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Resumen

Introduccién. Los forrajes en el tropico presentan una baja digestibilidad, por lo que se buscan alternativas alimenticias como la
Tithonia diversifolia (Hemsl.) para aumentar la calidad de la dicta ofrecida. Objetivo. Evaluar el efecto del tipo de fertilizante y
la edad de rebrote del forraje de Tithonia diversifolia sobre los pardmetros ruminales. Materiales y métodos. El trabajo se realizd
en el afio 2020 en la Finca Experimental Santa Lucia de la Universidad Nacional, Costa Rica. Se utilizé un disefio de parcelas
divididas completamente al azar con el tipo de fertilizante como parcela principal y edad de rebrote como subparcela, con tres
repeticiones por tratamiento. Los tipos de fertilizante fueron: lombricompost (L), quimico (Q) y control (C) sin fertilizante. Las
edades de rebrote evaluadas fueron 30, 50 y 70 dias para un total de nueve tratamientos. Las variables evaluadas fueron: cinética
de degradabilidad in situ de la materia seca (DISMS), pH, nitrégeno amoniacal (NHj3), produccién de gas y metano in vitro
(CHy). Se realizé un ANDEVA para parcelas divididas. Resultados. La mayor DISMS se encontré en C30 (92,84 %) y menor
en Q70 (64,21 %). El tipo de fertilizacién influyd sobre los contenidos de NH3, el mayor valor se presentd en los tratamientos
con fertilizacién quimica (275,88 mg NH3/L fluido ruminal). C70 produjo la mayor cantidad de gas (79,59 mL/g), en contraste
con Q30 que fue el de menor promedio (28,38 mL/ g). La produccién de CHy no mostrd diferencias significativas, con valores
entre 3,42 y 8,67 mL CH4/g MS. Conclusion. La fertilizacion y edad de rebrote modificaron los pardmetros ruminales in situ e
in vitro. Los resultados obtenidos permiten considerar este recurso forrajero como un complemento de las gramineas de pastoreo
en el trépico, donde se generen efectos positivos sobre la digestibilidad de la MS, la produccién de gas y de CHy.

Palabras clave: forrajes, fertilizantes nitrogenados, ganaderia, emisiones de gas, emisiones de metano.
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Abstract

Introduction. Forages in the tropics have low digestibility, which is why alternative feed option such as Tithonia diversifolia
(Hemsl.) are sought to improve the quality of the offered diet. Objective. To evaluate the effect of fertilizer type and the
regrowth age of Tithonia diversifolia forage on rumimal parameters. Materials and methods. The study was conducted in 2020
at the Santa Lucfa Experimental Farm of the Universidad Nacional, Costa Rica. A completely randomized split-plot design was
used with fertilizer type as the main plot and regrowth age as subplot, with three replications per treatment. The fertilizer types
were: vermicompost (L), chemical (Q), and control (C) without fertilizer use. The evaluated regrowth ages were 30, 50, and 70
days, resulting in a total of nine treatments. The variables assessed were: in situ dry matter degradability kinetics (DISMS), pH,
ammoniacal nitrogen (NH3), in vitro gas, and methane production (CHy4). An ANOVA was carried out for divided plots.
Results. The highest DISMS was found in C30 (92.84 %) and the lowest in Q70 (64.21 %). The type of fertilization influenced
NH3 contents, with the highest value observed in chemical fertilizer treatments (275.88 mg NH3/L rumen fluid). C70
produced the highest amount of gas (79.59 mL/g), whereas Q30 had the lowest average (28.38 mL/g). Methane production did
not show significant differences, with values ranging from 3.42 to 8.67 mL CH4/g DM. Conclusion. Fertilization and regrowth
age modified in situ and in vitro raminal parameters. The obtained results suggest that this forage resource can be considered a
supplement to grazing grasses in the tropics, where positive effects are generated on DM digestibility, gas, and CH production.

Keywords: forages, nitrogenous fertilizers, livestock, gas emissions, methane emission.



Introduccion

El sector ganadero juega un papel muy importante en la economia mundial, genera empleo para 1300
millones de personas y suministra un tercio del consumo mundial de proteinas (Vega-Fonseca, 2016). En
Costa Rica, del total de fincas agropecuarias (93 017), 37 171 cuentan con produccién de ganado bovino,
2348 con ganado caprino y 1792 con ovino, por lo tanto, el 44,40 % de las fincas nacionales tiene
integrados los rumiantes en los sistemas productivos (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos [INEC],
2014).

La industria ganadera es criticada, debido al impacto ambiental generado, por la emisién de gases de
efecto invernadero (GEI) como el metano (CHy) producido por la fermentacién entérica de los rumiantes,
el diéxido de carbono (CO;) producto de pricticas como las quemas de pastos, la utilizacién de
hidrocarburos como los combustibles fésiles en toda la cadena productiva y el éxido nitroso (N,O)
causado por la fertilizacién quimica de forrajes y la mala gestién de los desechos como excreta y orina
(Chacén Navarro et al., 2015).

La producciéon de CHy por los rumiantes se genera mediante el proceso de metanogénesis, el cual se lleva
a cabo por microorganismos ruminales como las bacterias metanogénicas, archaeas y protozoarios que
oxidan el hidrégeno molecular y reducen el CO; a CHy (Alayén-Gamboa et al., 2018). El hidrégeno y
CO3 se producen en el rumen por la sintesis de dcidos grasos volatiles (AGV), en especial acetato y butirato
que son producto de la degradacién de materiales forrajeros ricos en celulosa consumidos por los rumiantes
(Lépez-Herrera et al., 2021).

Los forrajes son la principal fuente de nutrientes de los rumiantes en el trépico, sin embargo, la
composicion nutricional de la gran mayorfa de gramineas tropicales es variable (Rojas-Cordero et al., 2020)
y presentan altos contenidos de fibra y baja digestibilidad (Ku Vera et al., 2014), lo cual promueve la
metanogénesis con la consiguiente produccién de metano. Por esta razén, se buscan alternativas
alimenticias que puedan aumentar la calidad de la dieta ofrecida a los animales y que estén disponibles
durante todo el afno (Vega Fonseca, 2016). Dentro de las alternativas, se encuentra la utilizacién de bancos
forrajeros de especies de alta calidad nutricional como las leguminosas que aportan altos contenidos de
proteina, menores contenidos de fibras y lignina, son mas digestibles y han demostrado ser una estrategia
viable para la suplementacién de los rumiantes en el trépico (Cardona-Iglesias et al., 2017).

