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Degradacion Ruminal de Dietas a Base de Biomasa Pos-cosecha
de Amaranthus cruentus: Efecto sobre los Protozoos del Rumen
y Produccion de Gas in vitro

RUMEN DEGRADATION OF DIETS BASED ON POST-HARVEST B1OoMASS OF Amaranthus
cruentus: EFFECT ON RUMEN PROTOZOA AND in vitro GAS PRODUCTION

M. Barros-Rodriguez'?, J. Oiia-Rodriguez', R. Mera-Andrade!, J. Artieda-Rojas!, S.
Curay-Quispe!, D. Avilés-Esquivel!, J. Solorio-Sanchez?, C. Guishca-Cunuhay!

RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la cinética de degradacion ruminal de
los nutrientes in situ, asi como la digestibilidad aparente de los nutrientes, poblacion de
protozoarios del rumen y produccion de gas in vitro de dietas a base de biomasa pos-
cosecha de Amaranthus cruentus. La biomasa pos-cosecha del 4. cruentus con el forraje
de Pennisetum clandestinum se mezcl6 en base seca de acuerdo a los siguientes trata-
mientos: T1: 100% A. cruentus, T2: 100% P. clandestinum, T3: 75% P. clandestinum +
25% A. cruentus, T4: 50% P. clandestinum + 50% A. cruentus, bajo un diseflo completa-
mente aleatorizado. Los parametros de degradacién ruminal muestran diferencias entre
tratamientos (p<0.05), obteniendo la mayor degradacion efectiva de la materia seca (MS),
proteina cruda (PC) y fibra detergente neutro (FDN) en T1 (423.4,404.1 y 354.5 glkg M,
respectivamente). La digestibilidad in vitro de la MS, materia organica (MO) y PC fue
mayor (p<0.05)en T1 (60, 68 y 59%, respectivamente) y T4 (53, 61 y 51%, respectivamen-
te). La menor produccion de gas in vitro fue para T1, con una diferencia aproximada de
91 ml/0.5 g MS fermentable con respecto a los demas tratamientos (p=0.0001). La menor
(p=0.0026) poblacion de protozoarios Holotricos y Entodiniomorfos se observo en T1 (0
y 1.80 log,, respectivamente). Se concluye que la biomasa pos-cosecha de 4. cruentus al
incorporarlo a la dieta de los rumiantes puede incrementar la degradacion y digestibilidad
de los nutrientes y reducir la produccion de gases de efecto invernadero y las poblacio-
nes de protozoarios del rumen.

Palabras clave: Amaranthus cruentus; protozoarios; degradacion ruminal; produccion
de gas in vitro
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Degradacion ruminal y produccion de gas in vitro del rastrojo de A. cruentus

The aim of this research was to evaluate the in situ rumen degradation kinetics of
nutrients, as well as the apparent digestibility of nutrients, population of rumen protozoa,
and in vitro gas production of based diets from post-harvest biomass of Amaranthus
cruentus. Post-harvest biomass of A. cruentus with Pennisetum clandestinum forage
was mixed in dry basis according to four treatments: T1: 100% A. cruentus, T2: 100% P.
clandestinum, T3: 75% P. clandestinum + 25% A. cruentus, T4: 50% P. clandestinum +
50% A. cruentus, under a completely randomized design. The ruminal degradation
parameters showed differences between treatments (p<0.05) obtaining the highest effective
degradation of dry matter (DM), crude protein (CP) and neutral detergent fibre (NDF) in
T1(423.4,404.1 and 354.5 g/kg, respectively). The in vitro digestibility of DM, organic
matter (OM) and CP was higher (p<0.05) in T1 (60, 68 and 59% respectively) and T4 (53,
61 and 51% respectively). The lowest in vitro gas production was for T1, with a difference
of approximately 91 ml/0.5 mg fermented DM with respect to the other treatments
(p=0.0001). The lowest (p=0.0026) population of protozoa Holotrichs and Entodinomorphs
was observed in T1 (0 and 1.80 log,, respectively). It is concluded that the post-harvest
biomass of 4. cruentus when incorporated into the diet of ruminants, can increase the
degradation and digestibility of nutrients, and reduce the production of greenhouse
gases and populations of protozoa of the rumen.

