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Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue analizar el efecto de las especies
arboreas forrajeras (EAF)Cordia elaeagnoides, Platymiscium lasiocarpum, Vitex
mollis y Haematoxylon brasiletto,con contenido de taninos condensados (TC),
sobre la produccion de gas metano (CHy)in vitro a 24 h post-incubacién. El analisis
se realiz0 mediante la técnica de produccion de gas in vitrocon3 niveles de
concentracion/especie: 0.6, 0.8 y 1.0 g y 4 repeticiones/especie/concentracion. Las
muestras de las EAF se incubaron a 39°C y se midi6 la produccion de CH, a 4, 8,
12 y 24 h post-incubacion. Los resultados se analizaron mediante correlacion de
Pearson, regresion polinomial y modelos de efectos fijos y las diferencias entre
tratamientos se realizaron mediante la metodologia de medias de minimos
cuadrados (LsMeans, siglas en inglés). Los resultados encontraroncorrelaciones
negativas entre EAF-volumen total de gas (r = -0.40; P < 0.001); EAF-volumen de
CH4 producido (r = -0.40; P < 0.001) y concentracion de sustrato-volumen de CH,4
producido (r = -0.20; P < 0.001). Asi como, correlacion positiva entre las horas
post-incubacion-volumen total de gas (r = 0.42; P < 0.001) y horas post-
incubacion-volumen de CH; producido (r = 0.48; P < 0.001). Las EAF:C.
elaeagnoides, V. mollis y H. brasiletto poseen potencial, en los tres niveles de
concentracion analizados, para reducir la emisidon de CHgin vitro(> 34%); en
comparacion con P. lasiocarpum, el cual solo disminuyéen un 17%la produccién
de CH4con base al total de CH,4 a 24 h del forraje referencial A. sativa. En base a
los resultados obtenidos en la presente investigacion se sugiere que, C.
elaeagnoides -su contenido de PC, FDN y TC- es la mejor alternativa dentro de
las EAF analizadas, tanto para la alimentacion de los rumiantes como para el
control de CHg,, durante la época de estiaje.

Palabras clave: Especies arbdreas forrajeras, taninos condensados, metano,
invitro, correlacion
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Abstract

The objective of the present investigation was to evaluate the effect of fodder tree
species (EAF) with condensed tannin contents: Cordia elaeagnoides, Platymiscium
lasiocarpum, Vitex mollis and Haematoxylon brasiletto,on in vitro methane (CHg)
production at 24 h post incubation. The analysis was performed using the in vitro
gas production technique, with three levels of inclusion/specie: 0.6, 0.8 and 1.0 g
and with 4 replicates/specie/level of inclusion. The serum bottles with the substrate
were incubated at 39°C, and the gas and CH,4 production were recorded at 4, 8, 12
and 24 h post incubation. The data collected was analyzed through Pearson
correlation, polinomial regression and fixed effects models. The difference between
treatments was done through the least square means (LsMeans)methodology.
There were negative correlations between EAF-total gas volume (r = -0.40; P <
0.001); EAF-volume of CH4 produced (r = -0.40; P < 0.001) and between the
inclusion level-volume of CH4 produced (r = -0.20; P < 0.001). As well as a positive
correlation between hours post incubation-total gas volume (r = 0.42; P < 0.001)
and between hours post incubation-volume of CH,4 produced (r = 0.48; P < 0.001).
The EAF: C. elaeagnoides, V. mollis y H. brasiletto have potential, in the three
inclusion levels analyzed, to reduce CH,4 emission on in vitro trials (> 34%); in
comparison with P. lasiocarpum, which only reduced 17% the CH,4 production,
taking into account the total CH,4 production at 24 h of the forage used as reference
(A. sativa). It's suggested thatC. elaeagnoides-according to its CP, NDF and CT
content- is the best alternative within the EAF analyzed, for feeding ruminants and
for the control of CH4 emissions during the dry season.

Keywords:Fodder tree species, condensed tannins, methane, in vitro, correlation
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Introduccion

El calentamiento global es una de las crisis mas importantes en las udltimas
décadas. Los rumiantes son grandes contribuyentes a esteproblema ambiental y al
deterioro de la capa de ozono, debido a la liberacion de altas cantidades de gases
como el diéxido de carbono (CO,) y el CH4(Leng, 2009). EI CH4, se produce por la
fermentacién de los alimentos en rumen y parte baja del tracto digestivo por
arqueabacterias metanogénicas y representa una pérdida de 2% a 12% de la
energia bruta de los alimentos. A nivel mundial, los rumiantes generan alrededor

de 80 x 10° TON de CHJ/afio(Johnson y Johnson, 1995).

Las estrategias de mitigacion de CH; en rumiantes se han enfocado en la
obtencion de beneficios econdmico-ambientales(Thornton, 2010). Dentrode las
opciones estan: inhibidores quimicos (Anderson et al., 2008), defaunacién
(Morgaviet al., 2008) eionéforos (Beaucheminet al.,, 2008);que bloquean en el
rumen la metanogénesis directa o indirectamente, pero no han confirmado los
efectos consistentes en la practica. Existe una variedad de modificaciones
nutricionales, tales como: aumento en la cantidad deconcentrado en la dieta
(Lovettet al., 2003), inclusién en la dieta de leguminosas forrajeras con elevados
contenidos deTC (Animutet al., 2008), complementacién de forrajes de baja
calidad con proteinas y carbohidratos facilmente fermentables (Benchaaret al.,
2001) y la adicion de grasas (Machmdlleret al., 2003); se consideran opciones

para la reduccion de CH4 Las modificaciones nutricionales tienen

3 MVZ. Leonardo Hernandez Medina
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mayorprobabilidad de ser adoptadas por los productores, ya que aumentan la

eficiencia de utilizacion del alimento (Patra, 2011).