Una especie forrajera no leguminosa con alto potencial para utilizarse en la alimentacién de rumiantes
en el trépico es la T. diversifolia. Se trata de una planta autdctona de Mesoamérica que posee caracteristicas
agrondmicas y nutricionales que la hacen destacar como un forraje de alta calidad para la alimentacién de
rumiantes, y es utilizada en bancos de proteina (Arias-Gamboa et al.,, 2018; Asttia-Urena et al., 2021;
Paniagua-Herndndez et al., 2020).

Dentro de los atributos de la 7. diversifolia resaltan su alta degradabilidad de la materia seca (superiores
al 70 %) (Arias-Gamboa, et al., 2018), caracteristica que puede mitigar las emisiones de CHy4 (Pérez Can et
al,, 2020). El uso de leguminosas y plantas como la T. diversifolia pueden contribuir a reducir las emisiones
de CHy por su alto contenido de nitrégeno y la presencia de metabolitos secundarios como los taninos, los
cuales pueden inhibir las poblaciones de microorganismos metanogénicos del rumen (Lépez-Herrera et al.,
2021).

La calidad de un forraje esta relacionada con el momento de cosecha, el cual estard definido por el
momento 6ptimo donde se obtenga la mayor cantidad de biomasa con la mejor calidad nutricional posible
(Merlo-Maydana et al., 2017). En el caso de la T. diversifolia, existen estudios que demuestran que la edad
de cosecha juega un papel importante en la composicién del forraje (Paniagua-Herndndez et al., 2020),
donde al aumentar la edad de rebrote, la calidad nutricional del forraje tiende a verse afectada de manera
negativa. Otro factor que influye sobre la composicién de esta planta es la fertilizacién, ya que se ha
evidenciado que el uso de quimicos nitrogenados en 7. diversifolia, genera un efecto positivo sobre la
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produccién de biomasa y las caracteristicas bromatolégicas como proteina cruda (Asttia-Urena et al., 2021;
Botero Londono et al., 2019; Cerdas-Ramirez, 2018; dos Santos Silva et al., 2021).

No existen investigaciones que evalten la respuesta de esta planta a la aplicacién de lombricompost, ni
que comparen el efecto de la fertilizacién quimica u orgénica a diferentes edades de cosecha. Estas razones
fundamentan el objetivo de esta investigacion de evaluar el efecto del tipo de fertilizante y la edad de
rebrote del forraje de Tithonia diversifolia sobre los pardmetros ruminales.

Materiales y métodos

Sitio de estudio

La investigacion se llevé a cabo en el afio 2020, durante la época lluviosa (junio-septiembre), en la Finca
Experimental Santa Lucia (FESL) perteneciente a la Universidad Nacional Costa Rica (UNA), ubicada en
Santa Lucia, Barva de Heredia, entre las coordenadas 10°01719,63” latitud norte y 84°06743,53” longitud
oeste, altitud de 1250 m s. n. m. El suelo es predominante del orden Andisoles. La topografia varia de plana
a escarpada, con suelos superficiales a profundos, moderadamente fértiles, bien estructurados y mucha
pedregosidad (Arias Gamboa, 2018). El sitio presenta una precipitacién anual de 2371 mm, una humedad
relativa de 78 % y temperatura media anual de 21,50 °C (Instituto Meteoroldgico Nacional [IMN], 2017).

En el ano 2018, durante la época lluviosa, se establecié el cultivo de 7. diversifolia (material de la
Estaciéon La Managua del Instituto Nacional de Innovacién y Transferencia en Tecnologia Agropecuaria

(INTA), Quepos), en un drea de 1000 m2, con una densidad de siembra de 2 plantas/ m?2, a una distancia
de 1 m entre surcos y 0,50 m entre plantas. La preparacion del suelo se realizé6 mediante el método de
minima labranza. No se aplicaron herbicidas, fertilizantes ni riego.

Las caracteristicas quimicas del suclo donde se llevé a cabo la investigaciéon fueron; un pH en agua de
5,80, 0,64 cmol(+)/L de potasio, 9,80 cmol(+)/L calcio, 2,42 cmol(+)/L de manganeso, una acidez de 0,19
cmol(+)/L, capacidad de intercambio catiénico (CICE) de 12,33 cmol(+)/L, fésforo de 2 mg/L, hierro de
129 mg/L, cobre de 6 mg/L, zinc de 8,30 mg/L, magnesio de 9 mg/L y 3 % saturacién de acidez, los andlisis
de suclos se llevaron a cabo en el Centro de Investigaciones Agronémicas (CIA) de la Universidad de
Costa Rica en el afno 2019.

Para el establecimiento de las parcelas se utilizaron estacas (semilla vegetativa) de 20-30 cm de longitud,
tomadas del primero y segundo tercio del tallo. Se sembré de manera vertical una estaca por sitio. El forraje
fue cosechado por primera vez a los cinco meses (150 dias). Antes de iniciar el ensayo de campo, se realizd
un corte de homogenizacién en todo el cultivo, a una altura de 0,50 m del suelo Arronis Diaz (2015).

En el é4rea total de 1000 m2, se trazaron nueve parcelas de 112 m2 (8 x 14 m) con una zona de
amortiguamiento de 2 m. Se utilizé un disefio de parcelas divididas completamente al azar, donde se
evaluaron: 1) tipo de fertilizacién (a nivel de parcela) con tres niveles: abono orgdnico mediante el uso de
lombricompost (L), fertilizante quimico con urea (Q) y un control sin aplicacién de fertilizacién (C), y 2)
edad de rebrote (a nivel de subparcela) con tres niveles: 30, 50 y 70 dias. En total se establecieron nueve
tratamientos (L30, L50, L70, Q30, Q50, Q70, C30, C50 y C70) con tres repeticiones por tratamiento.

