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Effect of four inclusion levels of Morus alba L. cv. cubana on microbial
populations and fermentative products in river buffalo (Bubalus bubalis)
rumen liquid

Efecto de cuatro niveles de inclusion de Morus alba L. vc. cubana en las
poblaciones microbianas y productos fermentativos en liquido ruminal
de bufalos de rio (Bubalus bubalis)
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To know by means of in vitro fermentation the effect of mulberry
inclusion (M. alba Linn. cv. cubana) on the microbial populations
and fermentative products in river buffalo (Bubalus bubalis)
rumen liquid, four inclusion levels of M. alba Linn. cv. cubana (0,
15, 30, and 45 %) in a star grass(Cynodon nlemfuensis) basic diet
were evaluated. The treatments chemical composition, gas volume
and accumulated methane were determined at 4, 8, 12 and 24 h
of fermentation. The sowing and count of total viable bacteria,
cellulolytics, proteolytics, methanogenics and cellulolytic fungi
were carried out at 0, 4 and 8 h. The protozoa count, the pH and
ammonia concentration (NH,) was made at 0, 4, 8, 12 and 24 h
of incubation. A completely randomized design with factorial
arrangement was applied. The treatments and the fermentation
hours were the factors and four repetitions were made in time.
From eight and up to 24h, all the treatments with M. alba had
gas productions higher than the control (P < 0.0001), although
the 30 and 45 % inclusion promoted similar amounts to each
other (52.92 and 54.13 mL/g DM, respectively).The ruminal
methane production was higher, when including 15 and 45 % de
M. alba L. cv. cubana (P < 0.05), while the incorporation of 30%
originated a volume that did not differ from control treatment.
The populations of bacteria, fungi and protozoa, the pH, and
the ammonia concentration were not affected with the M. alba
inclusion. The obtained results allow to conclude that 15, 30 and
45 % of Morus alba cv. cubana inclusion do not exerts effect on
the rumen microbial populations , pH and ammonia concentration,
but when this plant is included in 15 and 45 % it increase the
ruminal methane production.
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In Cuba, for some years, it is researched about
the control of the ruminal methanogenesis (Galindo
et al. 2003).The same as in many countries, diet
manipulation and the use of plants as part of it, is
one of the used strategies for being more feasible
under the current economic conditions of the country.
In this sense, the mulberry (Morus alba Linn.) is
highlight as forage source because of its capacity of
biomass production, chemical composition (Duke
2001), high degradability and excellent results
on ruminants nutrition (Kandylis et al. 2009), so
that their evaluation in the control of the ruminal
methanogenesis becomes necessary.

Delgado et al. (2007), when evaluating the mulberry

Para conocer mediante fermentacion in vitro el efecto de la
inclusion de morera (M. alba Linn. ve. cubana) en las poblaciones
microbianas y productos fermentativos en el liquido ruminal de
bufalos de rio (Bubalus bubalis), se evaluaron cuatro niveles de
inclusion de M. alba Linn. vc. cubana (0, 15, 30, y 45 %) en una
dieta base de pasto estrella (Cynodon nlemfuensis). Se determin6d
la composicion quimica de los tratamientos, el volumen de gas y
metano acumulado a las 4, 8, 12 y 24 h de fermentacion. La siembra
y el conteo de bacterias viables totales, celuloliticas, proteoliticas,
metanogénicas y hongos celuloliticos se realizo a las 0, 4 y 8 h. El
conteo de protozoos, el pH y la concentracion de amoniaco (NH,)
se efectud a las 0, 4, 8, 12 y 24 h de incubacion. Se aplicod disefio
completamente aleatorizado con arreglo factorial. Los factores
fueron los tratamientos y las horas de fermentacion, y se efectuaron
cuatro repeticiones en tiempo. A partir de las ocho y hasta las
24 h, todos los tratamientos con M. alba tuvieron producciones de
gas superiores al control (P < 0.0001), aunque la inclusion de 30 y
45 % promovi6 cantidades similares entre si (52.92 y
54.13 mL/g MS, respectivamente). La produccion de metano ruminal
fue superior, cuando se incluyd 15y 45 % de M. alba L. vc. cubana
(P<0.05), mientras que la incorporacion de 30 % origind un volumen
que no difiri6 del tratamiento control. Las poblaciones de bacterias,
hongos y protozoos, el pH y la concentraciéon de amoniaco no se
afectaron con la inclusion de M. alba. Los resultados obtenidos
permiten concluir que 15,30y 45 % de inclusion de Morus alba vc.
cubana no ejerce efecto en las poblaciones microbianas del rumen,
pHy concentracion de amoniaco, pero cuando esta planta se incluye
en 15y 45 % incrementa la produccion de metano ruminal.

