactico. Entre estas especies y
subespecies se encuentran: L. delbrueckii subsp. Delbrueckii, L. delbrueckii
subsp. lactis, L. delbrueckii subsp. bulgaricus, L. acidophilus, L. amylophilus, L.
amylovorus, L. animalis, entre otros. Grupo Il (Estreptobacterias tipicas y

nuevas especies descritas): Lactobacilos heterofermentativos facultativos,
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fermentan las hexosas para producir en su mayoria acido lactico y en algunas
especies acido acético, etanol y acido férmico. También pueden fermentar las
pentosas. Entre estas especies y subespecies se encuentran: L. agilis, L.
alimentarius, L. bavaricus, L. casei subsp. casei, L. casei subsp.
pseudoplantarum, L. casei subsp. rhamnosus, L. casei subsp. tolerans. Grupo
Il (Betabacterias caracteristicas y nuevas especies descritas): Lactobacilos
heterofermentativos obligados, fermentan las hexosas a acido lactico, acido
acético (etanol) y dioxido de Carbono (CO2). También fermentan las pentosas,
entre estas especies y subespecies se encuentran: L. bifermentans, L. brevis,
L. buchneri, L. collinoides, L. confusus, L. divergens, L. fermentum, L.

fructivorans?®.

Habitat de lactobacilos

Forman parte de la microbiota de muchas plantas, asi como de algunas
mucosas en los seres humanos, Samaniego afirma que:

'Los lactobacilos pueden encontrarse en productos lacteos,
guesos, granos, productos carnicos o de pescado, agua, aguas
cloacales, cervezas, vinos, frutas y jugos de frutas, col y otros
vegetales fermentados, ensilajes, masas agrias y pulpas,
aunque también forman parte de la flora normal de la boca, el
tracto gastrointestinal y la vagina de muchos animales de
temperatura estable, incluyendo al hombre'?°.

En este contexto los lactobacilos presentes en el cuerpo humano han sido
motivo de gran estudio, es el caso de Sanchéz quien logro aislar 24 cepas de
muestras vaginales de 198 mujeres sanas de la provincia Mayabeque, Cuba?®.

En este mismo orden de ideas otros autores explican que los lactobacilos se
encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, en habitats como el
tracto gastrointestinal de humanos, peces y también en plantas. Esta gran
variedad de entornos abarca a su vez diversas condiciones ambientales, en las
cuales pueden desarrollarse estos microorganismos; un ejemplo de ello es la
alta tolerancia a condiciones de acidez, que les permite llevar a cabo
fermentaciones de productos alimentarios, principalmente vegetales. Del
mismo modo su capacidad para resistir a distintas temperaturas ya sea alta o
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baja, permite a estas esplendidas bacterias tener nichos ecologicos diversos y

heterogéneos3.

Medios de Cultivo para el Aislamiento de BAL

En general las BAL son exigentes nutricionalmente, requieren de
carbohidratos, aminoacidos y factores de crecimiento. Para su aislamiento se
utilizan varios medios de cultivo, tanto selectivos como diferenciales, entre los
gue se encuentran el agar MRS, el agar APN (Actidiona-polimixina-nitrito), el
agar Lee y el agar de Chalmers?’.

En el agar MRS se tiene un buen desarrollo de bacterias aisladas de
productos lacteos y fuentes humanas al agrupar la accion estimulante del
citrato, acetato de sodio, tween 80 y sales de Mn?*. El agar APN tiene un
caracter selectivo debido al nitrito, el cual es tolerado por las bacterias lacticas,
la actidiona inhibidor de levaduras y la polimixina inhibidor de bacterias Gram
negativas. El agar de Lee permite la diferenciacién entre algunas especies
gracias a la accion fermentativa sobre los azucares que contiene el medio.
Finalmente, el agar de Chalmers, en este medio de cultivo se puede diferenciar
las bacterias por su morfologia colonial, de otros microorganismos Gram

positivos, Gram negativos, levaduras y hongos filamentosos?’.

Caracteristicas Microscoépicas de las Células Bacterianas del Género

Lactobacillus

Para apreciar estas caracteristicas una de las técnicas usadas es la tincion
de Gram, la cual se observa mediante un microscopio obteniendo que las
bacterias pertenecientes al género Lactobacillus son bacilos Gram positivos

largos y cortos®.

18



Curva de Crecimiento Bacteriano

Cuando una poblacion bacteriana crece, hay un incremento del nimero de
células como consecuencia de la division celular. En la Figura 2, se muestra la
curva tipica de crecimiento bacteriano donde el aumento exponencial
representa una parte especifica del ciclo (fase LOG o logaritmica), antes de la
fase LOG se presenta el periodo inicial (fase LAG o de latencia), posterior a la
fase LOG se presenta una fase estacionaria y finalmente la poblacion
desciende con la fase de muerte33,

La fase de latencia es un periodo de adaptaciéon, ademas de ser la etapa
donde el metabolismo celular se mantiene muy activo, ya que toman los
nutrientes del medio para iniciar el proceso de division, aunque temporalmente
la poblacion no aumenta. En la fase estacionaria tiende a cesar el crecimiento,
se debe a varios factores, pero principalmente a la disminucion de los
nutrimentos en el medio y a la acumulacion de sustancias toxicas o inhibitorias
producidas durante el desarrollo de estos organismos. Al prolongarse el efecto
de los cambios generados en el medio por la actividad metabdlica de las
bacterias, comienzan a declinar en niumero, se presenta entonces, la fase de

muerte durante la cual la poblaciéon decrece exponencialmentes3,

Namero LOG @ Estacionaria

de c_.
bacterias Declinacion
LAG

o
(=3

Tiempo en horas

Figura 2. Curva tipica de crecimiento bacteriano: a) fase de latencia, b)

fase logaritmica, c) fase estacionariay d) fase de muerte3,
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Capacidad Antagonista de Los Lactobacilos

Ruiz menciona que el género Lactobacillus ha sido usado de forma exitosa
para el control de ciertos microorganismos patdgenos, capacidad atribuida a
sustancias denominadas bacteriocinas. Las moléculas finales de su
metabolismo tales como el &cido lactico, acético y propidnico tienen
propiedades antibacterianas y antimicéticas” 4.

Aunado a ello, Samaniego postulé que, entre la variedad de sustancias
antimicrobianas producidas por las BAL se encuentran las ya mencionadas
bacteriocinas, son sintetizadas ribosomalmente como proteinas o polipéptidos
precursores, presentan un efecto bactericida contra una variedad limitada de
especies, también pueden producir otras sustancias inhibidoras tales como
diacetilo y peréxido de hidrégeno, lo cual les atribuye su capacidad antagoénica

frente a otros microorganismos?°.

Acidos Grasos Volatiles

También denominados &cidos grasos de cadena corta (SCFAs) son
moléculas organicas producidas por los microorganismos como parte de su
metabolismo, tienen actividad bacteriostatica o bactericida al modificar la
membrana externa de las bacterias Gram negativas, lo cual aumenta la
permeabilidad y permite la lisis de la célula. Por otra parte, los SCFAs
estimulan el crecimiento de las células de la mucosa colorrectal, retardan la
atrofia de la mucosa y disminuyen el riesgo de malignidad en el colén. Entre
ellos se pueden mencionar el &cido formico, el acético, el propidnico, el butirico,

el isobutirico, el 2-metil butirico, entre otros?!.