Como fertilizante orgdnico se utiliz lombricompost de lombriz roja californiana (Eisenia foetida),
producido en la FESL, a base de estiércol de ganado bovino, el cual presenté la siguiente composicién:
materia seca de 40 %, pH en H,O de 8,2, nitrégeno de 1,43 %, carbono de 14,77 %, fésforo de 0,58 %,
potasio de 0,82 %, calcio de 1,72 %, manganeso de 0,56 %, azufre de 0,26 %, cobre de 124 mg/kg, zinc de
213 mg/kg, magnesio de 968 mg/kg, hierro de 38130 mg/kg y boro de 15 mg/kg. Los anilisis de suelos se
llevaron a cabo en el CIA de la Universidad de Costa Rica en el ano 2018. La cantidad de lombricompost a
utilizar se calculé a partir de la concentracién de nitrégeno en el humus y la materia seca del mismo, con la
finalidad de proveer 150 kg/ha/ano de N al terreno.

Como fertilizante quimico se utilizé urea, en la misma dosis que la fuente orgénica (150 kg/ha/ano de
N). La materia seca de los fertilizantes fue de 98,50 % para la urea y 40 % para el lombricompost, el
contenido de nitrégeno fue de 46 % en la urea y del 1,43 % en el abono orgdnico, para garantizar el aporte
de 150 kg/ha/ano de N. En cada una de las parcelas experimentales se utilizaron 0,016 kg de urea por



planta (331,05 kg/ha) y 1,31 kg de lombricompost por planta (26 220 kg/ha). La dosis de 150 kg/ha/afo
de N se establecié al tomar como referencia los resultados obtenidos en las investigaciones de Botero
Londofo et al. (2019) y Cerdas Ramirez (2018).

Para conocer la composicién quimica de los materiales de 7. diversifolia evaluados, se realizaron anlisis
de proteina cruda (PC) mediante el método de Kjeldahl (Nx6,25) Association of Official Analytical
Chemist [AOAC], (1998), fibra en detergente 4cido (FDA), fibra en detergente neutro (FDN) y lignina
segun la metodologia descrita por Van Soest et al. (1991), y el porcentaje de carbohidratos no fibrosos
(CNF) se obtuvo mediante las ecuaciones reportadas por Detmann et al. (2008) (Cuadro 1).

Cuadro 1

Composicién bromatoldgicagica de la T. diversifolia segun tipo de fertilizacién y edad de rebrote. Finca
Experimental Santa Lucia. Heredia, Costa Rica. 2020.

Tratamiento PC FDN FDA LIG CNF
C30 19,53 29,04 21,80 14,86 30,00
C50 12,88 37,69 30,68 21,12 29,81
C70 10,12 44,28 36,45 21,81 27,52
L30 22,26 29,95 21,67 14,65 26,84
L50 13,24 36,52 29,10 18,60 31,26
L70 1241 41,96 34,92 24,36 27,51
Q30 27,61 31,71 22,45 15,46 19,36
Q50 19,13 39,62 31,47 19,14 23,08
Q70 11,57 52,64 41,52 22,80 20,81

PC: proteina cruda, FDA: fibra en detergente acido, FDN: fibra en detergente neutro, LIG:
lignina, CNF: carbohidratos no fibrosos, C30: control 30 dias de rebrote, C50: control 50 dias
de rebrote, C70: control 70 dias de rebrote, L30: Lombricompost 30 dias de rebrote, L50:
lombricompost 50 dias de rebrote, L70: lombricompost 70 dias de rebrote, Q30: quimico
30 dias de rebrote, Q50: quimico 50 dias de rebrote, Q70: quimico 70 dias de rebrote. /
PC: crude protein, FDA: fiber in acid detergent, FDN: fiber in neutral detergent, LIG: lignin,
CNF: non-fibrous carbohydrates, C30: control 30 days of regrowth, C50: control 50 days
of regrowth, C70: control 70 days of regrowth, L30: vermicompost 30 days of regrowth,
L50: vermicompost 50 days of regrowth, L70: vermicompost 70 days of regrowth, Q30:
chemical 30 days of regrowth, Q50: chemical 50 days of regrowth, Q70: chemical 70 days
of regrowth.

Table 1. Bromatological composition of 7. diversifolia according to fertilization type and regrowth age. Finca Experimental Santa Lucia.
Heredia, Costa Rica. 2020.

Para obtener cada muestra se cortd el forraje de veinte plantas por subparcela, a una altura de 50 ¢m del
suelo, se tomé una submuestra representativa de 1 kg, la cual se troceé en particulas de 2,50 ¢cm con una

picadora para forrajes de motor eléctrico de 7,50 HP, modelo ES 650 (Trapp Ltda). Las muestras fueron
empacadas en bolsas transparentes plasticas, identificadas y se trasladaron al Laboratorio de Analisis de
Productos Animales y Vegetales (LAPAV) de la UNA, donde se secaron con un horno de circulacién de
aire forzado a 60 °C modelo OV-11 (Lab Companion, JEIO TECH) y se molieron.

Dentro de las variables evaluadas estuvieron los pardmetros de la cinética de degradabilidad ruminal in
situ. Para medirlos se colocaron, por duplicado, 5 g de la muestra de cada tratamiento molidos y filtrados

en una criba de 5 mm en bolsas de poliéster R1020 de 10 x 20 cm, con porosidad de 40 um (ANKOM
Technology), las cuales se incubaron en el rumen de una vaca canulada con una dieta de pasto Cynodon
nlemfuensis como base alimenticia en pastoreo directo. Las bolsas se introdujeron en la vaca canulada en
diferentes horas y se extrajeron todas juntas. En el caso de la hora cero, se realiz6 un lavado a 39 °C durante
al menos 20 min, esto para determinar la fraccién soluble. En cada momento de incubacién se midi6 el pH
y la temperatura ruminal, con un medidor de pH modelo ST3100 (OHAUSY), con la finalidad de verificar
que las condiciones ruminales del animal se encontraban dentro de los pardmetros normales.
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Para determinar los pardmetros de la cinética de degradabilidad ruminal de la MS se utilizé el modelo
planteado por Orskov & McDonald (1979), el cual mide el tiempo de incubacién como variable
independiente (X) y las variables potencialmente digestibles como variable dependiente (Y). Ademds, a
partir de estos pardmetros se determind la degradabilidad efectiva con base en diferentes tasas de pasaje (2,
5y 8 %/hora) segtin la ecuacién 1.