Palabras clave: fermentacion, metano, microorganismos, morera,
rumen

En Cuba, desde hace algunos afios, se investiga
acerca del control de la metanogénesis ruminal
(Galindo et al. 2003). Al igual que en muchos paises, la
manipulacion de la dieta y la utilizacion de plantas como
parte de ello, es una de las estrategias utilizadas por ser
mas factible en las condiciones econdmicas actuales
del pais. En este sentido, la morera (Morus alba Linn.)
se destaca como fuente de forraje por su capacidad de
produccion de biomasa, composicion quimica (Duke
2001), alta degradabilidad y excelentes resultados en la
nutricion de rumiantes (Kandylis et al. 2009), de modo
que se hace necesaria su evaluacion en el control de la
metanogénesis ruminal.

Delgado et al. (2007), al evaluar el efecto de la
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effect on the control of ruminal metehanogenesis
founded that the 25 % inclusion of this tree reduces
methane production. Taking into account this result,
Gonzélez et al. (2011) decided to deepen in the mulberry
study and to evaluate the effect of different varieties
on microbial populations, fermentative products and
methane production, in in vitro conditions with river
buffalo (Bubalus bubalis) rumen liquid.

These authors selected the most promissory variety
to control ruminal methanogenesis. From the evaluated
varieties ( cubana, acorazonada, tigreada and indonesia),
the cubana variety was the most promising to control
the ruminal methanogenesis, when its inclusion in a
diet based on star grass (Cynodon nlemfuensis) was of
30%.

Given these results, it was considered to carry
out studies in those that other inclusion levels of this
mulberry variety were evaluated, to determine which
their effects were on microbial populations, products
from ruminal fermentation and among these, specifically
methane production.

The objective of this research was to evaluate, in
vitro, the effect of four inclusion levels of mulberry
(Morus alba Linn.) cv. cubana on microbial populations
and fermentative products in river buffalo (Bubalus
bubalis) rumen liquid.

Materials and Methods

The gas in vitro production technique was applied,
described by Theodorou et al. (1994) and modified by
Rodriguez et al. (2008).

Animals and diet. Two adult river buffalo bulls
crossbred of Bufalipso fitted with rumen cannula and
average weight of 453 kg were used as donor of rumen
liquor. They were allocated in individual pens, under
shade and ad libitum water and feeds. Both received
ad libitum star grass (Cynodon nlemfuensis) and
supplementation was not applied.

Treatments. Four treatments were evaluated, which
corresponded with different mulberry inclusion levels to
a star grass (SG) basic diet: 1) 100 % of SG (Control),
2)SG + 15 % M. alba L. cv. cubana, 3) SG + 30 %
M. alba L. cv. cubana and 4) SG + 45 % M. alba L. cv.
cubana.

In table 1 is showed the chemical composition of the
evaluated treatments.

Experimental procedure. Samples of 0.5 g from
each treatment were weighed and added to the glass
bottles of 100 mL. The animals under fasting were
extracted the rumen liquor through the cannula, using a
vacuum pump. The material was kept in a hermetically
sealed thermo to guarantee the temperature (39 °C)
and anaerobiosis conditions during the transfer to the
laboratory.

The rumen content of both animals was mixed and
filtered through muslin. The resulting solid was added
a small portion of buffering solution of Menke and
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morera en el control de la metanogénesis ruminal
encontraron que la inclusion de 25 % de esta arborea
reduce la produccion de metano. Teniendo en cuenta este
resultado, Gonzalez et al. (2010) decidieron profundizar
en el estudio de la morera y evaluar el efecto de diferentes
variedades en las poblaciones microbianas, productos
fermentativos y produccion de metano, en condiciones
in vitro con liquido ruminal de bufalos de rio (Bubalus
bubalis). Estos autores seleccionaron la variedad mas
promisoria para el control de la metanogénesis ruminal.
De las variedades evaluadas (cubana, acorazonada,
tigreada e indonesia), la cubana fue la mas prometedora
para controlar la metanogénesis ruminal, cuando su
inclusion en una dieta basada en pasto estrella (Cynodon
nlemfuensis) fue de 30%.