Caracteristicas Generales de R. acris (Botén de oro)

Ranunculus acris es una hierba conocida como botdn de oro, Hierba belida,
Hocico de cochino, Medadow buttercup, Renoncule de fries, bassinet,

renoncule des prés. Scharfer hahnenfuss, butterblume, perteneciente a la
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familia Ranunculaceae. Tiene una altura de 20 a 50 cm, sus hojas son
palmeadas y con fuertes divisiones, las flores de color amarillo brillante tienen
cinco pétalos y gran cantidad de estambres. Es una planta salvaje distribuida
en una gran parte de Europa, Asia y América del Norte. Crece en prados y
claros de bosque. Los miembros de este género producen el glucosido
ranunculin, que a través de la descomposicién enzimatica después de la
ingestion inadvertida por parte de los animales de pastoreo, forma la
protoanemonina la cual puede llegar a producir efectos adversos sobre el
ganado. Mas sin embargo, en distintas publicaciones se presenta informacién
valiosa sobre la composicion quimica y valor nutritivo del R. acris, esto permite
considerar diferentes alternativas para su aprovechamiento, que
tradicionalmente se hace del uso como forraje mediante ensilado. Autores tales
como Garcia, Villa, Hurtado, Camacho y Meneses en distintos trabajos
cientificos afirman a través de sus experimentos que boton de oro es una
planta con un importante valor nutricional (ver Tabla 1), principalmente por su
capacidad para la acumulacion de nitrdgeno y por el nivel de fibra bruta, dichas
caracteristicas son similares a las de otros arbustos destinadas a la produccion

forrajeral8=34-38.

Tabla 1. Analisis bromatolégico del botén de oro

NUumero de dias 30 60 89
de cosecha

Proteina total 26,5 22,00 14,84
(porcentaje)

Materia seca 14,1 17,25 29,25
(porcentaje)

Fibra cruda 3,83 1,63 2,7
(porcentaje)

Cenizas 15 12,72 9,72
(porcentaje)
Calcio 2,9 2,47 1,96
(porcentaje)
Fosforo 0,38 0,36 0,32
(porcentaje)
Magnesio 0,046 0,069 0,059

(porcentaje)
Fuente: Camacho R y Meneses M, 2018.
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Silos

Segun Cevallos ‘el silo es la instalacion, recinto o artificio (bolsas de plastico
de cobertura, etc.), donde tiene lugar la fermentacion del forraje y posterior

almacenamiento del ensilado®°.

Elaboracién de Silajes a partir de R. acris

Villa y Hurtado en su publicacion sobre la evaluacion nutricional de diferentes
ensilajes para alimentar conejos, usaron como parte de las plantas de forraje R.
acris, en la elaboracion de los silajes usaron la siguiente metodologia:

'Se utilizaron pasto imperial (70%) Axonopus scoparius
(Fluggé) Kuhlm, mezclado con diferentes forrajes (30%), boton
de oro Tithonia diversifolia (Hemsl.) A. Gray, morera (Morus
alba L.) y ramio (Boehmeria nivea L. Gaudich). (...) se
sometieron a una deshidrataciébn en campo una vez obtenido
un 30 o 40% de pérdida de agua se realizé el picado del
material entre 3 y 5cm, aproximadamente. Después de
fragmentado el material forrajero se procedi6 a la mezcla de los
mismos, adicionandoles melaza en una proporcién de 1Kg por
cada 50Kg de forrajes a ensilar. Estas mezclas se empacaron
en bolsas negras en forma compacta para extraer el aire y
mantenerlas bajo condiciones anaerdébicas (...). Las bolsas de
silos se almacenaron en estivas en un lugar limpio, seco y
fresco''8,

Ensilaje

Solis describe el ensilaje como la fermentacion de los carbohidratos
solubles del forraje, por medio de BAL en condiciones de anaerobiosis, el
producto final es la conservacién del alimento a través de la acidificacion del
medio, lo cual inhibe el desarrollo de microorganismos evitando la putrefaccion
de dicho preparado. El proceso del ensilaje también es un método utilizado
para almacenar alimentos en tiempo de cosecha y suministrarlo en tiempo de
escasez, conservando la calidad a bajo costo, a su vez favorece la sustitucién o
complementacion de los concentrados. Es una excelente opcion para la
alimentacion en las ganaderias. En la elaboracion de ensilaje puede ser usado
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el forraje fresco de cultivos de gramineas, leguminosas como maiz, trigo y

alfalfa, entre otros’°.

El Proceso de Ensilaje

Una vez que el material fresco ha sido almacenado, compactado y cubierto

para excluir el aire, el proceso del ensilaje se puede dividir en cuatro etapas:

Fase 1 (Fase aerObica): En esta fase (dura sOlo pocas horas) el
oxigeno atmosférico presente en la masa vegetal disminuye
rapidamente debido a la respiracion de los materiales vegetales y a los
microorganismos aerébicos y aerdbicos facultativos como las levaduras
y las enterobacterias. Ademas, hay una actividad importante de varias
enzimas vegetales, como las proteasas y las carbohidrasas, siempre
gue el pH se mantenga en el rango normal para el jugo del forraje fresco
(pH 6,5 - 6,0) 8.

Fase 2 (Fase de fermentacion): Esta fase comienza al producirse un
ambiente anaerdbico. Dura de varios dias hasta varias semanas,
dependiendo de las caracteristicas del material ensilado y de las
condiciones en el momento del ensilaje. Si la fermentacion se desarrolla
con éxito, la actividad de las BAL proliferara y se convertira en la
poblacién predominante. A causa de la produccion de acido lactico y
otros acidos, el pH bajara a valores entre 3,8 a 5,08,

Fase 3 (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 acidéfilos
sobreviven este periodo en estado inactivo; otros, como el género
Clostridium y Bacillus, sobreviven como esporas. Soélo algunas
proteasas y carbohidrasas, y microorganismos especializados que
toleran ambientes &cidos, continian activos, pero a menor ritmo?.

Fase 4 (Fase de deterioro aerébico): 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
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antes de iniciar la explotacion por dafio de la cobertura del silo (p. ej.
roedores o pdjaros). El periodo de deterioro puede dividirse en dos
etapas. La primera se debe al inicio de la degradacién de los acidos
organicos que conservan el ensilaje, por accion de levaduras y
ocasionalmente por bacterias que producen &cido 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 los cuales deterioran el ensilaje. La
Gltima etapa también incluye la actividad de otros microorganismos
aerébicos como mohos y enterobacterias. El deterioro aerébico ocurre

en casi todos los ensilajes al ser abiertos y expuestos al aire?®.