Key words: Amaranthus cruentus; protozoa; rumen degradation; in vitro gas production

INTRODUCCION

El desempefio productivo de los rumian-
tes esta en funcion del valor nutricional de la
dieta que consumen. Asimismo, la dieta es el
factor mas determinante sobre el tipo y las
proporciones de poblaciones microbianas del
rumen, asi como su capacidad para degradar
carbohidratos estructurales como la celulo-
sa, hemicelulosa y compuestos toxicos, por
lo que determina el perfil de fermentacidén
ruminal (Tan et al., 2011). En sistemas de
produccion en condiciones de los paramos del
Ecuador, la principal fuente de alimentacion
la constituyen pastos y forrajes de calidad
nutritiva deficiente (Manotoa, 2016), lo que
puede ocasionar pérdidas de energia en for-
ma de gases efecto invernadero (CO,, CH,)
del 8 al 12%, debido a los altos niveles relati-
vos de fibra y lignina presentes en la dieta
(Kurihara et al., 1999).
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Una alternativa para mejorar el rendi-
miento productivo en los rumiantes a través
de la alimentacion es el aprovechamiento de
la biomasa pos-cosecha de los cultivos agri-
colas del altiplano andino del Ecuador, ya que
se producen altas cantidades de chocho cho-
cho (Lupinus mutabilis), avena, (Avena
sativa), quinoa (Chenopodium quinoa),
amaranto (Amaranthus cruentus), etc. La
incorporacion de estas especies, ricas en
nutrientes y compuestos secundarios, en la
dieta de los rumiantes, se presenta como una
alternativa en los paramos del pais, con el fin
de formular estrategias de manipulacion de
la fermentacion ruminal, orientadas a mejo-
rar la eficiencia en el rendimiento de los ani-
males y reducir los gases de efecto inverna-
dero (Abdulrazak et al., 2000). Del cultivo
de amaranto se aprovecha la inflorescencia
(panoja) para el consumo humano, quedando
como residuo la planta con hojas, tallos y pe-
quefias panojas, donde los tallos y hojas po-
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seen niveles de proteina cruda (PC)de 9.5y
24.8%, respectivamente (Garcia-Pereyra et
al., 2009).

El amaranto es un forraje rico en pro-
teina, lo que propicia mayor disponibilidad de
compuestos como amoniaco, aminoacidos y
péptidos, asi como acidos grasos de cadena
corta ramificados, que se producen como re-
sultado de la degradacion de las proteinas
(Tan et al., 2011). Estas sustancias favore-
cen la degradacion de la fibra, actuando como
activadores del crecimiento de bacterias
ruminales, especialmente las celuloliticas y
proteoliticas (Hoover y Stokes, 1991). El
amaranto tiene, ademas, compuestos secun-
darios como los taninos (hidrolizables y con-
densados), que forman complejos con las pro-
teinas proporcionando mayor proteina de so-
brepaso hacia las partes bajas del tracto
gastrointestinal, asi como una posible accion
directa de los compuestos secundarios
(taninos, saponinas, acidos organicos) que
pueden reducir la actividad o poblacion de
metandgenos y protozoarios en el rumen
(Tavendale et al., 2005), lo cual reduciria las
emisiones de metano (Waghorn y Woodward,
2006).

Con base en estos antecedentes, el ob-
jetivo de esta investigacion fue evaluar la
cinética de la degradacion ruminal de los
nutrientes, digestibilidad aparente de los
nutrientes, poblacion de protozoarios del
rumen, y produccion de gas in vitro de die-
tas a base de biomasa pos-cosecha de
Amaranthus cruentus.

MATERIALES Y METODOS

Localizacion

El estudio se realiz6 en la Facultad de
Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Técnica de Ambato, ubicada en el cantén
Cevallos, provincia de Tungurahua, Ecuador,
a una altitud de 2890 m.
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Muestras Vegetales y Tratamientos

Se trabajo con un cultivo de amaranto
(4. cruentus) sembrada como fuente de gra-
no para el consumo humano y una pastura de
kikuyo (Pennisetum clandestinum).

