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Procesos implicados en la digestiéon microbiana
de los forrajes de baja calidad

Factors involved in microbial digestion
of low-quality forages

Manuel Fondevila!
Resumen

En este articulo se revisan los mecanismos de unién y actividad enzimatica
contra los polisacéridos de la pared celular de los forrajes en el rumen, los
organismos envueltos en la degradacién y las restricciones fisicas, quimicas y
ambientales que afectan al proceso. La adhesién microbiana a las particulas de
es un paso esencial en la digestién de los polisacaridos de la pared celular. La
adhesién especifica de las bacterias envueltas es mediada por tres estructuras:
glicocalix, celulosomas y dominios de unién celuldsica, dichos mecanismos y su
importancia son discutidos. La degradacién de la celulosa, hemicelulosa o pectina
es llevada a cabo por diferentes complejos enzimaticos, donde varias enzimas
actuan especificamente a los enlaces entre las unidades de carbohidratos. La
habilidad de los organismos para digerir la pared celular depende de la forma,
diversidad y modo de accién de estas enzimas. Los microorganismos de los tres
grupos principales presentes en el rumen son capaces de degradar polisacaridos
estructurales, pero la importancia de los géneros envueltos y especies de
protozoarios, hongos o bacterias en la digestién total de la pared celular de los
forrajes depende de tres tipos de factores: ecol6gicos, como su abundancia 2n el
rumen o su relacién con otras especies microbianas; factores relacionados al
sustrato, como la estructura anatémica y composicién quimica de los forrajes; y
las condiciones ambientales para la fermentacién. Excepto para interacciones
microbianas, que serdn tratadas en otra parte, los restantes puntos sarédn
discutidos.

Palabras claves: digestién microbiana, adhesién, estructura del forraje,
condiciones ambientales.

Abstract

This paper reviews the mechanisms of microbial attachment to and enzy-
matic activity against forage cell wall polysaccharides in the rumen, the organ-
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isms involved in degradation and the physical, chemical and environmental con-
straints that affect the process. Microbial adhesion to forage particles is ar. es-
sential step in digestion of cell wall polysaccharides. Specific adhesion of the
bacteria involved is mediated by three structures: glicocalix, cellulosomes and
cellulase binding domains, whose mechanisms and importance are discussed.
Degradation of cellulose, hemicellulose or pectin is carried out by different enzy-
matic complexes, where various enzymes attack specifically the bonds among
the carbohydrate units. The ability of organisms to digest cell wall depends on
the kind, diversity and mode of action of these enzymes. Microorganisms of the
three main groups present in the rumen are capable of degrading structaral
polysaccharides, but the importance of the involved genus and species of proto-
zoa, fungi or bacteria in the overall digestion of forage cell wall depends on three
types of factors: ecological, such as their abundance in the rumen or their rela-
tionship with other microbial species; substrate-related factors, like the ana-
tomic structure and chemical composition of forages; and the environmental
conditions for fermentation. Except for microbial interactions, which will be treated
elsewhere, the remaining points are discussed.

Key words: microbial digestion, adhesion, forage structure, environmental con-
ditions.

Introduccién

El principal interés productivo a cabo la digestién microbiana d2 los
del ganado rumiante reside en su polisacéridos estructurales en el ru-
capacidad de aprovechar como nutrien- men: en primer lugar, la colonizacién
tes los productos de la digestién de los substratos que llegan al rumen
microbiana de la pared celular vegetal, y la adhesién intima de los microor-
que tiene lugar fundamentalmente en ganismos a estas estructuras vegetales;
el rumen. Desde este punto de vista, en segundo lugar, la accién enzim:tica
la explotacién de recursos lignocelulé- sobre dichos substratos, indepen-
sicos de baja calidad, por su relativa dientemente de la posible utilizscién
abundancia y bajo costo econémico, de los productos resultantes. La
tiene especial trascendencia en siste- magnitud de estos procesos esta
mas extensivos y semi-intensivos de mediatizada por la naturaleza de la
produccién, especialmente en regiones pared celular vegetal, por las carac-
con escasa disponibilidad de otras teristicas de la poblacién microbiana
fuentes de alimento para el ganado. El implicada en dichos procesos, y por las
conocimiento de los mecanismos condiciones del ambiente ruminal para
implicados en la accién de la poblacién favorecer o limitar estos procesos.
ruminal sobre los forrajes es funda- La adhesion como proceso
mental para la optimizacién de la previo a la digestiéon de polisaca-
utilizacién de éstos. ridos estructurales. Los microor-

Dos son las etapas en que se lleva ganismos ruminales son clasificados
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por Czerkawski y Cheng (19) en tres
subpoblaciones, atendiendo a su
interaccién con las particulas de
alimento: 1) los vehiculados con el
fluido ruminal; 2) los débilmente
asociados con las particulas; y 3) los
firmemente adheridos a dichas parti-
culas. Dentro del primer grupo se
encuentran los microorganismos que
utilizan los nutrientes solubles del
liquido ruminal, adema4s de los que se
van desprendiendo de las particulas de
alimento. Como organismos libres,
tienen escaso papel en la digestién de
las particulas s6lidas, pero muchos de
ellos poseen capacidad de adhesién, y
son los que de hecho inician el proceso
de colonizacién de nuevas particulas.