Microorganismos Indeseables en los Procesos de Ensilaje

Levaduras

Las levaduras son microorganismos eucariéticos, anaerébicos facultativos.
En todo ensilaje, tanto la actividad de levaduras anaerdbicas como aerébicas
son indeseables. En ausencia de oxigeno las levaduras fermentan azlcares
produciendo etanol y CO3, el etanol no sélo disminuye el azucar disponible,
sino que también produce un mal gusto. Ante la exposicién al aire muchas
especies de levaduras degradan el &acido lactico en CO2 y H20, la
descomposicion de dicha sustancia eleva el valor del pH del ensilaje, lo cual a
su vez permite el desarrollo de otros organismos indeseables®.

La presencia de oxigeno facilita la supervivencia y el desarrollo de las
levaduras durante el almacenaje. La actividad inicial de las levaduras parece
ser incrementada en forrajes que generan niveles bajos de pH (<5), por
ejemplo, cuando se trata de materiales con un alto contenido de azucares
como papas, cascaras de naranja o remolacha azucarera, o cuando se
emplean aditivos acidos. Bajo estas condiciones el ensilaje resultante tiene

concentraciones altas de etanol y bajas en acido lactico®.
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Enterobacterias

Las enterobacterias son organismos anaerobicos facultativos. Se considera
gque la mayoria de las enterobacterias presentes en el ensilaje no son
patégenas. Pese a ello su desarrollo en el ensilaje es perjudicial porque
compiten con las BAL por los azucares disponibles y porque ademas pueden
degradar las proteinas. La degradacion proteica no sélo causa una reduccion
del valor nutritivo del ensilaje, sino que también permite la produccion de
compuestos téxicos tales como aminas biogénicas y &cidos grasos de cadena
multiple; se sabe que las aminas biogénicas tienen un efecto negativo sobre la
palatabilidad del ensilaje, mas aun, el amoniaco generado por la proteodlisis
aumenta el poder tampon del forraje ensilado, lo cual se opone a un descenso
rapido del pH del ensilaje®.

Un atributo particular de las enterobacterias es su habilidad, en el proceso
de ensilaje para reducir el nitrato (NO3s) a nitrito (NO2) y luego el nitrito en
amoniaco, oOxido de nitrogeno (N203) o monoéxido de nitrégeno (NO). En
presencia de aire, el NO es oxidado produciendo una mezcla de gases que
dafian el tejido pulmonar y pueden causar enfermedades con sintomas
parecidos a la neumonia, conocida como enfermedad del ensilaje. A pesar de
estos problemas, se considera util que ocurra una leve reduccién de nitritos, ya
que los nitritos y el NO generados son inhibidores muy potentes de los
clostridios y mejoran la calidad del ensilaje8.

Las enterobacterias no proliferan en ambientes con valores bajos de pH.
Las técnicas de ensilaje en las cuales se asegure un rapido y significativo
descenso del pH en el silaje, provocaran una inhibicion del desarrollo de las

enterobacterias®.

Género Clostridium

Son bacterias anaerdbicas que forman endosporas. Muchas de ellas
pueden fermentar tanto carbohidratos como proteinas, por lo cual disminuyen

el valor nutritivo del ensilaje y al igual que las endobacterias crean problemas al
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producir aminas biogénicas, ademas la presencia de clostridios en el ensilaje
altera la calidad de la leche. La especie de mayor importancia en las lecherias
es Clostridium tyrobutyricum, un organismo tolerante de bajo pH que puede
degradar el acido lactico en acido butirico, H2 y CO». Serios problemas de salud
pueden ser causados por ciertos tipos de clostridios, Clostridium botulinum es
una especie extremadamente toxica produce el botulismo, y puede ser fatal
para el ganado bovino, afortunadamente tiene una baja tolerancia a medios
acidos y por ello no se desarrolla en ensilajes bien fermentados®.

Un tipico ensilaje contaminado por clostridios muestra un alto contenido de
acido butirico, un pH aumentado y alto contenido tanto de amoniaco como de
aminas. Las técnicas de ensilaje que permiten una caida rapida y significativa
del pH evitaran el problema. Por ultimo, los nitritos y el NO u otros compuestos,

también inhibiran el desarrollo de los clostridios®.

Bacterias Productoras de Acido Acético

Estas bacterias son acido tolerante y aerdbicas obligatorias, han sido
aisladas de muestras de ensilaje las pertenecientes al género Acetobacter. La
actividad de Acetobacter spp., en el ensilaje puede iniciar un deterioro

aerdbico, ya que puede oxidar el lactato y el acetato produciendo CO2 y agua®.

Género Bacillus

Los bacilos se asemejan a los clostridios: son bacterias de forma cilindrica
que forman esporas. Sin embargo, se los puede distinguir facilmente ya que
son aerbbicos facultativos, fermentan un amplio rango de carbohidratos
generando compuestos tales como acidos organicos o etanol, 2,3-butanodiol y
glicerol. Algunos Bacillus spp., son capaces de producir sustancias fungicidas y
se les ha usado para inhibir el proceso de deterioro aerdbico en ensilajes, con
la excepcidon de esta caracteristica, el desarrollo de los bacilos es en general

considerado como indeseable®.
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Las esporas de Bacillus cereus son uno de los organismos mas importantes
del deterioro de la leche pasteurizada. Altas concentraciones de esporas de B.
cereus han sido detectadas en ensilajes®.

Para disminuir el desarrollo de Bacillus en el ensilaje, la temperatura de
almacenaje no deberia ser muy alta y se debera minimizar el ingreso de aire,
ademas se debe reducir toda contaminacion inicial del ensilaje con tierra o

estiércol®.

Mohos

Los mohos son organismos eucaridticos. Es facil identificar un ensilaje
infestado por mohos debido a los filamentos de diversos colores y de gran
tamafio que producen muchas especies. Los mohos se desarrollan en
cualquier sitio del ensilaje donde encuentren oxigeno, inclusive solo trazas. En
un buen ensilaje eso ocurre sélo al inicio del almacenamiento y se limita a la
capa exterior de la masa ensilada, pero durante el deterioro aerdbico todo el
ensilaje puede ser invadido por mohos. Las especies que se han identificado
mas frecuentemente en el ensilaje pertenecen a los géneros Penicillium,
Fusarium, Aspergillus, Mucor, Byssochlamys, Absidia, Arthrinium, Geotrichum,
Monascus, Scopulariopsis y Trichoderma?®.

Los mohos no solo disminuyen el valor nutritivo y la palatabilidad del
ensilaje, sino que también son un riesgo para la salud de los animales y las
personas. Las esporas de mohos pueden asociarse a ciertas afecciones
pulmonares y reacciones alérgicas. Otros problemas de salud asociados con
los mohos se relacionan con las micotoxinas. Penicillium roqueforti es una
especie acido tolerante que puede desarrollarse aun en ambientes con muy
poco oxigeno y alta concentracion de COz y ha sido detectada como una
especie predominante en diversos tipos de ensilajes. Estd confirmado que la
aflatoxina B1, una micotoxina de Aspergillus flavus, puede ser transferida del

ensilaje a la leche®.
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Las técnicas de ensilaje que minimizan el ingreso de aire y la inclusion de
aditivos que inhiben el deterioro aerdbico, podran prevenir o limitar el desarrollo
de mohosé.