Ante estos resultados, se considero realizar estudios
en los que se evaluaran otros niveles de inclusion de
esta variedad de morera, para determinar cuales eran sus
efectos en las poblaciones microbianas, productos de la
fermentacion ruminal y entre estos, especificamente la
producciéon de metano.

El objetivo de este trabajo fue evaluar, in vitro, el
efecto de cuatro niveles de inclusion de morera (M.
alba Linn.) ve. cubana en las poblaciones microbianas y
productos fermentativos en el liquido ruminal de bufalos
de rio (Bubalus bubalis).

Materiales y Métodos

Se aplico6 la técnica de produccion de gas in vitro,
descrita por Theodorou ef al. (1994) y modificada por
Rodriguez et al. (2008).

Animales y dieta. Se utilizaron como donantes del
liquido ruminal dos bufalos de rio mestizo de Bufalipso,
machos adultos, con canula simple en rumen, con
peso promedio de 453 kg. Se alojaron en cubiculos
individuales, a la sombra y con libre acceso al agua
y a los alimentos. Ambos recibieron forraje de pasto
estrella (Cynodon nlemfuensis) a voluntad y no se aplico
suplementacion.

Tratamientos. Se evaluaron cuatro tratamientos, que
se correspondieron con diferentes niveles de inclusion
de morera a una dieta base de pasto estrella (PE): 1)
100 % de PE (Control), 2) PE + 15 % M. alba L. vc.
cubana, 3) PE + 30 % M. alba L. vc. cubanay 4) PE +
45 % M. alba L. vc. cubana.

La composicion quimica de los tratamientos
evaluados se muestra en la tabla 1.

Procedimiento experimental. Se pesaron 0.5 g de cada
uno de los tratamientos y se adicionaron a las botellas de
vidrio de 100 mL. A los animales en ayuno se les extrajo
liquido ruminal mediante la canula, con la ayuda de una
bomba de vacio. Este se guardd en un termo con cierre
hermético para garantizar las condiciones de temperatura
(39 °C) y anaerobiosis durante el traslado al laboratorio.

El contenido ruminal de ambos animales se mezclo
y se filtro por muselina. Al so6lido resultante se le
afiadi6 una pequefia porcion de solucion amortiguadora
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Tabla 1.Chemical composition of the evaluated treatments (%)

Indicator Star grass  SG+ 15 % M. alba SG + 30 % M. alba  SG + 45 % M. alba
(SG) L. vc. cubana L. vc. cubana L vc. cubana

Ashes 11.3 10.8 10.3 9.85

Ca 0.57 0.77 0.97 1.17

P 0.33 0.32 0.32 0.31

CP 9.00 11.4 13.8 16.2

NDF 68.8 62.6 56.5 50.4

ADF 39.2 35.8 32.4 28.9

Lignin 6.56 6.33 6.09 5.86
Cellulose 29.6 26.8 24.1 21.3

Steingass(1988) and was stirred for a few seconds in a
domestic blender to loosen the microorganisms adhered
to the fiber. Later, the filtered material from this portion
was added to the liquid fraction. The rumen liquor was
kept under CO, atmosphere.

Each bottle was added, a mixture of 50 mL of rumen
liquor and buffering solution of Menke and Steingass
at a ratio of 1:3 (v/v) and they were sealed with butyl
and agrafe taps. Bottles without substrate were included
as blanks to correct the effect of rumen liquor on the
volumes of gas produced. All bottles were randomly put
in a controlled bath at 39 °C.

The gas was measured by motion of the embolus of a
syringe of 10 mL, after the puncture of the tap. The gas
volume and accumulated methane, the pH and ammonia
concentration, were determined at 4, 8, 12, and 24 h of
fermentation.

The sowing and count of total viable bacteria,
cellulolytics, proteolytics, methanogenics and cellulolytic
fungi were made at 0, 4 and 8 h of incubation. The
protozoa count was carried out at 0, 4, 8, 12 and 24 h
of fermentation.