Y=a+b (1-e —kd*t) (1)

Donde, Y es la degradacion potencial, t el tiempo de incubacidn, a representa el sustrato completamente
degradable, b representa la fraccién que se degradé a las 72-48-24-12-8-6-4-2-0 h, kd la tasa de degradacion
dada en %/h, y e logaritmo natural

La degradabilidad efectiva (DE; g/kg) se calculé a partir de los pardmetros antes mencionados en la
ecuacién 1, con base en tasas de pasaje fraccionadas (kp) de 2, 5y 8 %/h segun la ecuacion 2.

DE=a+b (kd/(kd + kp)) (2)

Donde, DE es la degradabilidad efectiva, a representa el sustrato completamente degradable, b la
fraccién que se degrad¢, kd tasa de degradacion y kp las tasas de pasaje fraccionadas de 2, 5y 8 %/h.

La produccién de gas se determiné con un equipo ANKOM RF Gas Production System® (ANKOM
Technology), segin la metodologfa descrita por Sobalvarro-Mena et al. (2020), en el programa informdtico
del incubador ANKOM Gas Production System” (ANKOM Technology) en el LAPAYV. Para ello, se pesé
1 g de la muestra seca y molida, combinado con licor ruminal de animales fistulados con una dieta conocida
de pasto Cynodon nlemfuensis, en conjunto con soluciones amortiguadoras y minerales. Las muestras
fueron incubadas durante 48 h a 39+0,5 °C, en recipientes de vidrio con capacidad de 250 mL, con el
objetivo de cuantificar la produccién de gas acumulada. El volumen de gas producido se determiné con un
sistema inalambrico basado en principios barométricos, conformado por las unidades de botellas de vidrio
de 250 mL, equipadas cada una con un médulo sensor de presion, temperatura y valvulas electromecanicas
que controlan la salida de gas, el cual incluye un microchip y un emisor de sefial de radio receptada en una
computadora para registrar el volumen con intervalos de tiempo definidos, los datos se transmiten por
frecuencia de radio a una computadora con intervalos de 5 min, los datos en la computadora se registran y
se procesan en tiempo real, generandose graficos de produccién de gas y una base de datos que se exporta en
formato .xls para su andlisis posterior. La produccion de gas total se corrigié con la produccion de gas de la
inoculacién promedio de los blancos.

Los datos de presion acumulada medidos en psi, se transformaron a mL, con base en la ley de Avogadro
que indica que 1 psi equivale a 6,894757293 kPa, 1 mol ocupa 22,400 mL a 273,15 °K y 101,325 kPa en
condiciones ambientales estandar, segun la ecuacién 3.

n=p (V/RT) (3)

Donde, n es la produccién de gas en mol, p la presién en kPa, V el espacio ocupado por el gas, T la
temperatura en K y R la constante de gas: 8,314472 L/kPa/K/mol, la produccién de gas= n x 22400
(Sobalvarro-Mena et al., 2020).

A las 48 h de incubacidn, se procedié a la colecta del gas, la muestra se tomé de los recipientes de vidrio
con capacidad de 250 mL con un tubo de vacutainer con capacidad de 20 mL. Para la cuantificacién de la
concentracién de metano, se utilizé un cromatdgrafo de gases con detector de ionizacién de llama (GC-

FIT) Autosystem XL (PerkinElmer Inc) y una columna capilar O/V, de 60 cm de longitud y 0,32 mm de

didmetro interno. La lectura de CHy se realizé por medio de cromatogramas, se tomé en cuenta el tiempo
de retencién de un patrén de CHy, en el Laboratorio de Quimica de la Atmésfera (LAQAT-UNA).

Una vez finalizadas las 48 h de incubacién y posterior a la toma de la muestra para cuantificacién de
metano, se tomd una muestra de 3 mL del medio de cultivo, la cual fue trasvasada a tubos de ensayo para la
determinacion del contenido de nitrégeno amoniacal (NH3). Para lo cual, al contenido del tubo de ensayo
se agregaron cinco gotas de 4cido sulfurico concentrado para detener la actividad microbiana, después se
procedid a centrifugar a 3000 rpm durante 15 min para lograr la precipitacién del material sin digerir, una
vez separado el material sin digerir, se agregaron 150 pL de 4cido tricloroacético.



El contenido de NHj se cuantificé por medio de la técnica de Kjeldahl (AOAC, 1998). También, se

determind el pH al medio de cultivo una vez finalizado el proceso de incubacién de 48 h, con un medidor
de pH modelo ST3100 (O 'Haus), para esto se utilizé un potenciémetro con electrodo de hidrégeno.

Se realizé un andlisis de varianza para parcelas divididas segtin lo descrito por Kaps y Lamberson (2004)
con la ecuacién 4:

Y ijk = p + ai + Bik + 6j + (b) ij + eijk (4)

Donde, Yijk es la variable respuesta, p la media general, ai el efecto del i-ésimo nivel del factor densidad
de siembra (parcela), Bik el error de parcela, 6j el efecto del i-ésimo nivel del factor edad de rebrote
(subparcela), «8) ij el efecto de la interaccidn de la parcela por la subparcela y ¢ijk el error experimental.

La comprobacién del cumplimiento de los supuestos de normalidad se realizé mediante la prueba de
Shapiro-Wilk y homogeneidad de varianza segtin prueba de Levene. Las medias se contrastaron mediante
la prueba de Tukey. En todo momento se declard significancia cuando p<0,05, sin embargo, cuando
0,05<p<0,10, se declard tendencia del efecto en el tratamiento. Los datos se analizaron con el software

estadistico SAS versién 9.0 (SAS Institute Inc, 2009). Ademds, se realizaron andlisis de correlacién
mediante coeficientes de Pearson entre los indicadores de fermentacién ruminal y las variables de
composicién bromatoldgica, para establecer la relacién entre variables.