Los dos grupos restantes suponen
entre el 70 y el 80% de la poblacién
ruminal (31). Los organismos débil-
mente adheridos pueden ser despren-
didos por lavado de las particulas, y se
adhieren generalmente por mecanis-
mos inespecificos que implican atrac-
ciones fisicoquimicas (60), o interac-
cionan con otros microorganismos
adheridos a las particulas (66),

La adhesién intima al substrato
permite una mayor eficiencia de
hidrélisis enzimAtica y una mayor
disponibilidad de los productos de la
digestién de la pared, ademas de
proteger de la predacién de otras
especies y de aumentar el tiempo de
retencién en el rumen (17, 26). La
importancia de la adhesién de las
bacterias celuloliticas a la pared celular
para la degradacién de ésta ha sido
puesta de manifiesto en diversos
trabajos (47, 55), y Cheng y col. (16)
llegan a considerarlo como requisito
indispensable. Especies bacterianas sin
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capacidad adherente, o cepas no
adherentes de las especies celuloliticas
tienen una trascendencia minima en
la digestién de los polisacaridos de la
pared celular (53, 55). La adhesién
puede estar sujeta a adaptacién (51),
como muestra la pérdida de la capaci-
dad adherente a celulosa de
Fibrobacter succinogenes tras cultivos
sucesivos en un medio con celobiosa
como tinico substrato (62).

El conocimiento de los mecanis-
mos celulares de adhesién de los
protozoos y hongos ruminales es escaso
(51). Las estructuras especificas
implicadas en la adhesién bacteriana
han sido revisadas por Pell y Schefield
(60), que las resumen en 3: glicocalix,
celulosomas y sectores de enlace de
enzimas celuloliticas. Estos dltimos
seran comentados en el Apartado 3. La
cdpsula glicoproteica externa que
envuelve a las bacterias celuloliticas
principales (F. succinogenes,
Ruminococcus albus y R.
flavefaciens) es denominada glicocélix,
vy ha sido puesta en evidencia
fundamentalmente a partir de estudios
de microscopia electrénica (49, 65). Los
glico-calices de ambas especies de
Ruminococcus son més gruesos que
el de F. succinogenes , por lo que su
adhesién es menos sensible a la
incidencia de factores ambientales que
la de este 1iltimo (62), como se despren-
de del cuadro 1. En F. succinogenes ,
diversas proteinas, junto con algunos
lipidos, de la superficie celular, deben
estar implicadas en los procesos de
adhesién (33)

Los celulosomas son estructuras
extracelulares identificadas empleando
cultivos de Clostridium thermoceilum
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no ruminal, como modelo (48). Son
complejos polipeptidicos esféricos que
incluyen un paquete enzimético con
actividad celulasa, agrupando las
enzimas entre si por la accién de un
polipéptido sin actividad hidrolitica,
que ademés esta implicado en la
adhesién del celulosoma al substrato
(10, 50). Los celulosomas, al favorecer
el contacto intimo de la bacteria y de
sus enzimas con las particulas vegeta-
les, aumentan la magnitud de la accién
enzimatica sobre éstas. Aunque se ha
constatado la presencia de celulosomas
en las especies celuloliticas ruminales
(42), se desconoce si su funcién y modo
de accién es similar a la de los de Cl.
thermocellum .

Actividad enzimatica frente
a polisacdridos estructurales.
Este tema ha sido objeto recientemente
de numerosas revisiones (25, 26, 70).
Las enzimas implicadas en los diversos
procesos de degradacién de celulosa y
hemicelulosas de la pared celular vege-
tal (figura 1) parecen estar muy
distribuidas entre las especies celuloli-
ticas de microorganismos ruminales.
Como ejemplo, F. succinogenes , uno
de los organismos mas estudiados, pro-
duce al menos 8 glucanasas diferentes,
una celodextrinasa, una celobiosidasa
y una celobiasa, ademas de una
endoxilanasa, una ?-glucuronidasa,
varias esterasas y una arabinofura-
nosidasa (26). Los hongos ruminales
también producen un complejo enzima-
tico celulasa muy activo frente a
celulosa cristalina, ademas de xila-
nasas muy activas y altos niveles de
ferilico y cumarico esterasas (15). El
protozoo Polyplastron multivesiculatum
produce una endoglucanasa y una f3-
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glucosidasa (13).

Las enzimas de F. succinogenes
son muy activas frente a celu.osa
cristalina, pero esta accién es minima
en extractos libres de células. Por con-
tra, las celulasas de R. flavefaciens
mantienen su actividad en ausencia de
las células productoras (25).