Chemical analysis: The determination of the
chemical composition of the experimental diets was
carried out according to AOAC (2005). The fibrous
fractions were analyzed by the procedure of Goering
and van Soest (1970).The ammonia concentration was
determined by the Conway (1957) method and that
of methane, by gas chromatography, using a Philips
PU-4400 chromatographer with capillary column of
25 m, with stationary phase DB-1. The FID detector
was used and H, (I mL. min™) as gas carrier. The
temperature of the detector and of the injector was of
200 °C, and that of the column, was of 60 °C. One
milliliter of gas from the syringe was injected. The
calculations of methane concentration were performed
from the equation obtained in the calibration curve:
y=0.0001x + 2.8515 (R? = 0.99).

Microbiological analysis: The Hungate (1970) culture
technique in roll tubes and under strict anaerobiosis
conditions was used. The sowing of total viable bacteria,
cellulotytics and proteolytics were made in Caldwell
and Bryant (1966) culture medium, modified by Elias

de Menke y Steingass (1988) y se agitd por unos
segundos en una batidora doméstica para desprender los
microorganismos adheridos a la fibra. Posteriormente, el
filtrado de esta porcidn se incorporo6 a la fraccion liquida.
El fluido ruminal se mantuvo en atmésfera de CO,.

Se anadieron a cada botella, 50 mL de una mezcla de
liquido de rumen y solucion amortiguadora de Menke y
Steingass (1988) en proporcion 1:3 (v/v) y se sellaron
con tapon de butilo y agrafe. Se incluyeron botellas sin
sustrato como blancos para corregir el efecto del liquido
ruminal en los volumenes de gas producido. Todas las
botellas se colocaron aleatoriamente en un bafio de
temperatura controlada a 39 °C.

El gas se midié por desplazamiento del émbolo
de una jeringuilla de 10 mL, después de puncionar el
tapon. El volumen de gas y metano acumulado, el pH y
la concentracion de amoniaco, se determinaron a las 4,
8, 12 y 24 h de fermentacion.

Se efectud la siembra y conteo de bacterias viables
totales, celuloliticas, proteoliticas, metanogénicas y
hongos celuloliticos a las 0, 4 y 8 h de incubacion. Se
realizé el conteo de protozoos alas 0,4, 8, 12 y 24 h de
fermentacion.

Analisis quimico. La determinacion de la composicion
quimica de las dietas experimentales se realizo segln la
AOAC (2005). Las fracciones fibrosas se analizaron por
el procedimiento de Goering y van Soest (1970). La
concentracion de amoniaco se determind por el método
de Conway (1957) y la de metano, por cromatografia
gaseosa con la utilizacion de un cromatografo Philips
PU-4400 con columna capilar de 25 m con fase
estacionaria DB-1. Se utilizé detector FID y como gas
portador H, (ImLemin™). La temperatura del detector y
del inyector fue de 200 °C y la de la columna, de 60 °C.
Se inyectd 1 mL de gas contenido en la jeringuilla. Los
calculos de la concentracion de metano se realizaron a
partir de la ecuacion obtenida en la curva de calibracion:
y= 0.0001 x +2.8515 (R*=0.99).

Analisis microbiologico: Se utiliz6 la técnica de cultivo
de Hungate (1970) en tubos rodados y en condiciones
de anaerobiosis estricta. La siembra de bacterias
viables totales, celuloliticas y proteoliticas se efectud
en los medios de cultivo de Caldwell y Bryant (1966),
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(1971). In the case of proteolytics bacteria, 10% of skim
milk was added, according to Galindo ef al. (1984). To
determine the fungi population, the Joblin (1981) culture
mean was used. The methanogenic microorganisms were
cultivated in the culture medium described by Anderson
and Horn (1987), with mixture of hydrogen and carbon
dioxide gases (60:40). For inoculations, three dilutions
were used and each of them was replied three times. The
counts of colonies of total viable bacteria, cellulolytics,
proteolytics, methanogenics and fungi, were carried out
by means of the roll tubes placement under a magnifying
glass. The colonies that showed digestion halo were
counted. The results were expressed in unit colony
formers (ucf) for bacteria and in unit thallus formers
(utf) for fungi.