La biomasa (planta) pos-cosecha de A.
cruentus se cortd a 5 cm del suelo, inmedia-
tamente después a la cosecha de la panoja (5
meses). Se colectd 30 kg de materia fresca
que fue deshidratada exponiéndola al sol y
procesada en un molino de martillo
(CREMASCO DP2, Brasil) a un tamafio de
particula de 2 mm. En forma similar, 30 kg de
materia fresca de pasto fue cortado a una
edad de 35 dias y el proceso de secamiento
fue similar al de 4. cruentus.

Los forrajes molidos se incorporaron en
unaracion integral, de acuerdo a cuatro com-
binaciones (Cuadro 1).

La materia seca (MS) (# 7.007) y ceni-
za (# 7.009) se determinaron segiin la AOAC
(1990). La fibra detergente neutro (FDA) y
fibra detergente acida (FDN) se determina-
ron mediante el método 12 y 13 respectiva-
mente, ANKOM?%0 analizador de fibra
(ANKOM Technology, Macedon, NY,
EEUU). La PC se determino por analisis ele-
mental (N) utilizando un LECO CHN 628
(LECO Corporation).

Animales

Se utilizaron seis toros con peso de 412.3
+ 35.2 kg, provistos de una canula ruminal
(cuatro pulgadas de diametro interno, Bar
Diamond, Parma, Idaho, EEUU). Los ani-
males se alojaron en corrales individuales y
fueron alimentados con una dieta a base de
Medicago sativa y P. clandestinum y se les
proporcioné agua ad libitum.

Degradacion Ruminal in situ

Se evalud mediante la técnica de la bol-
sa de nylon en el rumen descrita por Grskov

Rev Inv Vet Pert 2017; 28(4): 812-821
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Cuadro 1. Inclusion de niveles de rastrojo de Amaranthus cruentus y composicion quimica

de las dietas experimentales (g/’kg MS)

Tratamientos
Forrajes
T1 T2 T3 T4
P. clandestinum 1000 750 500
A. cruentus 1000 250 500
Total 1000 1000 1000 1000
Composicion quimica (%)
Materia seca 85.23 84.86 86.02 85.89
Materia organica 90.78 89.44 90.12 90.55
Proteina cruda 14.41 6.96 8.86 11.32
Fibra detergente neutro 58.30 66.52 66.04 61.84
Fibra detergente acida 20.87 29.64 29.35 27.35
Cenizas 9.22 10.56 9.88 9.45

et al. (1980). En cada animal se colocaron -
dos bolsas conteniendo 5 g MS de cada tra-
tamiento y se incubaron por 0,4, 8, 12, 24, 36,
48, 72 y 96 h. Al término de los periodos de
incubacion, las bolsas fueron removidas, la-
vadas con agua corriente y secadas a 60 °C.
Las bolsas empleadas para medir la pérdida
por lavado (0 h) no se incubaron en el rumen
y solo se lavaron con agua corriente. Los re-
siduos se almacenaron en bolsas de polietileno
a -4 °C.

La desaparicion de los nutrientes fue
calculada como una proporcion del material
incubado y residual. Los datos se ajustaron a
la ecuacion: Y=a+b (1 - e-*) y la degrada-
cion efectiva se ajusté mediante la ecuacion
DE = a + [(b*c)/(c + k)] considerando una
tasa de pasaje de 5% (Drskov y McDonald,
1979).

Digestibilidad Aparente, Poblacion de
Protozoarios Ruminales y Produccion de
Gas

Estas pruebas se realizaron in vitro.

Para esto, se obtuvo el contenido del rumen-
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(liquido y fracciones solidas) por separado de
cada toro canulado. El contenido ruminal
(1000 ml) se recolecto antes de proporcionar
el alimento y se mantuvo a 39 °C en un reci-
piente de plastico sellado durante el trans-
porte al laboratorio.