Se ha observado que algunos de
los complejos enziméticos celuloliticos
de los organismos ruminales poseen,
ademas de su parte catalitica, resoon-
sable de la actividad hidrolitica per se,
una parte responsable de la adhesién
de la enzima al substrato (32, 52), que
aumenta por ello la eficiencia de la
accién enzimatica. Considerando la
localizacién superficial de las enzimas
celuloliticas en las bacterias rumi-
nales, estos sectores de enlace de las
enzimas (cellulose binding domcins)
contribuyen también a la adhesién
microbiana al substrato.

En la practica, la especificidad de
accién de estas enzimas no es tanta
como lo que sugieren sus nombres. De
hecho, es el tipo de enlace sobre e. que
actdan lo que determina su especi-
ficidad, pudiendo atacar un mismo tipo
de enzima tanto las cadenas de
celulosa como de xilano. La gran
diversidad de enzimas que se aprecia
en la figura 1 se justifica teniendo en
cuenta la variabilidad y complejidad
de la estructura quimica de la pared
celular vegetal (ver apartados poste-
riores). Por otra parte, es curioso que
cada microorganismo, en lugar de una
sola, produce varias enzimas que
actian de forma muy similar.

Se asume que el proceso de
digesti6n enzimatica de la celulosa en
el rumen sigue el modelo observado en



Proteasa

celuloliticas (60).
Tratamiento R. albus
Oxigeno PR
Temperatura 4°C 1100 %
38 °C &
pH 45-5 1;55-8¢
Glucosa 1%7T
Celobiosa 1%48%;1% T
Amilopectina 0,25 % 4 70 %
Cationes Ca* |; &
Metilcelulosa 0,05 % | 97 %;
0,1%!30%
d

F. succinogenes
480 %
4°C 1100 %
38°C &
5,3-6,8 <«

1%173%
0,25 % | 43 %
Ca™ y Mg+e
0,05 % 1 90 %;
0,1 % | 70-80 %; L30%
4

Cuadro 1. Efecto de diversos factores ambientales sobre la adhesiéon de las principales bacteria

R. flavefaciens

>
4°C 1100 %
38C &

4 155 % ;6 <;
8l40%
0,01M ;0,18 % <
1% 24 %; 0,34 % <
0,25 % | 68 %
Ca*+ y Mg+T

0,1% | 100 % ;1 30 %
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(a) exo- 1, 4- B glucanasa (celobiohidrolasa). (b) endo- 1,4- 8 glucanasa. (c) celodextrinasa. (d) 1,4- B glucosidasa (celobiasa). (e) endo- 1,
B xilanasa. (f) 7?-L- arabinofuranosidasa. (g) acetil - xilan esterasa. (h) Acido ferilico esterasa. (i) - glucuronidasa. () 1,4- B xilosidasa.

Figura 1. Accién enzimaitica sobre celulosas y hemicelulosas (fuente: Flint, 1994). Glu: glucosa ; X
xilosa ; Ara: arabinofuranosa ; Ac: grupo acetilo ; Fer: 4cido ferilico ; me Gle: acido 4-O- mef
glucurénico.
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los hongos aerobios. Este proceso se
inicia con el ataque de endo-1,4 B
glucanasas (celobiohidrolasas) a las
regiones mas amorfas de la celulosa,
rompiendo aleatoriamente las cadenas
en celodextrinas y creando asi extre-
mos libres para la accién de exo-1,4
glucanasas, que liberan unidades de
celobiosa a partir del extremo de la
cadena. Estas celobiosas son final-

mente hidrolizadas a glucosa por B-
glucosidasas. Las xilanasas estan més
ampliamente distribuidas entre las
bacterias ruminales que las celulasas,
aunque hay que tener en cuenta la
mayor diversidad de las enzimas
implicadas en la hidrélisis d= las
hemicelulosas, debida a la propia
variabilidad en la composicién de este
polisacéarido.

Organismos implicados en la digestion
de la pared celular vegetal

Protozoos. El efecto de los
protozoos sobre la digestién de la fibra
vegetal depende del papel y de la
importancia relativa de los distintos
géneros y especies en el ecosistema
ruminal (45, 71). En general, la
presencia de protozoos aumenta,
directa o indirectamente, la digestién
ruminal de celulosa y hemicelulosas
respecto a animales defaunados.
Aunque las actividades enziméticas
endoglucanasa, f-celobiosidasa y 8-
glucosidasa —implicadas en 1a hidré-
lisis de celulosa— por una parte, y
hemicelulasa y xilanasa, por otra,
estdn ampliamente distribuidas entre
los protozoos del rumen (72), se
continta especulando si su accién puede
ser debida, al menos en parte, a las
bacterias que contienen (20).