The protozoa were preserved in formol at 10%. Then,
they were directly counted to the optic microscope in
a Neubauer camera, after tinted with a violet gentian
solution at 0.01 % in glacial acid.

Experimental design and statistical analysis:
A completely randomized design with factorial
arrangement was used. The treatments and fermentation
hours were the factors. Four repetitions were made in
time.

For the results processing, a multivariate variance
analysis was used. In case of find interaction between
treatments and sampling hours, a split plot model was
applied. The main plots were the treatments and the
subplot, sampling hours. In case of not find interaction,
a lineal model for the effects of treatments and sampling
hours was used. Duncan test for P < 0.05 was applied
when necessary (Duncan 1955). The statistical software
INFOSTAT was used proposed by Di Rienzo et al.
(2012).

Results and Discussion

The systems of in vitro incubation have been
used during decades to evaluate foods for ruminants
(Stalker et al. 2013 and Muetzel et al. 2014).The
in vitro gas production is one of the methods used
with this purpose. This method allows evaluating the
digestibility of the forages organic matter and can
offer information of the degradation speed of foods
(Fabio et al. 2008).

Table 2 shows the obtained results in gas production
during this study. It can verify that, as the hours passes,
the gas volumes for all treatments are increased. From
eight hours up to 24 h of incubation, all treatments in
which M. alba L. cv. cubana is included showed gas
productions higher than the control treatment. The 30
and 45 % of'inclusion of this mulberry variety produced
similar gas quantities.

The mulberry is characterized for its high contents
of easy fermentation carbohydrates, so it is expected
that their participation in animals ration increases
the digestibility in the rumen. This results in higher
gases production. If the NDF values of the treatments
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modificado por Elias (1971). En el caso de las bacterias
proteoliticas, se adicion6 10 % de leche descremada, segtin
Galindo et al. (1984). Para la determinacion de la poblacion
de hongos, se utilizo el medio de cultivo de Joblin (1981).
Los microorganismos metanogénicos se cultivaron en el
medio de cultivo descrito por Anderson y Horn (1987),
con mezcla de los gases hidrogeno y didéxido de carbono
(60:40). Para las inoculaciones, se utilizaron tres diluciones
y cada una de ellas se replico tres veces. Los conteos
de colonias de bacterias viables totales, celuloliticas,
proteoliticas, metanogénicas y hongos, se realizaron
mediante la colocacion de los tubos rodados bajo una lupa.
Se contaron las colonias que presentaron halo de digestion.
Los resultados se expresaron en unidades formadoras de
colonia (ufc) para las bacterias y en unidades formadoras
de talo (uft) para los hongos.

Los protozoos se preservaron en formol al 10 %.
Luego, se contaron directamente al microscopio dptico en
camara de Neubauer, después de tefiirlos con una solucion
de violeta genciana al 0.01 % en acido acético glacial.

Diserio experimental y analisis estadistico: Se aplicoun
disefio completamente aleatorizado con arreglo factorial.
Los factores fueron los tratamientos y las horas de
fermentacion. Se efectuaron cuatro repeticiones en tiempo.

Para el procesamiento de los resultados, se utiliz6 analisis
de varianza multivariado. En caso de encontrar interaccion
entre los tratamientos y los horarios de muestreo, se aplico
modelo de parcelas divididas. La parcela principal fueron los
tratamientos y la subparcela, los horarios de muestreo. En
caso de no encontrar interaccion, se utilizé un modelo lineal
para los efectos de los tratamientos y las horas de muestreo.
Se aplico la décima de Duncan para P < 0.05 en los casos
necesarios (Duncan 1955). Se utilizd el programa estadistico
INFOSTAT propuesto por Di Rienzo et al. (2012).

Resultados y Discusion

Los sistemas de incubacion in vitro se han utilizado
durante décadas para evaluar alimentos para rumiantes
(Stalker et al. 2013 y Muetzel et al. 2014). La técnica
de produccion de gas in vitro es uno de los métodos
que se utiliza con este propdsito. Este método permite
evaluar la digestibilidad de la materia organica de los
forrajes y puede brindar informacion de la velocidad
de degradacion de los alimentos (Fabio et al. 2008). La
tabla 2 muestra los resultados obtenidos en la produccion
de gas durante este estudio. Se puede constatar que, en
la medida que transcurren las horas, se incrementan los
volumenes de gas para todos los tratamientos. A partir de
las ocho horas y hasta las 24 h de incubacion, todos los
tratamientos en los que se incluye M. alba L. vc. cubana
mostraron producciones de gas superiores al tratamiento
control. E1 30 y 45 % de inclusién de esta variedad de
morera produjo cantidades similares de gas.