El analisis en el laboratorio se hizo den-
tro de la hora de la recoleccion en un medio
rico en nitrogeno segin Menke y Steingass
(1988). La produccion de gas se determino
seglin la metodologia descrita por Theodorou
etal. (1994). En breve, 0.5 g de MS de cada
tratamiento se coloco en botellas de vidrio de
100 ml de capacidad nominal, se anadi6 60
ml de indculo ruminal (70:30 medio/indculo
ruminal) bajo un flujo de CO, constante. Las
botellas se sellaron y se incubaron a 3940 °C.
La presion de gas y el volumen se midieron
manualmente alas 3, 6,9, 12, 18, 24,36 y48
h después de la incubacion con un transductor
de presion DELTA OHM modelo DO 9704
(Delta OHM, Padova, Italia) y jeringas plas-
ticas. Para cada tratamiento se utilizaron seis
botellas (repeticiones) por cada tiempo de
incubacion y cuatro botellas adicionales como
blanco.
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Al final de la incubacion, la digestibilidad
in vitro (MS fermentable, materia organica
[MO] y PC) se estim6 mediante el filtrado
de los residuos y se corregio con la MS y la
PC residual de los frascos utilizados como
blancos. Se estimo la produccion total de gas
por 0.5 g MS fermentable, asi como la
digestibilidad aparente de MS, MO y PC.

Se utilizaron seis botellas adicionales por
tiempo de incubacion (0, 24, 36 y 48 h) para
determinar la poblacion de protozoarios del
rumen antes y después de exponerlos a las
dietas integrales. Al término de cada periodo
de incubacion se retiro de cada botella 1 ml.
Los protozoarios se conservaron con una gota
de formol y se mantuvo a 4 °C hasta cuantifi-
carlos utilizando un microscopio optico (x40)
y una camara Fucsh-Rosenthal. Los
protozoarios se tifieron con una solucion de
verde de metilo formamida segin la metodo-
logia descrita por Ogimoto y Imai (1981).

Diseiio Experimental y Analisis Estadis-
tico

Se utiliz6 un disefio completamente al
azar con 4 tratamientos y 6 repeticiones. Los
resultados se sometieron a un analisis de
varianza mediante el PROC GLM del SAS
(SAS, 2002). Las medias se evaluaron usan-
do la prueba de Tukey, a excepcion de la
cinética de degradacion ruminal in situ de
los nutrientes, la cual se analiz6 con el pro-
grama Graphpad Prism 6 (San Diego,
EEUU).

RESULTADOS

Los parametros de la cinética de degra-
dacion ruminal de los nutrientes muestran di-
ferencias (p=0.0001) entre tratamientos, sien-
do T1 el tratamiento que obtuvo la mayor
degradacion de MS, PC y FDN (solo 4.
cruentus), tanto para la fraccion soluble (a),
la fraccion insoluble pero potencialmente
degradable (b), la tasa de degradacion en
porcentaje por hora (c) y la degradacion efec-
tiva (DE) (Cuadro 2).
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La digestibilidad in vitro de la MS, MO
y PC mostr6 diferencias significativas
(p<0.05) entre tratamientos. La mayor
digestibilidad fue para los tratamientos T1: solo
A. cruentus (60, 68 y 59%, respectivamen-
te) y T4: 50:50 A. cruentus y P. clandestinum
(53, 61 y 51%, respectivamente) (Cuadro 3).
Lamenor produccion de gas in vitro fue para
T1, con una diferencia de 91 ml/0.5 g MSF
con respecto a los tratamientos de mayor pro-
duccion de gas (T2 y T3) (Cuadro 3;
p=0.0001).

La poblacion de protozoarios Holotricos
en T1 a las 24 de incubacion in vitro fue
menor que en los demas tratamientos
(p=0.0081). En el caso de los protozoarios
Entodiniomorfos no se observaron diferen-
cias numéricas entre tratamientos (Cuadro
4;1p=0.0596). Sin embargo, a partir de las 36
h se redujo a cero el nimero de Holotricos
en los tratamientos T1, T3 y T4, y menor ni-
mero de Entodiniomorfos en T1 con respec-
to a los demas tratamientos (Cuadro 4;
p<0.05).