A partir de estudios con protozoos
cultivados in vitro, tratados con
antibiéticos para eliminar la posible
contaminacién bacteriana (cuadro 2),
se ha observado que la celulosa
cristalina (avicel) es degradada en un
30% por protozoos de los géneros
Eudiplodinium y Polyplastron, y en
un 10% por Epidinium (45). La

capacidad de degradar celulosas
sustituidas (hexaetilcelulosa, carboxi-
metilcelulosa) es mayor para todos los
géneros, siendo mas limitada en
Entodinium e Isotricha.Sin embargo,
el ecrecimiento en medios que inclayen
polisacéridos estructurales como tinica
fuente de energia respecto a un medio
sin substrato (cuadro 3) es muy varia-
ble, y s6lo Eudiplodinium y Epidinium
responden positivamente a la
incorporacion de una fuente de celulosa
o dexilano.

Entre los Ophryoscolecidos, los
protozoos de los génaros
Eudiplodinium, Polyplastroin y
Epidinium son activos degradadores
de xilano, utilizandolo como fuente de
nutrientes, y degradan celulasas
sustituidas con bajo grado de cristali-
nidad, aunque no son capace3s de
utilizar los productos de su hidrélisis.
Sélo los dos primeros géneros mencio-
nados son capaces de digerir y uti izar
celulosa cristalina. Los protozoos del
género Entodinium no son capaces de
actuar frente a este tipo de substratos,
mientras que los protozoos del género
Isotricha tienen cierta actividad 8-



Fondevila

Cuadro 2. Degradaciéon (%) de sustratos celulésicos (HEC, hexaetil-
celulosa; CMC, carboximetilcelulosa) por cultivos puros; de

protozoos (24 h; 45)

Eudiplodinium 24,9+78
Polyplastron 30,6 29
Epidinium 10,0 £ 2,7
Entodinium trazas

Isotricha 5,4 +1,7

glucanasa, pero no utilizan los produc-
tos de la hidrélisis para su crecimiento
(45, 72). La capacidad de depolimerizar
pectina estéd presente en algunas
especies de protozoos, pero la posibili-
dad de utilizar los productos liberados
como fuente de energia es minima (59).

La capacidad de los protozoos de
adherirse a las particulas de pared
celular es reducida, excepto en el caso
de los holétricos, estimulados probable-
mente por quimiotactismo hacia
azucares solubles (9, 59), aunque su
actividad fibrolitica es escasa. Los
Epidinium se adhieren a las particulas
por una zona situada en su parte an-
terior; luego, vierten enzimas extra-
celulares que van rompiendo los tejidos
vegetales en pequerfios fragmentos que
son entonces ingeridos y digeridos
intracelularmente (9). Los grandes
entodiniomorfos tinicamente tienen
actividad enzimética intracelular, y
por ello ejercen su accién degradativa
ingiriendo particulas suspendidas en
el medio, que luego digieren intra-
celularmente (12).

Hongos. La poblacién de hongos
anaerobios del rumen esta directa-
mente relacionada con el contenido en
fibra de la dieta, y su proporcién
disminuye en dietas ricas en almidén
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HEC CMC

62,0 = 3,8 62,8 +0,7
55,2 + 5,5 60,3 +1,3
62,3 +0,9 63,7 +2,6
28,7 +1,7 227+1,1

54,1+0,8 42,3 +3,9

o azucares solubles (34). Los horngos
ruminales tienen capacidad enzima-
tica de hidrolizar celulosa y xilano,
aunque parece que no pectina (29, 39).
Légicamente, su actividad enzimética
frente a estos substratos es variable
dependiendo de su origen filogenético,
en especial de su estructura rizoidal,
pero se ha postulado que algunas
especies, como Neocallimastix fronta-
lis, Piromyces comunis y
Orpinomyces joyonii son tan:o o
incluso mas eficientes en la digestién
de los polisacaridos estructurales como
las especies bacterianas mas activa-
mente celuloliticas (11, 14).

La accién fingica sobre la pared
celular vegetal (cuadro 4) y su contribu-
cién a la digestién ruminal de ésta,
parece estar muy relacionada con su
activa colonizaci6n. Se ha observado
mediante microscopia electrénica que
las zoosporas son atraidas por quimio-
tactismo (9), y se adhieren rapidamente
a las particulas, preferentemente en
estomas y zonas de corte de los tejidos
lignificados (esclerénquima, xilema),
aunque los tejidos vegetales no | gni-
ficados (floema, parénquima medular)
son los mas rapidamente degradados
(2, 34). En este sentido, los hoagos
ruminales son especialmente activos
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Cuadro 3. Proporciéon (% respecto al inicio del cultivo) de protozoos
vivos respecto a un medio control sin sustrato tras 24 h de

cultivo (45).