Resultados

Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05), provocadas por la interaccién
entre fertilizacién y edad de rebrote (pardmetro b, degradabilidad potencial a las 72 h y degradabilidad
efectiva del 2 y 5 %/h). El resto de las variables analizadas no mostraron una interaccién estadisticamente
significativa (p>0,05), sino influenciadas significativamente por la fertilizacidon y/o edad de rebrote. El
pardmetro kd, no mostré diferencias entre tratamientos por ninguno de los efectos analizados (Cuadro 2).

Cuadro 2
Pardmetros de la cinética de degradabilidad ruminal, potencial y efectiva de la materia seca a diferentes tasas de pasaje

del forraje de Tithonia diversifolia fertilizada con urea (Q) o lombricompost (L), sin fertilizacién (C) cosechados 30,
50 o 70 dias de rebrote. Finca Experimental Santa Lucia. Heredia, Costa Rica. 2020.

R a b kd DP72h DE2 DE DE
% % % /h (%) %/h 5%/h 8 %/h
C30 40,71 53,57a 5,38 92,84a 79,44a 68,18a 62,02
C50 37,47 48,07ab 4,26 83,21ab  70,11b 59,52b 54,13
C70 34,9 45,10b 3,82 77,06b 64,47c 54,41bc 49,46
L30 39,17 51,14ab 4,90 88,72a 75,43ab 64,45ab 58,58
L50 37,78 47,93ab 4,65 83,62ab  70,98b 60,61b 55,21
L70 34,77 45,63b 4,55 78,64b 66,43b 56,48bc 51,29
Q30 41,74 51,44ab 5,65 92,08a 79,55a 68,88a 62,93
Q50 36,92 44,37b 4,48 79,48b 67,53b 57,82b 52,79
Q70 31,63 33,07¢ 6,48 64,21c  56,62c  49,99c 46,16
Error estandar 0,817 1,186 0,002 1,739 1,448 1,234 1,12
p-valor fertilizacién 0,869 0,021 0,317 0,055 0,13 0,419 0,646
p-valor edad de rebrote 0,005 <,0001 0,279 <,0001 <,0001 <,0001 <,0001
Fertilizacion*edad de rebrote 0,696 0,002 0,159 0,008 0,013 0,029 0,057

Letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes (p<0,05, Tukey). a: fraccidn soluble;
b: fraccion potencialmente degradable; kd: tasa de degradacion de b; DP: degradabilidad potencial (a+b) a
72 h; DE: degradabilidad efectiva a tasas de pasaje ruminal (2, 5 y 8 %/h). / Different letters in the same
column are significantly different (p<0.05, Tukey). a: soluble fraction; b: potentially degradable fraction; kd:
degradation rate of b; DP: potential degradability (a+b) at 72 h; DE: effective degradability at ruminal passage
rates (2; 5 and 8 %/h).

Table 2. Parameters of the ruminal kinetics, potential, and effective degradability of dry matter at different rates of passage of Tithonia
diversifolia forage fertilized with urea (Q) or vermicompost (L), without fertilization (C) harvested 30, 50 or 70 days of regrowth. Finca
Experimental Santa Lucfa. Heredia, Costa Rica. 2020.
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Las medias de la fraccién soluble “a” presentaron diferencias significativas (p=0,0054) debidas a la edad
de rebrote (Cuadro 3). Los valores mds altos se obtuvieron a la edad de 30 dias (40,54 %), sin ser
estadisticamente diferente que el rebrote a 50 dias (37,39 %). La edad de rebrote de 70 dias mostré menor
contenido de esta fraccién (33,76 %).

Cuadro 3
Medias de los tratamientos para las variables de pH, nitrégeno amoniacal, produccién de gas y metano entérico in

vitro segun tipo de fertilizacién y edad de rebrote del forraje de T. diversifolia. Finca Experimental Santa Lucia.
Heredia, Costa Rica. 2020.

Fertilizacién p-valor Edad rebrote (dias) p-valor p-valor +EE

Control Organica Quimica 30 50 70 fertilizacion*
Parametro edad
pH 6,75 6,74 6,73 0,895 6,81a 6,75ab  6,66b 0,026 0,3473 0,021
NH, (mg NH,/L
fluido ruminal) 218,24b 234,71ab 275,88a 0,024 300a 218,29b 210,00b 0,001 0,0860 11,420
Produccidn de
gas (mL/g) 63.25 45,50 43,54 0,017 46,37 39,06 68,86 0,002 0,0452 3,583
CH, (mL/g MS) 8,47 8,23 3,42 0,381 8,67 5,97 4,55 0,556 0,9594 1,233

Letras diferentes en la misma fila son significativamente diferentes (p<0.05, Tukey). NH,: nitrogeno amoniacal. CH, (mL/g
MS): mililitros por gramo de materia seca de metano entérico; £EE: error estandar de las medias. / Different letters in the
same row are significantly different (p<0.05, Tukey). NH,: ammoniacal nitrogen. CH, (mL/g MS): milliliters per gram of dry
matter of enteric methane; +EE: standard error of the means.

Table 3. Means of the treatments for the variables of pH, ammoniacal nitrogen, gas production, and enteric methane in vitro according to
fertilization type, and age of regrowth of T diversifolia forage. Finca Experimental Santa Lucia. Heredia, Costa Rica. 2020.

La fraccién “b” potencialmente degradable presentd diferencias significativas entre los tratamientos
(p=0,0016), debidas a la interaccién entre el tipo de fertilizacién y la edad de rebrote. La media més alta se
encontré en C30 (53,57). El tratamiento con el valor de fraccién degradable més bajo fue el Q70 (33,07),
que se diferencié de los demds tratamientos evaluados (Cuadro 2).

La tasa de degradacién no presentd diferencias significativas (p>0,05) por el tipo de fertilizacién, por la
edad de rebrote, ni por la interaccién entre ambos factores.