Listeria

Los integrantes del género Listeria son organismos aerdbicos o
anaerobicos. Con relaciéon a los efectos negativos sobre la calidad del ensilaje,
la mas importante especie es L. monocytogenes, anaerébico facultativo,
patogénica para varios animales inmunocomprometidos son muy susceptibles
a infecciones por este microorganismo. Ademas, se ha sefialado que el uso de
ensilaje de mala calidad ha sido una de las fuentes principales de
contaminacion de la leche cruda con L. monocytogenes. El desarrollo y
supervivencia de Listeria spp., en el silaje esta determinado por fallas en
asegurar un ambiente anaerdbico, y por la acidez del ensilaje. L.
monocytogenes puede tolerar concentraciones de pH entre 3,8 a 4,2 por largos
periodos en presencia de oxigeno, no siendo asi en ambientes estrictamente

anaerobicosé.

Medidas para Prevenir el Deterioro del Ensilaje

Para evitar fracasos, es importante controlar y optimizar el proceso de
ensilaje de cada fase. En la fase 1, las buenas practicas para llenar el silo
permitiran minimizar la cantidad de oxigeno presente en la masa ensilada. Las
buenas técnicas de cosecha y de almacenaje del silo permiten reducir las
pérdidas de nutrientes inducidas por respiracion aerobica, dejando asi mayor
cantidad de nutrientes para la fermentacion lactica en la fase 2. Durante las
fases 2 y 3 no hay estrategia para controlar el proceso de ensilaje, sin
embargo, se puede optar por recurrir a aditivos que se aplican en el momento
del ensilado. La fase 4 comienza en el momento en que reaparece la presencia
del oxigeno, es necesario prevenir cualquier apertura a destiempo del

contenedor, suelen ser causadas por roedores o insectos, las roturas de las
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cubiertas deben ser reparadas inmediatamente. Para minimizar el deterioro

durante el almacenaje, es preciso asegurar un silo hermético®.

Aditivos

Se pueden emplear diferentes aditivos para acelerar el proceso como
melaza, pulpa de citricos y maiz triturado. Estos proveen una fuente de
azucares solubles que las BAL utilizan para producir &cido lactico. Si el forraje
ensilado posee niveles de humedad superiores al 70%, los aditivos aseguran
que el nivel de azlcares solubles sea suficiente para realizar el proceso.
Ensilajes de maiz y de sorgo contienen suficiente cantidad de azUcares
solubles y normalmente no requieren aditivos. Los forrajes que contienen pocos
azucares solubles para fermentar o un bajo contenido de materia seca no
producen un ensilaje de buena calidad; por lo tanto, para inducir una buena
fermentacidon es preciso aumentar el contenido de azlcares, ya sea
agregandolos directamente como es el caso de la melaza o introduciendo
enzimas que puedan liberar otro tipo de azlcares presentes en el forraje®.

Otro tipo de aditivos son los ino6culos compuestos por bacterias vivas
disponibles comercialmente, al agregar ciertas BAL pueden acelerar y mejorar
el proceso del ensilaje. Se debe tener en cuenta que este tipo de
microorganismos representa una porcion muy pequeiia de la filosfera de los

cultivos forrajeros®.

Operacionalizacion del Evento de Estudio

Es descrita por Palella y Martins como el proceso mediante el cual se
determinan los indicadores del evento de estudio de una investigacion con el fin
de hacerlo observable y medible con cierta precision®?. En el presente trabajo
se describe el evento de estudio mediante la operacionalizacién, con el fin de

conocer los indicadores correspondientes (ver Tabla 2-4).
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Tabla 2. Operacionalizacion del Evento de Estudio Lactobacillus spp.
1.Evento de 2.Definicion Conceptual 3.Definicion operacional
estudio ¢ Qué es? ¢ Cémo se mide?
BAL de la familia Se miden mediante el aislamiento y la

Lactobacillus
spp.

Lactobacillaceae, son Gram
positivas y organismos no
moviles. Los carbohidratos
les resultan indispensables
para su buen desarrollo,
pues realizan la
fermentacién de las hexosas
por la via de la glucdlisis
Embden-Meyer, donde la
glucosa se convierte en
4cido lactico®.

identificacion in vitro de la especie de interés,
a través de medios de cultivos especificos. En
la identificacion se usan criterios
macroscipicos, microscopicos y bioquimicos,
que consisten en la observacion directa de las
colonias, observacién a través del microscopio
y pruebas preliminares*#. Otra de las
técnicas utilizadas es el sistema APl 50 CHL
Medium, todas estas consideradas como
métodos convencionales, existen también los
no convencionales y moleculares usados para
la identificacion bacterianal®27:4445,

4. Dimensiones

5. Indicador

Presencia o ausencia del
microorganismo
Lactobacillus spp*°.

Crecimiento en agar MRS
Caracteristicas de las colonias
Cocobacilos Gram positivos
Catalasa negativa

Produccion de acido lactico positiva'®2?,

Fuente: Prieto y Jiménez, 2023.
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Tabla 3. Operacionalizacién del Evento de Estudio las Comunidades

Microbianas

1.Evento de
estudio

2.Definicion Conceptual
¢, Qué es?

3.Definicion operacional
¢Como se mide?

Comunidades
microbianas

Fuente: Prieto y Jiménez, 2023.

Las comunidades
microbianas consisten en
poblaciones celulares
integradas por diversas
especies relacionadas
entre si capaces de
desarrollar multiples
actividades  funcionales,

que les permite interactuar
entre ellas y a su vez con
el entorno bioldgico que
las rodea®®

Se miden mediante el aislamiento y la
identificacion in vitro de la especie de
interés, a través del uso de medios de
cultivo artificiales. Existen métodos
convencionales y no convencionales para
la identificacion de los microorganismos,
asi también técnicas moleculares de
gran interés que permiten el analisis de
las secuencias de genes especificos e
incluso de genomas completos tales
como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), que ha tenido un
nuevo alcance de la mano de la
metagendmica3646

4. Dimensiones

5. Indicador

Presencia o ausencia de
los gremios o poblaciones
microbianas®.

Crecimiento en medios artificiales

selectivo-diferencial
Diversidad de morfotipos coloniales

Morfologia puesta en evidencia a través
de la coloracion de Gram*.
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Tabla 4. Operacionalizacion del Criterio de Anélisis El Proceso de
Ensilaje
1.Criterio de 2.Definicion Conceptual 3.Definicion operacional
Analisis ¢ Qué es? ¢Coémo se mide?
Se basa en un principal fenémeno como lo ] i ]
. . Se mide a través de los perfiles
es la fermentacion de los carbohidratos .
] ] | de fermentacion y las
solubles del forraje, por medio de BAL bajo o o o
. o caracteristicas  fisicoquimicas
condiciones de anaerobiosis, que conllevan y _
o . en relacién con el tiempo. Los
a la acidificacion del medio y esto a su vez . o
. ] SCFAs, el acido lactico, el
a la conservacion del alimento por la
o etanol, el pH y la temperatura,
inhibiciéon del desarrollo de mohos u otros o )
_ | son los principales analitos que
organismos encargados de la putrefaccion )
_ definen este proceso*t+’.
de dicho preparado’®.
Proceso de 4. Dimensiones 5. Indicador
Ensilaje

Fuente: Prieto y Jiménez, 2023.

pH: desde 0 hasta 14

Temperatura: Los valores de temperatura
fueron medidos en grados centigrados
(°C)%.

pH: Tiras indicadoras de pH con
almohadillas reactivas que viran
de color en respuesta los
distintos grados de acidez

Temperatura: Termémetro de
mercurio, en el cual se visualiza
el desplazamiento del liquido
como indicador del aumento o
disminucion de la

temperatura®,
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Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Comparar los cambios en la composicion de las comunidades microbianas y
la presencia de Lactobacillus spp., asociados al proceso en los distintos silajes

elaborados con Ranunculus acris (Boton de oro).