Control Almidén Avicel Xilano CMC

Eudiplodinium <5 401
Polyplastron 34 85
Epidinium6 12 9
Entodinium <5 <5
Isotricha 95 181 89

frente a substratos muy lignificados
(44). De hecho, aunque no esta probada
su capacidad de utilizacién de lignina
como fuente de nutrientes, N. fronta-
lis puede solubilizar pequefias canti-
dades de lignina de la pared celular
vegetal (2, 39), probablemente debido
a la solubilizacién de compuestos
fenélicos, en mayor medida que las
bacterias (14), aumentando la accesi-
bilidad de los polisacaridos estruc-
turales para las bacterias. Los hongos
ruminales, a diferencia de algunas
bacterias, no son capaces de fermentar
los compuestos fenélicos (3). Por otra
parte, la accién mecénica de los hongos
sobre la pared celular vegetal dismi-
nuye la rigidez estructural de los
forrajes (14), y favorece la ruptura de
las particulas de forraje (59), aumen-
tando también asi la superficie acce-
sible para la accién bacteriana.
Cuantitativamente, la magnitud
de la contribucién de los hongos a la
digestion de la pared celular in vivo
no esta totalmente esclarecida. Fonty
y col. (30) observan que la presencia
de hongos en el rumen no tiene un gran
efecto sobre la desaparicién de mate-
ria seca o la concentracién de dcidos
grasos voléitiles, a pesar de que la
actividad glucosidasa y polisacaridasa

147 200 <5

58 60 15
100 <5

<5 <5 <5
77 103

de la poblacién microbiana adherida a
las particulas aumenta aprecisble-
mente.

Bacterias. A pesar del papel de
las poblaciones protozoaria y fingica
del rumen en la digestiéon de la pared
celular vegetal, parece claro que son
las bacterias los microorganismos m4s
activamente implicados en este proce-
so, tanto cualitativamente, por su alta
actividad enzimética, como a nivel
cuantitativo, por la magnitud de su
repercusién debida a su elevada
concentracién en el rumen.

Las tres especies bacterianas
celuloliticas predominantes,
Fibrobacter succinogenes,
Ruminococcus flavefaciens v R.
albus, tienen caracteristicas peculiares
que las diferencian de otras especies
que pueden estar también implicadas
en el proceso de digestién de la pared
celular vegetal. Algunas, como
Butyrivibrio fibrisolvens, Clostric'ium
locheadii, Cl. longisporum o Eubac-
terium cellulosolvens pueden conside-
rarse tambien celuloliticas, pero su
importancia en la digestién de la pared
celular es secundaria, en el caso de las
tres dltimas, por su escasa cor.cen-
tracién en el rumen (20). Tanto B.
fibrisolvens (4) como Cl. longispcrum
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Cuadro 4. Degradacion (% desaparicién de materia seca) de diversos
sustratos vegetales por distintas especies fiingicas tras 6
dias de incubacion in vitro (fuente: Fonty y Gouet, 1993).

Paja de trigo Raygras Caiiote de maiz
Neocallimastix frontalis MCH3 35,1 30,0 59,8
Piromyces comunis FL 26,5 37,5 60,0
Orpinomyces joyonii NJ1 33,5 35,2 58,7
Caecomyces comunis FG10 4,8 11,0 58,0

(68) carecen de estructuras de adhe-
si6n de tipo celulosoma, limitandose en
gran medida su capacidad de digestién
del substrato. Ademaés, es necesario
considerar otras especies no celulo-
liticas que utilizan productos resul-
tantes de la hidrélisis de las paredes
vegetales, que pueden contribuir a
evitar efectos de retroinhibicién
enzimatica por acimulo de catabolitos
en el medio y a su vez aportar nutrien-
tes esenciales (amoniaco, Acidos grasos
ramificados) a las bacterias méas
activamente implicadas.

Las bacterias celuloliticas se
caracterizan por su alta especializacién
nutritiva. Como muestra el cuadro 5
(69), la mayoria de las especies
bacterianas que fermentan carbohi-
dratos pueden utilizar una gran
variedad de monosacéaridos y disaca-
ridos como nutrientes, incluyendo
aquellos derivados de la fermentacion
de polisacaridos estructurales. Sin
embargo, las bacterias celuloliticas
unicamente utilizan celulosa y sus
productos como nutrientes, por lo que
se ven obligadas a especializarseen la
hidrélisis de dicho polimero y de sus
productos (celodextrinas), en un
ambiente liquido que favorece la
competencia entre gran variedad de
microorganismos, v dada la comple-

jidad quimica y estructural de los
forrajes. Para conseguirlo, las Lac-
terias deben sintetizar grandes canti-
dades de enzimas, muy variadas para
garantizar su accién frente a una
amplia gama de substratos, que
hidrolicen la celulosa y las hemi-
celulosas relativamente réapido (ver
apartado 3). Adema4s, estas celulasas
se localizan primordialmente en la
superficie de las bacterias (54, 67) para
favorecer el contacto fisico con el
substrato. En el mismo sentido, las
bacterias celuloliticas desarrollan
diversos mecanismos muy espec:ali-
zados de adherencia intima a estos
substratos, que evitan la degradacion
de las celulasas por las protessas
ruminales, protegen de la accién
predatoria de los protozoos y evitan la
salida del rumen, ademas de favorecer
la captacién preferente de los productos
de la hidrélisis respecto a otras
especies.