DiscusioN

La mayor degradacion ruminal y tasa
de degradacion en porcentaje por hora (c) de
los nutrientes en el T1 y T4 (Cuadro 2), fue
debido al menor contenido de carbohidratos
estructurales que tiene la biomasa pos cose-
cha de 4. cruentus (Cuadro 1). El menor
contenido de carbohidratos propicia mayor
acceso a los microrganismos ruminales y fa-
cilita su degradacion (Salem et al., 2011; Peng
et al., 2014). Por otro lado, la pared celular
en T2 y T3 presenta mayor lignificacion y,
por ende, dificulta la acciéon de los
microorganismos. Esto se observa claramente
en este estudio, donde al incorporar A.
cruentus en la racion aumenta la degrada-
cion efectiva de la fibra y proteina (Cuadro
2); resultados que coinciden con los reporta-
dos por Torres et al. (2013) y por Barros-
Rodriguez et al. (2015).

Rev Inv Vet Pert 2017; 28(4): 812-821
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Cuadro 2. Cinética de degradacion ruminal in situ de los nutrientes de dietas a base de
rastrojo de Amaranthus cruentus (g/kgMS)

Tratamientos
- s o~ 4 EEM Valor P

Degradacion de la MS

Ty 2249 228.4 219.9 221.6

a 200.9* 189.2° 190.1° 193.8° 8.34 0.0001

b 428.8" 360.6° 372.9° 376.1° 10.32 0.0001

c 0.054* 0.02° 0.018° 0.028° 0.0045 0.0001

DE 423.5% 292.2° 288.8° 328.8° 11.06 0.0001
Degradacion de la PC

Ty 182.3 180.1 172.7 179.5

a 197.4* 177.5¢ 179.2% 182.9° 5.23 0.0021

b 376.2¢ 300.3° 312.6° 319.8° 8.54 0.0001

c 0.061* 0.023° 0.02° 0.023° 0.0078  0.0001

DE 404.1* 272.1° 268.5° 283.7° 7.43 0.0001
Degradacion de la FDN

Ty 162.3 159.0 161.7 170.2

a 202.4* 168.4° 169.3° 171.7° 10.54 0.0001

b 310.6" 279.8° 287.2° 289.0° 7.65 0.0001

c 0.048" 0.02° 0.021° 0.023° 0.0081 0.0023

DE 354.5° 248.3¢ 254.2% 262.8° 9.76 0.0001

abc Medias con letras distintas entre filas difieren significativamente (p<0.05)
To: tiempo cero (muestras lavadas en laboratorio); a: fraccién soluble; b: fraccidn insoluble pero
potencialmente degradable; c: tasa de degradacién en % por hora; DE: degradacidn efectiva;

EEM: error estandar de la media

T1: rastrojo de amaranto; T2: forraje de P. clandestinum; T3: P. clandestinum 75% + rastrojo de A.
cruentus 25% ; T4: P. clandestinum 50% + rastrojo de A. cruentus 50%

La mayor digestibilidad in vitro de los
nutrientes en T1 y T4 fue debido al menor
contenido de FDN y mayor PC que aporta
A. cruentus alaracion (Cuadro 1), ya que la
degradacion de las proteinas da como resul-
tado péptidos, NH,, aminoacidos y acidos
grasos de cadena corta ramificados; com-
puestos que pueden mejorar las funciones del
rumen. Esto estimula el crecimiento
microbiano del rumen en general y,
especificamente, de las bacterias celuloliticas
y proteoliticas, trayendo como consecuencia
una mayor digestion de los nutrientes (Hoover
y Stokes, 1991); aspecto parcialmente obser-
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vado en esta investigacion (Cuadro 3). Estos
resultados concuerdan con los reportados por
Barros-Rodriguez et al. (2014).