Objetivos Especificos

e Detectar la presencia de microorganismos morfologicamente
compatibles con BAL en los distintos silajes elaborados con Ranunculus
acris.

o Detectar la presencia de otros microorganismos en los distintos silajes
elaborados con Ranunculus acris.

o Evaluar las variaciones de pH y temperatura durante el proceso en los
distintos silajes elaborados con Ranunculus acris.

« Clasificar las bacterias y hongos aislados del proceso en los distintos
silajes elaborados con Ranunculus acris, segun las caracteristicas
macroscopicas y microscopicas gue poseen.

e Analizar los cambios en la composicion de las comunidades microbianas
y la presencia de Lactobacillus spp., asociados al proceso en los
distintos silajes elaborados con Ranunculus acris.

e Comparar los cambios en la composicibn de las comunidades
microbianas y la presencia de Lactobacillus spp., asociados al proceso

en los distintos silajes elaborados con Ranunculus acris.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion coincide con la profundidad, el alcance o el logro
final del trabajo cientifico, por lo cual se corresponde de forma directa con el
objetivo general del mismo*®. El presente estudio tiene como logro comparar
los cambios en la composicion de las comunidades microbianas y la presencia
de Lactobacillus spp., asociados al proceso de ensilaje. Tomando como

referencia lo antes expuesto, la presente investigacion es de tipo comparativa.

Disefio de Investigacion

Los datos fueron recolectados considerando dénde, cuando y la amplitud de
la informacion®®. En tal sentido, el disefio de esta investigacion es de
laboratorio ya que los datos se tomaron directamente de distintos silajes
elaborados con R. acris y se procesaron en el Laboratorio Probiovital C.A. Es
contemporaneo al haber realizado la colecta durante el desarrollo de la
investigacion. Finalmente, segun la amplitud de la informacién es bivariable por

abordar 2 eventos de estudio.

Poblacién y Muestra

Unidad de la Investigacion

El grupo de estudio esta representado por Ranunculus acris es una hierba
conocida como botdn de oro, pertenece a la familia Ranunculaceae, de flores
color amarillo con cinco pétalos y gran cantidad de estambres, es una planta
silvestre bastante comun, ha sido usada como forraje para ensilajes en la

alimentacion de distintos animales. Se incluyeron en el estudio pequefios
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segmentos de R. acris, los cuales fueron utilizados para la elaboracion de
silajes, a partir de estos se tomaron las muestras en las diferentes etapas del

proceso de fermentacion para la detecciéon de diversos microorganismos®.

Seleccion del Tamaiio de la Muestra

La muestra y los datos se obtuvieron a partir de distintos silajes de R.
acris, en el tiempo expuesto a continuacion: dia 0, dia 4, dia 7, dia 14 y dia 21.
Fueron medidas las caracteristicas fisicas del ensilaje, se detectaron y

caracterizaron las comunidades microbianas de interés.

Sistema de Variables

El presente trabajo no esta sistematizado a través de variables
dependientes e independientes, ya que el tipo de investigacion comparativa no

corresponde con este sistema.

Procedimientos de la Investigacion

Elaboracion de Silajes

Se elaboraron a partir de pequefios fragmentos de R. acris, la planta fue
cortada y llevada al laboratorio, los envases fueron rotulados con la
numeracion: 1.1; 1.2; 1.3; 1.4; 1.5, correspondientes a los silajes que solo
contendrian porciones de R. acis, representan el tratamiento 1(T1); 2.1; 2.2;
2.3; 2.4; 2.5, los contentivos de R. acis mas papelon derretido como un aditivo
que proporciond fuentes de carbono de primera mano tratamiento 2 (T2),
finalmente 3.1; 3.2; 3.3; 3.4; 3.5, para los preparados con la mezcla anterior

adicionandole un in6culo comercial de lactobacilos tratamiento 3 (T3). Se
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introdujo el material pertinente dentro de cada recipiente, dejando la menor
cantidad de oxigeno disponible para el proceso de fermentacion?®.

Recoleccidon de las Muestras

Para la recoleccion se disefi6 un protocolo de trabajo, en el cual se describe

los pasos que se siguieron:

1. Material necesario para la recoleccion de las muestras: medios de
cultivos MRS, Saboraud dextrosa (SD) y agua peptonada (AP) ya
preparados y esterilizados, material de vidrio y plastico esterilizado, otros
materiales como balanza, termometro, tiras de pH y pinza metalica,
silajes correspondientes para el dia de muestreo, uno de cada tipo
ejemplo 1.1; 2.1 y 3.1; rotular el material a utilizar*’.

2. Se procedi6é a destapar los silajes e introducir el termdémetro durante 5
min, anotar el valor reflejado, se tomd una porcién de 10gr de materia
vegetal de distintas profundidades del envase, se traspas6 a un
recipiente con 90mL de AP para una solucion de 1:10 denominada -1, de
igual forma se procedié con los 2 silajes restantes, las mezclas se
agitaron durante 5 min y se dejaron reposar 30 min. A continuacion, para
medir el pH se introdujo la tira dentro de la dilucién y se leyé comparado
los colores de las almohadillas, se registr6 la cifra de cada caso?’.

3. En microtubos eppendorf se dispensé 900 uL de AP, para la preparacion
de las diluciones 1:20, 1:30, 1:40 y 1:50 nombradas -2, -3, -4 y -5
respectivamente. En la primera de ellas (-2) se contuvo 100 pL de
muestra proveniente del preparado anterior, se mezclo y se trasvasé 100
uL al siguiente contenedor (-3), se repitid el mismo procedimiento con
las diluciones restantes de cada una de las muestras de los silajes.
Fueron seleccionadas las suspensiones -3, -4 y -5 de cada caso para la
siembra en los agares?’.

4. En los medios MRS y SD fue dispensado 100 pyL de cada una de las
diluciones seleccionadas, cada una por separado y con ayuda de varillas
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de vidrio se disperso el liquido. Luego fueron llevados a la estufa en
microaerobiosis los medios MRS a 37°C y SD al contrario en aerobiosis

a temperatura ambiente para su incubacién durante 48 horas®’.