Los maultiples trabajos que han
comparado las especies bacterianes en
cuanto a su capacidad de degradar
substratos fibrosos han obtenido
resultados dispares, debido béasica-
mente a la propia variedad de éstos
substratos y de las cepas bacterianas
empleadas (cuadro 6; 20). Las tres
especies celuloliticas principales ticnen
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depolimerasas con capacidad de
romper las cadenas de hemicelulosas
¥, en menor medida, de pectina, de los
forrajes, dada la especificidad de las
glucanasas por el tipo de enlace,
aunque no son capaces de utilizar —
F. succinogenes —, o lo hacen en
escasa medida —R. flavefaciens— los
productos resultantes de la hidrélisis

(22, 27). Algunas de las especies no
celuloliticas mas abundantes en el ru-
men, como B. fibrisolvens o P.
ruminicola, son capaces de hidrolizar
estos polisacaridos, en menor medida
que las anteriores, y pueden utilizar
las pentosas y dacidos urénicos raesul-
tantes (20).

Factores que inciden en los procesos de digestion
microbiana de los forrajes

Composicién y estructura de
la pared celular vegetal. Los
forrajes, tanto los tropicales como los
de clima templado, difieren entre si en
la estructura y composicién de su pared
celular, dependiendo de su especie vege-
tal, parte anatémica y fase de
desarrollo (38). En el mismo sentido,
la estructura de la pared celular vege-
tal es muy compleja y variable, tanto
quimica como histolégicamente. Todas
estas diferencias condicionan el modo
de ataque microbiano a los polisacéri-
dos estructurales, y en altimo término,
el ritmo y extensién de la degradacién
por los microorganismos ruminales. De
hecho, el ritmo de digestién de la
celulosa de los forrajes por la poblacién
ruminal es muy inferior a la observada
in vitro sobre celulosa purificada (69).

Mientras el floema y el meséfilo
de las hojas, el parénquima de los tallos
de gramineas y leguminosas inmadu-
ras, y el floema de las gramineas
inmaduras, se degradan rapidamente
(1), en algunos casos en menos de 12
horas de incubacién (18), otros tejidos
vegetales presentan resistencia a la
degradacién. Los residuos de degrada-
cién microbiana de hojas incluyen una

elevada proporcién de esclerénquima
y xilema, y los de tallos de xilema, en
caso de las leguminosas, y de epider-
mis, esclerénquima y xilema en
gramineas (1). Como indican Akin y
Rigsby (4), el meséfilo es rapidamente
degradado por las bacterias ruminales
sin precisar adhesién, mediante una
accién enzimética extracelular, mien-
tras que la epidermis y las vaines de
los paquetes parenquimatosos precisan
una intima adhesién de las principales
especies fibroliticas. La resistenca de
estos tejidos a su degradacién se debe
tanto a su estructura anatémica como
a su composicién quimica.

La lignificacién de la planta es
uno de los factores que més afecte. ala
degradacién microbiana de los forrajes,
tanto por su indigestibilidad per se
como en cuanto a su relacién con las
cadenas de hemicelulosas. El caréicter
hidrofébico de la lignina acentta el
proceso de deshidratacién de la pared
celular a medida que aumenta la edad
de la planta, lo que disminuye la
accesibilidad de los polisacaridos
estructurales. Ademés, una consicera-
ble proporcién de las unidades de
arabinosa de las cadenas laterales de
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Cuadro 5. Utilizacién de carbohidratos por bacterias ruminales celuloliticas y no celuloliticas (69).

Especies bacterianas Polisacaridos Mono-y disacaridos
Celuloliticas:

Fibrobacter succinogenes celulosa, celodextrinas G, C
Ruminococcus flavefaciens celulosa, xilano, pectina, celodextrinas C

Ruminococcus albus celulosa, xilano, celodextrinas G, C X A

Celuloliticas secundarias:

Butyrivibrio fibrisolvens celulosa, xilano, dextrina, pectina, celodextrinas G,Ga,Mn,F M X, L, C
Clostridium longisporum celulosa G,Ga,F,C,M, L, S
Clostridium locheadii celulosa, dextrina G,MS

No celuloliticas:

Prevotella ruminicola pectina, almidén, dextrina, celodextrinas G,Ga,F,L,C,X,A)R, M
Selenomonas ruminantium almidén, dextrina, celodextrinas G Ga,F, XA CM,L,S
Streptococcus bovis almidén, celodextrinas G,Ga, FMn, C, M, L, S
Succinivibrio dextrinosolvens dextrina, pectina G, G AF,S

Abreviaturas: A: arabinosa, C: celobiosa, F: fructosa, G: glucosa, Ga: galactosa, L: lactosa, M: maltosa, Mn: manosa, R: ramnosa, S: sacaros
y X: xilosa.