La morera se caracteriza por sus altos contenidos
de carbohidratos de facil fermentacion, por lo que
es de esperar que su participacion en la racion de los
animales incremente la digestibilidad en el rumen. Esto
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Table 2. Effect of different inclusion levels of M. alba L. cv. cubana on the accumulate gas
production (mL of gas g of DM incubated™).

Hours Control 15% 30% 45%
4 1.67 2.78 3.342 5.30°
8 6.38° 10.57¢ 12.53¢ 13.95¢
12 17.20¢ 22.22f 25.07¢ 26.51¢
24 42.17" 49.20! 52.92 54.13

abedefhii\feans with different letters differ at

P <0.05 (Duncan 1955)

MSE = 0.93 for the hours at the same level of the treatments
MSE = 1.19 for the treatments at the same or different level of hours

P <0.0001

under study (tablel) are observed, it can be notice
that, when Morus alba L. cv. cubana is included,
this indicator decrease. So, there is higher quantity
of cellular content and therefore, higher ruminal
degradation occurs.

The ruminal methane production was higher when 15
and 45 % M. alba L. cv. cubana was included, although
the different inclusion levels of this variety did not show
differences between them for this indicator (figure 1).
The inclusion of 30% of cubana variety produced a
methane volume that did not differ of the control, results
that were similar to those obtained by Gonzalez et al.
(2010).

The structural carbohydrates, as the cellulose and
the hemicellulose, are fermented to a lower speed than
those not structurals and produce more methane per
digested substrate unit (Molano ef al. 2008).This was
previously showed by Galindo ef al. (2003),whose
explained that higher ruminal cellulolisis of the food
can also increase the production of this gas. If it
is taken into account that cubana variety inclusion
increases the methane production for all levels, except
for 30%, it could think that the inclusion of this plant
in the diet favors the degradation process of the rumen
cellulose.

The inclusion of 15, 30 and 45 % of M. alba L.
cv. cubana did not produce effects on populations of
cellulolitic, proteolitic, methanogenesis and total viable
bacteria, fungi and protozoa (table 3). These results are

se traduce en mayor produccion de gases. Si se observan
los valores de FND de los tratamientos en estudio (tabla
1), se puede notar que, cuando se incluye Morus alba
L. vc. cubana, disminuye este indicador. De modo que,
hay mayor cantidad de contenido celular y por lo tanto,
ocurre mayor degradacion ruminal.

La produccion de metano ruminal fue superior
cuando se incluyd 15y 45 % M. alba L. vc. cubana,
aunque los diferentes niveles de inclusion de esta
variedad no mostraron diferencias entre ellos para este
indicador (figura 1). La inclusion de 30 % de la variedad
cubana produjo un volumen de metano que no difiri6 del
control, resultados que fueron similares a los obtenidos
por Gonzalez et al. (2010).

Los carbohidratos estructurales, como la celulosa y la
hemicelulosa, se fermentan a una velocidad menor que
los no estructurales y rinden mas metano por unidad de
sustrato digerido (Molano ef al. 2008). Esto se demostrd
previamente por Galindo et al. (2003), quienes plantearon
que mayor celulolisis ruminal del alimento también puede
incrementar la produccion de este gas. Si se tiene en
cuenta que la inclusion de la variedad cubana incrementa
la produccion de metano para todos los niveles, excepto
para 30 %, se podria pensar que la inclusion de esta
planta en la dieta favorece el proceso de degradacion de
la celulosa en el rumen.

Lainclusionde 15,30y 45 % de M. alba L. vc. cubana
no produjo efectos en las poblaciones de bacterias viables
totales, celuloliticas, proteoliticas, metanogénicas,
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Figure 1. Effect of different inclusion levels ofM. alba L. cv. cubana on the methane



354

explained, if there are kept in mind the interrelations that
are stated between the microorganisms populations in
the rumen. Cheng et al. (2009) explained that the rumen
microorganisms degrade the plants fibers and produce
a variety of final products, in those that are included
the acetate, format, lactate, ethanol, H, and CO,, some
of those that are used by the methanogens to produce
methane.