La degradabilidad potencial de la MS a las 72 h también presenté diferencias significativas (p=0,0081)
por la interaccién entre el tipo de fertilizacién y la edad de rebrote. Las medias més altas se obtuvieron en
C30y Q30 (92,84 % y 92,08 %, respectivamente). Los valores mas bajos se observaron en Q70 (64,21 %), y
fue estadisticamente diferente a las medias obtenidas en los demds tratamientos.

La degradabilidad efectiva con una tasa de pasaje ruminal del 2 %/h y 5 %/h presentaron un efecto
significativo (p<0,05) de la interaccién entre el tipo de fertilizacién y la edad de rebrote, donde en los
valores de los tratamientos control y con fertilizacién quimica disminuyeron significativamente conforme
aument6 la edad de rebrote, mientras que en los tratamientos con fertilizacién orgénica los valores no
disminuyeron de manera significativa al aumentar la edad de rebrote del forraje. Las medias mas altas
obtenidas se encontraron en los tratamientos Q30 y C30.

La edad de rebrote presenté un efecto significativo (p=<,0001) sobre degradabilidad efectiva a una tasa
de pasaje ruminal del 8 %/h (Cuadro 2). Los valores més altos se obtuvieron a la edad de rebrote de 30 dias
(61,18 %), y fue diferente estadisticamente del tratamiento con edad de rebrote de 50 dias (50,04 %). La
media mds baja se presenté en los tratamientos con edad de 70 dias (48,97 %), valor inferior
estadisticamente a los obtenidos en las demds edades de rebrote evaluadas.

Los tratamientos evaluados presentaron una diferencia en la tasa de la degradabilidad partir de la hora
12, creandose tres grupos, el primero con una mayor tasa de degradacién de la materia seca con los
tratamientos con edad de rebrote de 30 dias y los tratamientos C50 y L50, los cuales alcanzaron
degradabilidades potenciales iguales o superiores al 80 % a partir de la hora 48 y fueron superiores al 90 %
en C30y Q30.

Un segundo grupo lo integraron los tratamientos Q50, C70 y L70, los cuales alcanzaron una
degradabilidad potencial superior al 70 %. El tltimo grupo estuvo compuesto por Q70, el cual desde la



hora 24 presenté una menor degradabilidad potencial que los demds tratamientos (DP a las 72 horas del 64
%).

Los valores del pH a las 48 h presentaron diferencias significativas (p=0,0260) provocadas por efecto de
la edad de rebrote, los mayores promedios se obtuvieron en los forrajes a 30 dias de rebrote, valores
estadisticamente diferentes a los de la edad de 70 dias (Cuadro 3). El tipo de fertilizante utilizado no
modificé de manera significativa los valores del pH en el licor ruminal.

Los contenidos de NH3 mostraron diferencias significativas debido al tipo de fertilizacién (p=0,0238) y
a la edad de rebrote (p=0,0001). Para el tipo de fertilizacién los contenidos més altos se encontraron en el
forraje que se fertilizé con lombricompost y urea, sin ser diferentes entre ellos, mientras que el tratamiento
con fertilizacién quimica fue significativamente mayor al promedio obtenido en el tratamiento control.

En cuanto a la edad de rebrote, el promedio més alto de NHj3 se encontré en las plantas con 30 dias, y
fue significativamente diferente a los valores obtenidos en las otras dos edades de rebrote (50 y 70 dias),
entre las cuales no hubieron diferencias.

Para la produccién de gas se detecté un efecto significativo (p=0,0452) de la interaccién entre el tipo de
fertilizacion y las edades de rebrote. La produccidn de gas mds alta se encontré en C30 (79,59 mL/g de
MS), mientras que la menor produccién se obtuvo del Q30 (28,38 mL/g de MS) (Figura 1).

a0 +

5}
<o

Produccion de gas (mL/g)
B
[4)

23
0
C30 C50 C70 L30 L50 L70 Q30 Q50 Q70
Tratamientos
Figura 1

Produccién de gas in vitro del follaje de T. diversifolia segtin tipo de fertilizacién y edad de rebrote. Finca

Experimental Santa Lucia, Costa Rica. 2020.

Figure 1. In vitro gas production of T. diversifolia foliage according to fertilization type and regrowth age. Finca Experimental
Santa Lucia. Heredia, Costa Rica. 2020.

Se pudo determinar que con la fertilizacién nitrogenada quimica se presenté un incremento en la
produccién de gas al aumentar la edad de rebrote, que fue significativo entre las edades de 50 y 70 dias. En
el caso de los tratamientos control y fertilizacién organica el comportamiento de la produccién de gas no
presentd un crecimiento significativo al aumentar la edad de rebrote.

Las medias de produccién de CHy4 no presentaron diferencias significativas (p>0,05) en ninguna de las
variables evaluadas (fertilizacidn, edad y la interaccidn entre ambas), por lo que ni el tipo de fertilizante ni
la edad de cosecha modificaron la producciéon de CHy entérico in vitro del forraje T. diversifolia en el

presente estudio.

Discusion
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Las medias obtenidas en las edades de 30 y 50 dias fueron superiores a las reportadas por Arronis y
Abarca (2016), quienes obtuvieron porcentajes para la fraccién “a” de 30,40, 25,50 y 29, con edades de
rebrote de 40, 50 y 60 dias, respectivamente, para planta entera de 7. diversifolia ecotipo INTA-Quepos,
sin fertilizacién. También fueron superiores a las reportadas por Valenciaga et al. (2018) al evaluar la
cinética de degradaciéon ruminal de distintos materiales vegetales de 7. diversifolia a los 60 dias de edad de
rebrote.

Los resultados obtenidos en los estudios antes mencionados fueron similares a los encontrados en esta
investigacion a los 70 dias. La disminucién de la fraccién “a” ocurrida de la edad de 70 dias con respecto a
las edades de 30 y 50 dias de rebrote, fue similar al detectado por Arronis y Abarca (2016), quienes
observaron que la fraccién soluble disminuyé al aumentar la edad de rebrote.

En los tratamientos control al pasar de 30 a 70 dias la fraccién “b” bajé un 15,80 %, en los tratamientos
con fertilizacién quimica (Q30, Q50 y Q70), la fraccién “b” disminuyé en un 35,70 %, mientras que en los
tratamientos donde se utilizé fertilizacién orgdnica no se encontraron diferencias significativas al aumentar
la edad de rebrote.