Cuadro 6. Nivel (g/kg) de digestion de la pared celular de dos forrajes y utilizaciéon de los productos po
diversas cepas de especies bacterianas en cultivo puro. Gr: graminea, Bromus inermis; Lg
leguminosa, Medicago sativa. (20).

dig. hemicel.

dig. celulosa util. hemicel.
Gr. Lg. Gr. Lg. Gr. Lg.
F.succinogenes
A3c 794 616 540 603 21 51
S85 810 642 773 621 30 0
R. flavefaciens
Bla 581 252 566 446 230 101
B34b 563 541 778 563 0 21
Cla 488 478 _— 0 85
R. albus
7 573 534 609 501 460 269
P. ruminicola
H8a 7 19 47 336 61 339
23
B. fibrisolvens
H10b 149 59 519 354 413 341
Dief
L. multiparus
D15d —_— 22 455 48 232

util.

dig. pectina pectina
Gr. Lg. Gr. Lg.
713 705 298 304
550 367 526 366
553 675 497 573
458 22 432 04



Fondevila

xilanos estan esterificadas con 4cidos
p-cumarico y feriilico [en paja de
cebada, 2,9 y 6,7 %, respectivamente
(58)], que establecen enlaces con las
cadenas de lignina. Aunque estos
compuestos fenoélicos, especialmente el
acido p-cumadrico, son téxicos para la
poblacién microbiana ruminal (46), su
concentracién en el contenido rumen
es probablemente insuficiente para
generar este efecto (17). No obstante,
su solubilizacién a partir de las paredes
celulares pudiera provocar en las zo-
nas de activa degradacién una concen-
tracién de fenoles préxima a los niveles
téxicos, por lo que pueden inhibir, o al
menos ralentizar, la actividad fibro-
litica bacteriana (28).

La capa de cutina que cubre la
epidermis es practicamente imperme-
able a la adhesién microbiana (2),
excepto para algunos hongos (41), lo
que obliga a los microorganismos a
colonizar los tejidos digestibles a través
de estomas o a partir de cortes y
secciones libres de esa cuticula, en gran
medida provocados durante la mastica-
cién (51), en un proceso de dentro a
afuera (16). Puede contener hasta 18 6
24 % de silice integrado en ella, que le
confiere una mayor resistencia a la
ruptura y a su digestién (36). Su
proporcién puede aumentar bajo
condiciones de alta temperatura, luz y
aridez (73). La epidermis estd débil-
mente adherida al meséfilo en las hojas
de leguminosas y de muchas grami-
neas C3, pero firmemente fijada a los
haces vasculares en las C4, por lo que
puede entorpecer el proceso de diges-
tién (85). Por lo demas, la epidermis
libre de esta cuticula, es degradada en
menos de 8 horas en el rumen (18).
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El xilema y el esclerénquima de
las hojas de las gramineas, por su
densidad, supone una barrera g la
colonizacién y a la accién de las
enzimas microbianas, tanto soore
estos tejidos como sobre otros que
pueden quedar fisicamente protegidos
(74). No obstante, el esclerénquima de
las hojas, aunque lignificado, nc es
totalmente inaccesible a la coloniza-
ci6én microbiana, sino que puaede
observarse cierta degradacién en sus
zonas periféricas (1). Las hifas de los
hongos tienen capacidad para perforar
los tejidos vegetales maés lignificados,
con lo que favorecen el acceso bacte-
ria-no a los tejidos internos (6). La
proporcién de xilema y esclerénqu.ma
es similar en gramineas C3 y C4. Sin
embargo, una mayor proporcién de
epidermis y vainas de paquetes
parenquimatosos en las C4, en meyor
proporcién en condiciones adversas de
crecimiento (37), suponen una barrera
adicional al ataque microbiano.
Ademaés, la estructura radial y com-
pacta del mesdéfilo en las hojas de
gramineas tropicales (35) ralentiza la
degradacién. No existen diferencias
especificas entre las hojas de legumi-
nosas de origen tropical o templado;
aunque son en general muy digestibles,
los taninos presentes en algunas
especies puede retrasar la digestién del
meséfilo (1).

Los tallos, tanto de leguminosas
como de gramineas C3 y C4, presentan
una estructura rigida, en la que la
epidermis, esclerénquima y tejido vas-
cular estan muy lignificados y son
practicamente indigestibles (1. El
parénquima se lignifica con la madurez
de la planta, disminuyendo su digesti-
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bilidad (73). Las diferencias en las
proporciones de tejidos entre las
distintas gramineas no son aparentes
en el caso de los tallos, por lo que son
las condiciones de cultivo las que
determinan diferencias en su diges-
tibilidad (5). No parece que el parén-
quima de los tallos de leguminosas se
lignifique conforme avanza la madurez
de la planta (1), lo que garantiza una
mayor degradacién de los tallos de
especies leguminosas respecto a los de
gramineas.