Deteccién y Caracterizacion de las Comunidades Microbianas

Al finalizar el periodo de incubacion, fueron revisados cada uno de los
medios inoculados, se registraron las caracteristicas de los tipos de colonias
observadas y la cantidad. En continuacién con lo anterior se realizé la
coloracion de Gram para los distintos morfotipos coloniales presentes en el
agar MRS. Las comunidades microbianas encontradas en el agar SD fueron
contadas segun el niamero de colonias presentes en el medio y puestas en
evidencia a través de un examen directo con lugol. Luego de transcurrido el
tiempo pertinente se realizo la identificacion de las colonias fangicas que se
desarrollaron posterior a las 48 horas de incubacion en SD, basandose en sus

propiedades macroscopica y microscopicass?47:48,

Disefio de Analisis de los Datos

El disefio de andlisis tuvo un enfoque cuantitativo utilizando la estadistica
descriptiva, en tal sentido dicha informacién fue medida numéricamente; los
resultados se expresaron en tablas, graficos de barra y otros, que a su vez
permitieron el andlisis e interpretacion de los mismos, estas técnicas

estadisticas responden a distintos niveles de medicion°.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados

Deteccion de microorganismos morfolégicamente compatibles con BAL

La presencia de BAL en relacion con el tiempo de ensilaje presentd escasas
cantidades en el inicio de los dias, resaltando los silajes con el T1, en los
cuales no hubo crecimiento hasta el dia 14, por el contrario, en aquellos que
fueron inoculados con el T3, se detectaron un alto nivel de estos
microorganismos como resefia la Tabla 5, contrastando UFC obtenidas los dias
0,4,7,14y 21, de los distintos silajes. Los mayores valores corresponden para
los dias 14y 21 delos T2y T3.

Tabla 5. BAL detectadas en agar MRS relacionadas con el tiempo de

ensilaje
Dias 0 4 7 14 21
Silajes T1 0 0 0 1 x10° 1 x10°
O Silajes T2 0 5x10®° 4,5x10® 1x10" 1,34 x10’

L
- Silajes T3 0 3x10”  3,2x10%° 1,36 x10’ 2 x107

Fuente: Prieto y Jiménez, 2023.

Deteccion de microorganismos morfolégicamente compatibles con

especies fungicas

En la Tabla 6 se describe la cantidad de colonias contadas que
morfolégicamente fueron identificadas como organismos fungicos en relacion
con el proceso de ensilaje, el mas alto numero obtenido corresponde al silaje
T2 en el dia 7, sin embargo, en el transcurso del tiempo fue el T1 quien
presentd la mayor cantidad de colonias, por el contrario, el T3 tuvo los valores

mas bajos y continuaron disminuyendo con el paso de los dias.
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Tabla 6. Organismos fungicos detectados en agar SD relacionados con el

tiempo de ensilaje

N Dias 0 4 7 14 21
82 silgesTt 0 1 5 4 0
> S | Silajes T2 0 0 6 1 0

© | Silajes T3 1 4 2 0 0

Fuente: Prieto y Jiménez, 2023.
Deteccién de pH y temperatura
Los valores de pH obtenidos registraron su mayor concentracioén en el dia 7
para los 3 tratamientos, progresivamente fueron disminuyendo con el paso del

tiempo como refleja el Grafico 1, los menores valores de pH se obtuvieron del
T3.

Gréfico 1. Valores de pH en el tiempo

pH
8 T1
7 7
6 6 g & £
5 5 5 I3
4 |

7 14 21 Dias

Fuente: Prieto y Jiménez, 2023.

En cuanto a los registros de temperatura arrojaron valores semejantes entre
los distintos tratamientos en el dia 7, luego comenzaron a descender en el
transcurso del tiempo, excepto el silaje T2 que aumento su valor, la menor
temperatura fue alcanzada por el silaje T1 en el dia 21 del proceso de ensilaje

(ver Gréfico 2).
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Grafico 2. Valores de temperatura °C en el tiempo
Temperatura °C

30,5 -

30 30 30 30

29,5 -

285 - —T1
28 - 28 T2

27,5 A T3

26,5 T T 1

Fuente: Prieto y Jiménez, 2023.

Clasificacion de BAL y hongos segln las caracteristicas macroscopicas y

microscoépicas

Las BAL presentes en el agar MRS se clasificaron en 3 tipos de morfologia
colonial como refleja el Grafico 3, entre estas la de mayor porcentaje se
describié como: Pequeiias, redondas, puntiformes, lisas, color blanco grisaceo.
Asi también se hizo referencia a la morfologia hallada en la coloracion de
Gram, siendo la proporcion mas significativa la correspondiente a: Cocobacilos

Gram positivos.
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Grafico 3. Proporciones correspondientes a morfologia colonial y
morfologia hallada segun la coloracion de Gram en BAL presentes en el
agar MRS

Bacilos Gram positivos____ g% Grandes, redondas, color

1% blanco, de aspectocremosas
Cocos Gram positivos dispuestos en 24% ' P
racimosytétradas
Pequenias, redondas, puntifommes,
T6% lisas, color blanco grisaceo

Cocobacilos Grampositiv

Grandes, redondas, color crema, de
gt —— aSpectocremosas
Coloracidn de Gram Maorfologia colonial

Fuente: Prieto y Jiménez, 2023.

Las colonias fungicas presentes en el agar SD fueron clasificadas segun sus
caracteristicas morfolégicas macro y microscoépicas, obteniendo que la especie
Hormodendrum sp., fue la mas frecuente durante el proceso de ensilaje, su
descripcion esta representada en la Tabla 7, le sigue la especie Aspergillus
niger representando el 20,8% y posteriormente el Unico hongo de tipo levadura

detectado Candida sp., de las 34 colonias totales correspondi6 para el 16,7%.
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Tabla 7. Clasificacion morfolégica y proporcion de los organismos

Morfologia
colonial

Exopigmento
color marroén,
aspecto
aterciopelado,
velocidad de
crecimiento
moderado
Exopigmento
color verde olivay
blanco, aspecto
aterciopelado,
velocidad de
crecimiento
moderado
Exopigmento
color negro y
marrén, aspecto
granuloso,
velocidad de
crecimiento
abundante
Grande, amorfa,
de bordes
irregulares, color
blanco, de
aspecto cremoso

fangicos detectados en SD

Morfologia
observada al
exameén directo

Identificacion N° de
con azul de . . . %
micologica colonias
lactofenol
(posterior a las 48
horas)
Macroconidias e Hormodendrum 14 58,3%
hifas sp.
Conidias e hifas
h"".‘“nas Penicillum sp. 1 4.2%
especializadas
(conidiofora)
Conidias
(feosporas), hifas :
especializadas As?](iarglrllus > 20,8%
(conidiéfora), hongo 9
dematiaceo
Blastoconidias,
levaduras aisladas y Candida sp. 4 16,7%
psedohifas
Total 12 100,0%

Fuente: Prieto y Jiménez, 2023.