La menor produccion de gas in vitro en
T1 y T4 (Cuadro 2), consistente con los re-
sultados de Chai et al. (2004) fue debido po-
siblemente a: a) el bajo contenido de FDN en
las raciones con biomasa poscosecha de 4.
cruentus; b) una mejor utilizacion del nitro-
geno y mayor sintesis de proteina microbial
(Blummel et al., 1997; Elghandour et al.,
2017); y c) unareduccion de las poblaciones
de protozoarios (Cuadro 4) y posible dismi-
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Cuadro 3. Digestibilidad in vitro (DIV) de los nutrientes (Materia seca [MS], materia organica
[MO] y proteina cruda [PC]) y produccion de gas in vitro de dietas a base de
rastrojo de amaranto

Tratamientos
EEM Valor P
Tl T2 T3 T4
DIVMS g/kg 600.4* 500.9° 442 .8¢ 531.3% 27.78 0.0060
DIVMO g/kg 682.7* 576.2° 552.1° 618.8% 21.01 0.0002
DIVPC g/kg 592.7* 480.5° 494.6° 518.3% 25.76 0.0001

PGIV ml/0.5 g MSF 234.6° 334.7° 325.9* 280.5° 7.34 0.0001

3¢ Medias con letras distintas entre filas difieren significativamente (p<0.05)

EEM: error estandar de la media; PGIV: produccidn de gas in vitro; MSF: materia seca fermentable

T1: rastrojo de Amaranthus cruentus; T2: forraje de P. clandestinum; T3: P. clandestinum 75% +
rastrojo de A. cruentus 25%; T4: P. clandestinum 50% + rastrojo de A. cruentus 50%

Cuadro 4. Poblaciones de protozoarios ruminales in vitro (logio) antes y después de
exponerlos a dietas a base de rastrojo de A. cruentus

Tratamientos
Protozoos EEM Valor P
Tl T2 T3 T4
Hora 0
H 4.02° 3.90? 4.04? 3.63° 0.111 0.0588
E 4.75° 4.62* 4.84? 4.74? 0.058 0.1142
Hora 24
H 0.56° 2.98° 2.46% 1.26° 0.696 0.0081
E 4.64* 4.29* 4.51* 4.37* 0.074 0.0596
Hora 36
H ob 0.56* ob o° 0.283 0.0413
E 1.70° 3.81% 3.712 3.26% 0.510 0.0295
Hora 48
H ob 0.78° ob o° 0.132 0.0098
E 1.80° 4.14* 3.89% 3.86° 0.420 0.0026

3¢ Medias con letras distintas entre filas difieren significativamente (p<0.05)

H: Holotricos; E: Entodiniomorfos; EEM: error estandar de la media

T1: rastrojo de A. cruentus; T2: forraje de P. clandestinum; T3: P. clandestinum 75% + rastrojo de A.
cruentus 25%; T4: P. clandestinum 50% + rastrojo de A. cruentus 50%

818 Rev Inv Vet Pert 2017; 28(4): 812-821
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nucion de los microorganismos metanogénicos
(Jayanegara et al., 2012), ante la accion de
los compuestos secundarios presentes en la
racion (Nana et al., 2012).

La disminucion in vitro de las poblacio-
nes de protozoarios Holotricos y Entodi-
niomorfos observado en los tratamientos con
A. cruentus (Cuadro 4), fue debido posible-
mente a la accion directa de los compuestos
secundarios (taninos y saponinas) presentes
en la biomasa pos-cosecha de A. cruentus
(Nana et al., 2012). Estos compuestos tie-
nen un efecto defaunante en el rumen; por
ejemplo, el efecto selectivo de las saponinas
hacia el colesterol de la membrana celular de
los protozoarios que causa su lisis (Jayanegara
etal.,2012). Estos resultados son similares a
los reportados por Monforte-Bricefio et al.
(2005), Gonzalez et al. (2011) y Barros-
Rodriguez et al. (2015), quienes reportan un
efecto defaunante atribuidos a los taninos y
saponinas presentes en forrajes de plantas
arboreas y arbustivas.

CONCLUSION

La mezcla de la biomasa pos-cosecha
de Amaranthus cruentus con forrajes de baja
calidad nutriticional puede incrementar la de-
gradacion y digestibilidad de los nutrientes,
reducir la produccion de gases de efecto in-
vernadero y las poblaciones de protozoarios
del rumen, lo cual podria maximizar la pro-
ductividad de los rumiantes en condiciones
in vivo.
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