Condiciones del ambiente
ruminal. Las condiciones ambientales
en las que se desarrolla el proceso de
degradacién de la pared celular, tanto
las caracteristicas fisicas y quimicas
del medio como las interacciones en-
tre distintos microorganismos, deter-
minan el grado y ritmo de digestién de
los forrajes. Algunos de estos aspectos
y surepercusi6n son tratados en esta
Reunién por otros autores.

Las bacterias fibroliticas requie-
ren amoniaco, Acidos grasos rami-
ficados, vitaminas y minerales para su
crecimiento y 6ptima actividad fibro-
litica (21, 64). El fluido ruminal
contiene estos nutrientes en cantidad
suficiente para garantizar la satis-
faccién de las necesidades, aunque
dietas a base de forrajes de baja calidad
pueden ser deficitarias en algunos
minerales (P, S, Mg), o provocar una
baja concentracién de amoniaco en el
rumen, por lo que dicha actividad
podria verse restringida (24).

Aunque niveles bajos de suple-
mentacién en dietas forrajeras pueden
tener un efecto positivo sobre la
digestiéon de fibra, al inducir un
aumento de la concentracion de
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organismos (23), la incorporacién en
la dieta de altas proporciones de
carbohidratos como suplemento ener-
gético repercute en un descenso de la
digestién microbiana de la fibra. La
acidificacién del medio debida al acceso
inmediato a una fuente de energia
rapidamente utilizable, aumentando
las concentraciones de lactato y acidos
grasos volatiles hasta sobrepasar la
capacidad absortiva del rumen, 2s el
principal factor implicado (40). El
descenso de pH hasta niveles criicos
para la poblacién fibrolitica [< 5,9;
(63)] afecta a la actividad polisa-
caridasa microbiana (43), aunque
parece que no a su capacidad de
adhesién (62).

Hiltner y Dehority (40) y
Huhtanen y Khalili (43) no observan
un efecto negativo de la suplementa-
ci6n cuando el medio se mantiene a pH
tamponado, pero algunos autores (57,
61) han sugerido que, independien-
temente del descenso de pH, una
mayor afinidad por substratos més
accesibles puede retrasar tan:o la
adhesién a particulas menos diges-
tibles, por preferencia de substrato,
como la sintesis de enzimas celulo-
liticas, por un mecanismo de retrcinhi-
bicién debido a la concentracién de
monosacaridos en el medio. Este efecto
independiente del pH se ha descrito en
hongos (56) y en F. succinogenes (42,
62), pero no en bacterias del género
Ruminococcus (62).

La magnitud de las respuesta
depende de las caracteristicas del
substrato, asi como de las del carbo-
hidrato suplementado. En experi-
mentos llevados a cabo en nuestro
laboratorio (7, 8), la adhesién micro-
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biana in vitro a pared celular extraida
de paja de cebada aumenta por la
suplementacién (35 % del sustrato to-
tal) respecto a un medio no suple-
mentado, debido a la compensacion del
escaso nivel de nutrientes de este
medio basal (figura 2). La magnitud
de esta respuesta positiva al suple-
mento es menor con paja tratada con
amoniaco como substrato (sin publicar).
Por otra parte, con descensos similares
del pH del medio (hasta 6,3), la
inclusién de pectina promueve un mas
répido acceso a la pared celular de paja
que la adicién de almidén o una mezcla

de azicares solubles, 1o que repercite
en una mayor desaparicién de los
componentes de los polisacaridos
estructurales del substrato (7). Dado
que no hay diferencias entre suple-
mentos en la actividad enziméatica que
indiquen una retroinhibicién enzi-
matica debida a la concentracién de
monosacéridos en el medio, y ya que
las bacterias celuloliticas no emplzan
los productos de su hidrélisis como
nutrientes, la pectina puede ejercer
una accién fisica de barrera que
favorece la digestién, a diferencia de
los otros carbohidratos a estudio.

Implicaciones

Las diferentes caracteristicas,
tanto quimicas como anatémicas, de
los forrajes empleados en la alimen-
tacién de los rumiantes, determina el
grado de adhesién microbiana y de
accién enzimética sobre la pared
celular vegetal, y con ello el nivel de
digestién de dichos forrajes. Diversas
especies de hongos, bacterias y proto-
zoos estan implicadas en esos procesos,

tanto directa como indirectamente, lo
que muestra la necesidad de abordar
el ecosistema ruminal globalmente
para comprender su actividad, con vis-
tas a optimizar la utilizacién de los
forrajes para el ganado rumiante, as{
como para establecer las estrategins de
alimentacién y de manipulacién del
ambiente que contribuyan a conseguir
este objetivo.
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