Cambios en la composicion de las comunidades microbianas y la

presencia de Lactobacillus spp., en el tiempo

En el Gréafico 4 se confrontan las variaciones respecto a la cantidad de BAL

en UFC y el numero de colonias fungicas detectadas durante los 21 dias de

ensilaje por cada tratamiento, a partir de lo cual es importante resaltar que

desde el dia 7 hubo un crecimiento exponencial para las BAL en todos los
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silajes con un mayor valor alcanzado por el T3 en el dia 4 y 21, en contra parte
desde el mismo dia 7, comenzaron a disminuir los valores de las comunidades

de hongos, e incluso en el ultimo muestreo no hubo crecimiento.

Gréafico 4. Cambios en las comunidades microbianas en relacién con el

tiempo del ensilaje

40
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30
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UFC de BAL x1076 (T3)
Ne de colonias fungicas (T3)
UFC de BAL x1076 (T2)
Ne de colonias flingicas (T2)
UFC de BAL x1045 (T1)
0 Ne de clonias fungicas (T1)

0 4 7 14 21 Dias

Fuente: Prieto y Jiménez, 2023.

Cambios en la composicién de las comunidades microbianas y el proceso

de ensilaje

Para el silaje T1 los cambios mas resaltantes consistieron en un aumento en
el recuento de organismos fungicos, el mayor valor fue de 5 colonias

correspondiente para el dia 7, estas cifras continuaron descendiendo con la
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sucesion del tiempo. Las concentraciones de BAL se detectaron a partir del dia
14 con bajos numeros su mayor contaje fue registrado el dltimo dia. Por otra
parte, el pH inicio en un valor de 7 y finaliz6 con su menor valor de 6,5. La
temperatura obtuvo cifras altas y bajas, cayendo a 27 °C el dia 21 (ver Grafico
5).

Grafico 5. Variaciones en las comunidades microbianas asociadas al

proceso de ensilaje en T1

35 -
30 - ’_,—4\’
—¢—Temperatura
25 -
20 - ——pH
15 A N2 de colonias
fungicas
10 - 8
== FC de BAL x10°
5 |
0 >< T \< T \\ T T k1
4 7 14 21 Dias

Fuente: Prieto y Jiménez, 2023.

Las variaciones que se presentaron en el silaje con el T2, son mas
favorables en cuanto a la cantidad de UFC de BAL, iniciando el dia 4 con
5 x10% UFC, este comportamiento continuo en aumento, logrando un maximo
de 13,4 x10° para la recoleccion del dia 21. En el caso contrario para las
colonias de hongos, el escaso contaje obtenido en la tercera apertura del silaje
de valor 7, fue disminuyendo con el paso del tiempo hasta no registrar valor
alguno. El pH y la temperatura permanecieron estables durante el proceso, con
medias de 6 para el pH y de 29,7 °C (ver Gréfico 6).

En el Grafico 7 estan representadas las variaciones propias del silaje T3,
siendo el que reportdé los mas altos niveles de UFC de BAL en el dia 4 y 21.

Presentd cantidades exiguas de organismos flngicos, con un maximo de 4
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colonias el dia 4. Por su parte el pH descendié desde el dia 7 hasta la ultima

recoleccion, resultando en un valor de 5. La temperatura se comporté de

manera similar registré una baja de 28 °C en el final del proceso de recoleccion

de las muestras.

Gréfico 6. Variaciones en las comunidades microbianas asociadas al
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Fuente: Prieto y Jiménez, 2023.
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Gréfico 7. Variaciones en las comunidades microbianas asociadas al

proceso de ensilaje en T3
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Fuente: Prieto y Jiménez, 2023.
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Discusion

La primera muestra recolectada directamente de la superficie de la planta
mostré que las concentraciones iniciales de BAL son escasas, es decir solo
representa un pequefio porcentaje en la filésfera del forraje, este hecho
concuerda con los resultados obtenidos en los primeros dias, donde es de
resaltar el comportamiento presentado por el silaje T1 sin inoculantes, ni
aditivos, en el cual no hubo crecimiento evidente después de 48 horas de
incubacion de BAL, conducta que se repitio los dias 0 y 4 del ensilaje. Los
autores Drouin, Tremblay y Chaucheyras-Durand, en similitud a lo expuesto
anteriormente mencionan en sus resultados, al orden Lactobacillales como
representantes apenas del 3,2% de la poblacién total en las muestras frescas?.
Dicho fendmeno puede deberse a las condiciones ambientales, factores
bidticos y abioticos a los cuales estan expuestos las distintas plantas y con
ellas su caracteristico microbioma, quienes son modificados constantemente
por estos elementos®6:11,

Durante el proceso de ensilaje la sucesion de los cambios en la poblacién
de BAL mostré un aumento exponencial luego del dia 7, en especial los silajes
T3 con inoculante, quienes obtuvieron los mayores valores 3,2 x10°; 1,36 x107;
2 x107 UFC para los dias 7, 14 y 21 respectivamente, asi también pero en
menor escala T2 contentivo solo de aditivos de papeldén, mostré elevacion
significativa durante el corto periodo de tiempo, finalmente el T1 tuvo ausencias
en su crecimiento hasta el dia 14 con 1 x10° y 1 x10% UFC en el dia 21, muy
por debajo de lo descrito en los silajes anteriores. Es importante sefalar que
Drouin y cols, tras realizar el muestreo de los dias 1, 2, 4, 8 y 16 demostraron
similitud al exponer sus resultados, dividieron este proceso en dos fases, la
primera englobd los dias 1 y 2 donde los porcentajes correspondientes para las
BAL continuaron siendo bajos, aunque superiores a los iniciales, posterior a
ello en la fase 2 (dias 4, 8 y 16) las proporciones alcanzaron hasta un maximo
de 56.1% de BAL (dia 16) perteneciente a los silajes inoculados con LH.
También se hall6 semejanza al comparar los ensilajes del control de la

mencionada publicacion, los mismos tenian porcentajes inferiores aun después
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de 16 dias de fermentacién con apenas un 8.3% de BAL, esta conducta se
mantuvo durante los periodos sucesivos, a pesar de que continuaron
elevandose, los niveles de concentracion no fueron tan significativos como los
obtenidos por los silajes con inoculantes?*®.

En este orden de ideas se pueden hacer inferencias sobre las razones que
expliguen los comportamientos de los distintos silajes en el transcurso del
tiempo y su influencia sobre las BAL; como se ha referido ya en la teoria de los
capitulos anteriores, al iniciar el proceso de ensilaje los microorganismos
aerobicos y la planta forrajera consumen el oxigeno del medio hasta casi
agotarlo, por lo cual generan las condiciones adecuadas para el crecimiento de
los autores del proceso de fermentacion las BAL, quienes a pesar de conformar
un reducido porcentaje del microbioma, se abren paso entre las comunidades
colindantes para convertirse en la familia dominante; claro esta el hecho de que
al afadir inoculantes al silaje, estos microorganismos también se multiplican en
razon de subsistir en este entorno y aceleran la fermentacion del ensilaje al
encontrarse en mayores cantidades®’°.