So it could be expected that if some of the populations
is affected, it would also be reflected in the methanogens
“population. The protozoa counts, when not experiencing
affectations with the mulberry inclusion, could explain
that the methanogens numbers did not neither have
variation, since the protozoa provides of a habitat for
the methanogens (Hung ef al. 2013).

The methane is produced by the methanogenics
Archaea during the food use in the rumen (Chong et
al. 2014 and Chuntrakort ef al. 2014) but, according to
Machmiiller ef al. (2003), the methanogenesis cannot
always correlate with the methanogens numbers in
the rumen. An experiment carried out by Kamra et
al. (2006) show that while the methanogenesis is
completely inhibited when there is presence of sulfonic
bromoethane acid (SBE), methanogens number,
quantified by means of PCR in real time, was not
completely eliminated. If it considered the opinion that
the methane production in the rumen is not necessarily
correlated with the methanogens number, then it is
logical that the increase in methane production, when
15 and 45 % of M. alba L. cv. cubana is included, was
not reflected in increase in the methanogens counts
for these treatments. The analysis of this result allows
sharing the criteria exposed by Liu et al. (2013)
regarding that the relation between methanogens and
methane production is an aspect that needs further
researches.

In table 4 is show that the inclusion of different M.
alba L. cv. cubana levels did not produce effects on the
pH and the ammonia concentration in the rumen.
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hongos y protozoos (tabla 3). Estos resultados se explican,
si se tienen en cuenta las interrelaciones que se establecen
entre las poblaciones de microorganismos en el rumen.
Cheng et al. (2009) plantearon que los microorganismos
del rumen degradan la fibra de las plantas y producen una
variedad de productos finales, entre los que se incluyen
el acetato, formato, lactato, etanol, H, y CO,, algunos de
los que se utilizan por los metandgenos para producir
metano. De modo que podria esperarse que si alguna de las
poblaciones se afecta, ello se veria reflejado también en la
poblacion de metandgenos. Los conteos de protozoos, al
no experimentar afectaciones con la inclusién de morera,
podrian explicar que los nimeros de metandgenos no
tuvieran tampoco variacion, ya que se plantea que los
protozoos proveen de un habitat para los metanégenos
(Hung et al. 2013).

El metano se produce por las Archaea metanogénicas
durante la utilizacion de los alimentos en el rumen
(Chong et al. 2014 y Chuntrakort ef al. 2014) pero, segliin
Machmiiller et al. (2003), la metanogénesis no siempre
se puede correlacionar con el nimero de metandgenos
en el rumen. Un experimento realizado por Kamra ef al.
(2006) indic6é que mientras la metanogénesis se inhibe
completamente en presencia de acido bromoetano sulfonico
(BES), el nimero de metanogenos, cuantificados mediante
PCR en tiempo real, no se elimindé completamente. Si se
considera el criterio de que la produccion de metano en el
rumen no necesariamente se correlaciona con el nimero
de metandgenos, entonces es logico que el aumento en la
produccion de metano, cuando se incluye 15y 45 %dela
M. alba L. vc. cubana, no se reflejara en incremento en los
conteos de metanogenos para esos tratamientos. El analisis
de este resultado permite compartir el criterio expuesto
por Liu et al. (2013) con respecto a que la relacion entre
los metandgenos y la produccion de metano es un aspecto
que necesita investigaciones futuras.

Enlatabla 4 se observa que la inclusion de diferentes
niveles de M. alba L. vc. cubana no produjo efectos en
el pHy la concentracion de amoniaco en rumen.