La disminucién de la fraccién “b” en los tratamientos control y fertilizacién quimica, podria estar
influenciada por la relacién hoja/tallo, la cual fue menor en los tratamientos donde se utilizé fertilizacion
quimica con edades de cosecha mas avanzadas, dicho comportamiento fue similar al obtenido en la
investigacion de Botero Londono et al. (2019), donde al aplicar niveles superiores a 200 kg/ha/afio de N,
las plantas presentaron una mayor produccién de tallos, hubo un efecto sobre la composicién quimica de la
planta, aumenté los contenidos de pared celular, disminuyeron los porcentajes de PC y CNF (Cuadro 1),
la cual a su vez generé un efecto directo sobre la degradabilidad de la MS del forraje de las plantas de 7.
diversifolia.

La mayor tasa de degradabilidad obtenida puede estar relacionada a los bajos contenidos de pared celular
encontrados en los tratamientos evaluados (Cuadro 1), lo cual tuvo un efecto sobre una menor retencién
de la MS en el rumen, por lo tanto, se incrementé el consumo de materia seca (Razz et al., 2004). Los
resultados son similares a los obtenidos por Valenciaga et al. (2018), quienes evaluaron distintos materiales
vegetales de T diversifolia en Cuba, y obtuvieron valores de la tasa de degradacion variables desde 0,05 a
0,08.

En los tratamientos control y con fertilizacién orginica, la degradabilidad potencial de la MS solo
presentd diferencias significativas entre las edades de 30 y 70 dias, en los tratamientos con fertilizacién
quimica si se observaron diferencias significativas entre todas las edades de rebrote evaluadas, esto pudo
deberse a menores relaciones hoja/tallo en los tratamientos con edades de cosecha mas avanzadas, con un
efecto mds marcado en los tratamientos donde se utilizé fertilizacién quimica, lo cual gener6 un impacto
directo en la composicién bromatolégica del forraje (Cuadro 1) y sobre la degradabilidad potencial de los
tratamientos evaluados.

Los resultados obtenidos para la degradabilidad potencial fueron consistentes con los reportados por
Meza-Bone et al. (2021), ya que en ambas investigaciones se generd una disminucién de la degradabilidad
potencial en el forraje de 7. diversifolia al aumentar la edad de rebrote. Se evidencié que la relacién hoja/
tallo de este forraje estuvo relacionada con la edad de rebrote, debido a que los tratamientos cosechados a
edades tempranas tendieron a tener mayores porcentajes de PC y bajos contenidos de FDN y FDA
(Cuadro 1).

Los resultados de degradabilidad ruminal de la 7. diversifolia pudieron estar relacionados con su
composicion quimica (altos porcentajes de PC y bajos valores de carbohidratos estructurales), lo que
podria propiciar una mayor disponibilidad de compuestos como amoniaco, aminoécidos, péptidos y acidos
grasos de cadena corta ramificados, lo que genera una sincronizacién de nitrégeno y energia para los
microorganismos del rumen (Valenciaga et al., 2018).

Los valores obtenidos para la degradabilidad efectiva con una tasa de pasaje ruminal del 2 %/h y 5 %/h,
fueron similares a los reportados por La O et al. (2012), quienes reportaron valores de 77,14 % con una tasa
de pasaje del 2 %/h y de 65,83 % a la tasa de pasaje de 5 %/h al evaluar la DIVMS de diferentes ecotipos de

T. diversifolia. Los datos de ambas investigaciones estan en el rango de valores para plantas tropicales.



El comportamiento de la cinética de degradabilidad ruminal in situ observado pudo estar relacionado
con la composicién bromatolégica de la planta (altos contenidos de PC, bajos contenidos de FDN, FDA y
de CNF), asi como del tipo y cantidad de compuestos fenélicos que pueden favorecer la degradabilidad
ruminal de los nutrientes. Los resultados son comparables a los obtenidos por otros autores (La O et al.,
2012; Ruiz et al,, 2016; Valenciaga et al.,, 2018) y concuerdan con el observado en estudios con otras
plantas forrajeras no leguminosas que constituyen excelentes fuentes suplementarias para rumiantes en
condiciones tropicales (Valenciaga et al., 2018).

La degradabilidad ruminal de los materiales vegetales evaluados pudo estar relacionada con su
composicion quimica (altos contenidos de PC y bajos valores en carbohidratos estructurales, Cuadro 1). La
degradabilidad efectiva encontrada en todos los tratamientos evaluados contrasta con lo que sucede con la
gran mayoria de las gramineas tropicales que no alcanzan valores de degradabilidad efectiva de la MS
superiores al 40 % (Ascencio-Rojas et al., 2018). Esto demuestra la calidad de esta especie para su
utilizacién en la alimentacién animal (La O et al., 2012).

Los valores de pH obtenidos en la presente investigacién se encontraron entre 6,66 y 6,81, fueron
superiores a los encontrados en la investigacion de Avila-Serrano et al. (2020), quienes reportaron valores
entre 6,21 y 6,40 al determinar el pH del licor ruminal in vitro en distintas mezclas de forrajes tropicales.
Pero, similares a los obtenidos por Prieto-Manrique et al. (2016) que determinaron valores de entre 6,82 y
6,91, para los parametros de fermentacién ruminal in vitro en forrajes de silvopasturas intensivas con
Leucaena leucocephala. También, son similares a los obtenidos por Galindo-Blanco et al. (2018) y Jamarun
et al. (2019), donde se determinaron valores de pH del licor ruminal con el empleo del forraje de T.
diversifolia, de 6,78 en ambas investigaciones.

Los valores de pH a la edad de rebrote de 30 dias (6,81) se pueden atribuir a mayores concentraciones de
amoniaco ruminal, las elevadas concentraciones de NH3 reportadas en esta investigacién o a una mayor
fermentacién de fibra del forraje (Galindo-Blanco et al.,, 2018). Esto debido a los elevados porcentajes en
PC del forraje de T. diversifoliaala edad de 30 dias (Cuadro 1).