Continuando con el resto de las poblaciones microbianas en especial el
comportamiento de los organismos fangicos, fueron destacados los silajes T1
con la mayor cantidad de colonias y en contraposicion los silajes T3 con el
menor namero hallado; en el transcurrir del tiempo los valores disminuyeron
hasta el dia 21, para el cual no se observo crecimiento luego de una semana
de incubacién. En la clasificacion e identificacion de los hongos fue
Hormodendrum sp., quien se presenté con mas frecuencia 58,3%; otros como
Penicillum sp., Aspergillus niger y Candida sp., tuvieron porcentajes inferiores.
En la investigacién realizada por Mionetto los principales géneros encontrados
fueron Penicillum y Aspergillus, puede deberse a que usaron sorgo como
forraje en la elaboracion de los silajes*’. Por su parte Drouin y cols, hallaron un
aumento en la poblacion de levaduras, entre los cuales destacan Candida,
Dipodasco, o Hannaella y su abundancia se extendié hasta un 45% del total de
unidades taxondémicas observadas (OTU). Posteriormente y en convergencia
con la presente investigacion, la poblacion de levaduras disminuy6 en todos los

tratamientos a excepciéon del control, este mantuvo los valores mas elevados
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hasta que en el dia 32, representd solo una proporcion baja de 8.2%, en los
demas tratamientos estuvo muy por debajo de esa cifra®.

En el analisis de los detalles expuestos es oportuno mencionar que, la
inoculaciéon con BAL es un factor determinante para la estabilidad aerdbica del
ensilaje al reducir la masa de organismos fangicos, sobre lo cual muchos
autores aportan puede ser la consecuencia del efecto antagénico, derivado de
los metabolitos acumulados en el medio, los mismos son producidos por
bacterias fermentadoras, en especial se ha estudiado los acidos tales como el
propionato, el acetato o el lactato y su incidencia negativa sobre la tasa de
crecimiento de las levaduras, todo esto indicaria que al aumentar las
concentraciones de BAL y estas liberen mayores cantidades de sustancias en
el entorno, conllevara a una fase de quiescencia celular o detencion temporal
de la multiplicacién de otros organismos y entre ellos los hongos y bacterias
cercanos!213:46:47,

Los valores de pH registrados a parir del dia 7 mostraron cifras elevadas de
7, 6 y 6, para los tratamientos T1, T2 y T3 respectivamente, Drouin y cols,
obtuvieron un gran descenso después del primer dia con una media entre los
distintos silajes de 5.01 (primer dia) y 4.24 (segundo dia), posterior a los 8 dias,
la media contintio disminuyendo hasta alcanzar 3.7746. Por el contrario, en los
resultados hallados el valor mas bajo fue de 5, presentdndose en dos
ocasiones por el T3 en los dias 14 y 21. Ante las divergencias expuestas con
respecto a las variaciones de pH asociadas al tiempo de ensilaje en un corto
periodo, se puede hacer inferencia de que posiblemente el uso de una planta
no comun para forrajes como lo es R. acris haya ocasionado el alto indice del
pH. Otras de las razones con la cual se puede explicar dicha disyuntiva es la
pequefia proporcién que representan las BAL en la filosfera inicial, pudiesen
ser incapaces de virar las condiciones de acidez en tan pocos dias; en las
distintas publicaciones la unidad de investigacion ha consistido en Zea mays
(Maiz) en su mayoria y sorgo humedo, quienes en concordancia con Drouin y
cols, demostraron cifras de pH por debajo de 547, A su vez luego de analizar
y comparar con el resto de los silajes también es de mencionar la importancia

de inocular con probiéticos el forraje a ensilar, estos por su produccion de

49



acidos derivados del metabolismo (fermentacion), induciran de forma mas
rapida las condiciones de acidez necesarias para la preservacion de la materia
vegetal o algun aditivo que provea una fuente de azucares solubles y sirva

como sustrato para las BAL®.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se demostr6 la presencia de microorganismos morfolégicamente
compatibles con BAL en los distintos silajes elaborados con R. acris, las
mayores concentraciones se correspondieron para T2 y T3, con un
crecimiento exponencial luego del dia 7.

Solo se evidencié la presencia de organismos fungicos en los distintos
silajes elaborados con R. acris, el conteo de colonias fue disminuyendo
con el paso del tiempo, el silaje T1 obtuvo el mayor nimero de colonias.
Se verificaron las variaciones de pH y temperatura durante el proceso en
los distintos silajes elaborados con R. acris, aunque los niveles
alcanzados por ambas no son concluyentes, razonando en que el tipo de
forraje pudo influir en el proceso de fermentacion, mas sin embargo de
manera efectiva y a pesar de los elevados niveles de pH, la
conservacion del material vegetal fue notoria en todos los tratamientos.
Se clasificaron las bacterias y hongos aislados de los distintos silajes a
partir de R. acris, segun las caracteristicas macroscépicas Yy
microscoépicas correspondientes, para la poblacion bacteriana la mayoria
fueron clasificadas conforme a los criterios de BAL, por su parte el
58,3% de las colonias fangicas se identificaron dentro del género
Hormodendrum sp.

En el analisis de los cambios en la composicion de las comunidades
microbianas y la presencia de Lactobacillus spp., asociados al proceso
los distintos silajes elaborados con R. acris, se debe mencionar que la
presencia de BAL como organismos epifitos o inoculados, es esencial
para el desarrollo del proceso de fermentacidn y posterior conservacion
del ensilaje.

. Al comparar los cambios en la composicion de las comunidades
microbianas y la presencia de Lactobacillus spp., asociados al proceso

en los distintos silajes elaborados con R. acris, se puede describir que
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en la primera fase aeroObica, la poblacion de BAL mantuvo bajas
concentraciones, los contajes de colonias fungicas fueron escasos y las
medidas de pH altas, luego en la fase 2 de fermentacién hubo un
aumento exponencial de las UFC de BAL, esto condujo al descenso en
los valores de pH y el mantenimiento de cantidades exiguas de colonias
de hongos.

La utilizacion de aditivos e inoculantes aumento las concentraciones de
BAL en menor cantidad de tiempo, mejoré las condiciones de calidad del

ensilaje y se asocio con la reduccion de colonias fungicas.

Recomendaciones

Es pertinente para mejorar la calidad del ensilaje el uso de aditivos e
inoculantes, esto asegurara la preservacion de la planta con el fin dltimo
de poder alimentar el ganado en los tiempos de escases de pastos.

El uso de R. acris como forraje puede ser viable, pero para garantizar
que ocurra el proceso de ensilaje adecuado se sugiere afiadir aditivos e
inoculantes.

Realizar otras investigaciones sobre el uso de R. acris como planta
forrajera, y su influencia sobre la composicion microbiana durante el
proceso de ensilaje, puesto que es un recurso de mucha disponibilidad,
con potencial alimenticio para el ganado a través del ensilaje.

Uso de nuevas tecnologias para mejorar la comprension del
comportamiento de los microbiomas, sus interacciones y cambios a
propdsitos de la modificacion del ambiente donde se encuentran.

Es recomendable llevar a cabo la sucesion de los cambios en las
comunidades microbianas y el perfil de fermentacién en el proceso de
ensilaje, durante un tiempo més prolongado de manera en que se

puedan percibir todas las etapas que integran dicho proceso.
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