Tabla. 3. Effect of different inclusion levels of the (M. alba L. cv. cubana) mulberry, on the in vitro

ruminal microbial populations

Control 15% 30% 45% MSE Prob
Total viable bacteria 3.96 4.18 3.98 4.14 0.27 0.86
(10" ufcemL)
Cellulotytic bacteria 3.32 3.29 3.57 3.59 0.18 0.52
(10%ufcemL)
Proteolytic bacteria 3.11 3.22 3.34 3.48 0.10 0.47
(106 ufcemL)
Methanogenic bacteria 3.47 3.34 3.52 3.86 0.42 0.81
(10°ufcemL")
Cellulotytic fungi 3.20 3.19 3.10 2.95 0.20 0.77
(103 uftemL")
Protozoa 1.58 1.64 1.48 1.50 0.15 0.84

(10*celemL™)
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Table. 4. Effect of different inclusion levels of M. alba L. cv. cubana, on the pH and the ruminal

ammonia concentration.

Indicator Control 15% 30% 45% MSE Prob
pH 6.57 6.58 6.61 6.68 0.06 0.62
NH, (mmol-L") 8.86 8.95 6.96 7.04 1.15 0.43

It is known that if the pH in the rumen decrease,
negative effect on the fiber degradation and foods intake
is produce and as consequence, an acidosis occurs
(Wallace et al. 2006).With the M. alba L. cv. cubana
inclusion in the ration, the pH was near to the neutrality,
favoring that the fiber degradation in the ruminal liquor
was not affected. This could explain the higher methane
productions obtained for 15 and 45% of the cubana
variety inclusion regarding the control.

The higher levels of degradable protein in the
rumen caused increase in the ruminal amamonia
production (Dhali ef al. 2006 and Saro ef al. 2014).
All seems that the mulberry has high composition of
non degradable protein in the rumen, and this was
reflected in the ammonia concentrations obtained
when including 15, 30 and 45 % of the cubana variety.
Liu et al. (2001) and Singh and Makkar (2002)
informed moderate values of non protein nitrogen
and effective degradability of crude protein of the
mulberry leaves of 54.9 % and 57 %,respectively.
These authors explained that this plant can be a
satisfactory food for the synthesis of microbial protein
in the rumen and therefore, favors higher microbial
protein supply to the intestine. Yao et al. (2000) and
Liu et al. (2001) explained that the mulberry can be
use as protein supplement for the ruminants. The use
of experimental diets in ruminants showed that the
mulberry nutritive value is as high as that of some
high quality foods already well-known.

The 15, 30 and 45 % of Morus alba cv. cubana
inclusion have no effect on the rumen microbial
populations, the pH and the ammonia concentration,
but increase the ruminal methane production, when
including the 15 and 45 % in the diet.
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Se conoce que si el pH en el rumen desciende se
produce efecto negativo en la degradacion de la fibra y
en el consumo de alimentos y como consecuencia, ocurre
una acidosis (Wallace et al. 2006). Con la inclusion de M.
alba L. ve. cubana en la racion, el pH se mantuvo cerca
de la neutralidad, lo que propicié que no se afectara la
degradacion de la fibra en el liquido ruminal. Esto podria
explicar las mayores producciones de metano obtenidas
para 15y 45 % de inclusion de la variedad cubana con
respecto al control.

Los altos niveles de proteina degradable en el rumen
causan incremento en la producciéon de amoniaco
ruminal (Dhali er al. 2006 y Saro et al. 2014). Todo
parece indicar que la morera tiene alta composicion de
proteina no degradable en el rumen, y esto se reflejo en las
concentraciones de amoniaco obtenidas cuando se incluy6
15,30 y 45 % de la variedad cubana. Liu et al. (2001) y
Singh y Makkar (2002) informaron valores moderados
de nitrégeno no proteico y degradabilidad efectiva de la
proteina bruta de las hojas de morera de 54.9 %y 57 %,
respectivamente. Estos autores plantearon que esta planta
puede ser un alimento satisfactorio para la sintesis de
proteina microbiana en el rumen y por tanto, propicia mayor
suministro de proteina microbiana al intestino. Yao et al.
(2000)y Liu et al. (2001) plantearon que la morera se puede
utilizar como suplemento proteico para los rumiantes. La
utilizacion de dietas experimentales en rumiantes demostrd
que el valor nutritivo de la morera es tan alto como el de
algunos alimentos de alta calidad ya conocidos.

El 15, 30 y 45 % de inclusion de Morus alba vc.
cubana no tiene efecto en las poblaciones microbianas
del rumen, el pH y la concentracion de amoniaco, pero
incrementa la produccion de metano ruminal, cuando se
incluye en la dieta el 15y 45 %.
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