Los resultados de NH3 determinados en los tratamientos van desde 210 hasta los 300 mg NH3/L de
fluido ruminal. En Costa Rica los valores 6ptimos de NHj3 en el rumen varian entre 150 y 200 mg/L de
NH3, debido a los altos contenidos de FDN y bajos porcentajes de PC presentes en las pasturas tropicales,
y a que concentraciones superiores de 250 mg/L de NHj3 podrian predisponer a intoxicacién en los
animales (Alvarez-Brito, 2017).

Los datos de NH3 de los tratamientos control, con fertilizacién orgdnica y a edades de rebrote 50 y 70
dfas, fueron similares a los obtenidos por Jamarun et al. (2019). Con fertilizacién quimica y 30 dias de
rebrote fueron superiores a los reportados por Jamarun et al. (2019) y a los reportados por Alvarez-Brito et
al. (2020) al evaluar el efecto del guineo cuadrado (Musa ABB) en ensilajes con leguminosas, debido a que
el guineo cuadrado se sincroniza con el amonio de las leguminosas, baja el NH3 en el licor ruminal. Debido
aello, seria recomendable que exista una fuente energética complementaria a la 7. diversifolia para asegurar
un adecuado aprovechamiento del nitrégeno en rumen. Las mayores concentraciones de NH3 en el licor
ruminal en los tratamientos con edad de cosecha de 30 dias y con fertilizacién quimica, pueden estar
relacionados con los contenidos de PC encontrados (Cuadro 1).

Se detectéd que la edad de rebrote posee mayor impacto en la interaccién con respecto al tipo de
fertilizante utilizado. Diversas investigaciones han demostrado que el forraje de T. diversifolia contiene
niveles moderados de metabolitos secundarios como los fenoles y taninos totales (1,10 y 0,60 % MS),
respectivamente (Rodriguez et al., 2019; Verdecia et al., 2018). En el estudio de Olfaz et al. (2018) se
demostrd que factores antinutricionales como los taninos redujeron la produccién de gas in vitro, dicho
efecto podria explicar la similitud entre las producciones de gas encontradas en el presente estudio con las
reportadas en estudios como el de Olfaz et al. (2018).

En cuanto a la edad de rebrote, bajos contenidos de fibra generan menores producciones de gas Mejia-
Diaz et al. (2017), por lo que el incremento en la produccién de gas en los tratamientos con fertilizacién
quimica al aumentar la edad de rebrote, se explica por el crecimiento de las plantas con este tipo de
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fertilizacion, donde a la edad de rebrote de 70 dias se presenté un desarrollo superior (mayor elongacién de
los tallos), donde la relacién hoja/tallo fue muy baja comparada con los demds tratamientos evaluados, este
comportamiento modificé de manera significativa los pardmetros de la pared celular del forraje (Cuadro 1)
e impactd la produccién de gas (Cuadro 3).

Los valores de CH4 obtenidos en el presente estudio fueron inferiores a los reportados por Cardona-
Iglesias et al. (2021) y Pérez-Can (2019) al evaluar el forraje de 7. diversifolia, las diferencias pudieron
deberse a la variedad evaluada, las condiciones agrocliméticas y las edades de rebrote en las que se coseché el
forraje, en el caso del trabajo de Cardona-Iglesias et al. (2021) el forraje de 7. diversifolia contaba con una
edad de rebrote de 70 dias, en el estudio de Pérez-Can (2019) no se especifica la edad de rebrote de los
forrajes utilizados. Los resultados fueron similares a los obtenidos en el trabajo de Alvarez-Brito et al.
(2020) con leguminosas arbustivas en Costa Rica.

Los contenidos de CHy4 presentes en todos los tratamientos evaluados, pueden estar relacionados con la
presencia de taninos en la planta de 7. diversifolia (Mejia-Diaz et al., 2017), debido a que existe una
relacién inversa entre el contenido de metabolitos secundarios como los taninos en los forrajes, con la
produccién de CH4 (Meale et al., 2012), donde los metabolitos secundarios de estas plantas ejercen efectos
defaunantes, al reducir la poblacién de protozoos del rumen.

Los contenidos de lignina presentes en el forraje de los tratamientos evaluados (Cuadro 1) pudieron
tener un efecto sobre la emisién de CHy entérico, debido a que alimentos ricos en fibras lignificadas
producen menores volumenes de CHy, debido al acceso limitado de los microorganismos del rumen al
sustrato (Aprdez-Guerrero et al., 2016). Ademds, Lépez-Herrera et al. (2021) indicaron que al disminuir la
digestibilidad de FDN (aumento de lignina) por mayor edad de rebrote, se reduce la cantidad de CHy,
debido a una menor cantidad de materia organica (principalmente fibra) fermentdndose en el rumen. Esto
es de importancia, ya que la digestibilidad de la fibra tiene mayor impacto en la produccién, comparada con
la digestibilidad de cualquier otro nutrimento (Combs, 2014).

Conclusiones

La edad de cosecha y el tipo de fertilizacién influyeron de manera significativa sobre los indicadores de
fermentacién en el rumen, tanto in situ, como in vitro, del forraje de T. diversifolia, donde a mayor edad de
rebrote en los tratamientos con fertilizacién quimica los parametros de degradabilidad in situ de la materia
seca fueron estadisticamente inferiores a los demds tratamientos evaluados.

Los resultados obtenidos permiten considerar este recurso forrajero como un complemento de las
gramineas de pastoreo en el trépico, por su alta degradabilidad de la MS, baja produccién de gas y metano
entérico in vitro. Este puede repercutir de manera positiva tanto a nivel productivo como ambiental en los
sistemas ganaderos del trépico. Sin embargo, debe considerarse su manejo agronémico a la hora de realizar
los balances nutricionales, ya que estas practicas no solo pueden cambiar el aporte de nutrientes del forraje,
sino que también pueden variar la dindmica del forraje en el rumen.

Se recomiendan estudios mds prolongados que permitan evidenciar el efecto del uso del lombricompost
(fertilizante organico) sobre los pardmetros ruminales in situ ¢ in vitro del forraje de la plata T. diversifolia.
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