Se ha demostrado que el uso de diferentes plantas, tales como arboles y arbustos
de leguminosas, tienen el potencial de reducir las emisiones de CH,4 en rumiantes.
Debido a que bacterias metanogénicas viven de manera endosimbidtica con
protozoarios ruminales,cualquier factor que disminuya la poblacion protozoaria,
sera capaz de reducir los metandgenos y la produccién de CH, (Galindo et al.,
2009). Igualmente, se reconoce que determinados metabolitos secundarios, como
los taninos, tienen la propiedad de inhibir la metanogénesis directamente 6a travées
de la inhibicion del crecimiento de los protozoarios. La estructura quimica y el peso
molecular de los metabolitos secundarios y la composicion quimica de las dietas,
pueden influir en el efecto de los metabolitos secundarios en la producciéon de CH,4

(Patra 'y Saxena, 2010).

Por otra parte, se debe tomar en cuenta la concentracion de TC y su efecto en la
produccion de rumiantes. Waghorn (2008) sefiala que el consumo de alimento por
los animales, se ve disminuido en dietas con altas concentraciones de taninos,
debido a una reduccion en la palatabilidad de la dieta y disminucién en la tasa de
digestién ruminal. Sin embargo, los herbivoros han desarrollado adaptaciones
fisiolégicas y etologicas que les permiten reducir el efecto perjudicial de los
compuestos secundarios (Provenza, 1995). El medio ruminal presenta un lugar
eficiente de destoxificacion para un amplio rango de compuestos secundarios de

las plantas(Dominguez-Bello, 1996). Probablemente,el mecanismo primario por el

4 MVZ. Leonardo Hernandez Medina
IIAF-UMSNH



Los taninos de las especies arbéreas forrajeras de la Region de Tierra Caliente en la | 2013
produccion (in vitro) de metano (CHy,)

cual los rumiantes pueden tolerar altos contenidos de taninos en la racion, sea
mediante la adaptacion de los microorganismos ruminales y su capacidad de
destoxificar estos compuestos (Silanikoveet al., 1996), siendoasi los rumiantes
menos susceptibles que el resto de herbivoros a los efectos perjudiciales de los

taninos (McLeod, 1974).

1.1. Laproduccion ganadera en México

La produccion pecuaria muestra un crecimiento acelerado en las ultimas dos
décadas. En 2006, se producia 26% mas ganado en comparacion con la
produccion promedio de 1995 a 2000 y 62% mas que en los afios 90 (SAGARPA,

2007).

Segun el INEGI (2007), a nivel nacional, un millén 129 mil unidades de produccién
contaban con ganado bovino, cuyas existencias fueron de 23 millones 316 mil
cabezas; delas cuales,8 millones 671 mil 516 eran vientres. De estos, 3 millones
239 mil cabezas estaban dedicadas exclusivamente a la produccion de carne, 2
millones 966 mil a la produccién de leche y 2 millones 466 mil para ambos tipos

(doble propdsito).

La actividad ganadera se desarrolla en diferentes sistemas ecolégicos,

tecnolégicos, de manejo y contextos de objetivos de produccion. En consecuencia,
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hay diferentes sistemas de produccion de acuerdo a las especies explotadas y
productos originados. En paralelo, hay diversas especies, razas 0 genotipos

adaptados a la produccion y a las condiciones del mercado.

1.1.1. La Regidn de Tierra Caliente Michoacéan, México

La ganaderia de la Region de Tierra Caliente (RTCM) en el estado de Michoacan
se ha desarrollado bajo un modelo agroforestal, donde: pastos, especies arboreas
y arbustos nativos, amplios agostaderos con terrenos escarpados, clima calido y
una larga época de estiaje, son elementos caracteristicos del sistema. El ganado
utiliza como alimento principal los recursos forrajeros naturales o inducidos en los
agostaderos, los esquilmos agricolas y diferentes niveles de complementacion,

sobre todo energética (Molina et al., 2008).

En la RTCM se registra gran diversidad de especies arbéreas forrajeras (EAF).
Ganaderos de 9 municipios refieren un total de 172 EAF (Gutiérrez et al., 2013).
Gonzélez et al. (2007) determinaron la composicion quimica de 80 EAF; el 50%
contienen entre 16.6 y 19.6% de proteina; que contrasta con los bajos aportes de
energia y proteina que ofrecen los pastos y esquilmos agricolas de la region,
generalmente insuficientes para cubrir las necesidades de los animales (Macedo

et al., 2007).
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1.2. Laemision de CH, y el efecto invernadero

Las actividades antropogénicas que generan gases,amplifican el efecto
invernadero. Dichas emisiones, modifican el equilibrio energético de la tierra entre
la radiacion solar entrante y el calor liberado al espacio, lo cual resulta en un

cambio climatico.

La agricultura y la produccion pecuaria contribuyen con 25% a las emisiones
antropogénicas de CHg4, CO;, y N2O a la atmosfera (Sejianet al., 2011). El aumento
en las concentraciones de gases efecto invernadero (GEI), provocanel
calentamiento de la superficie terrestre y la destruccion de la capa de ozono. El
CO,es consideradoel mas abundante y actualmente tiene mayor aporte al
incremento del calentamiento global. Sin embargo, el CHjincrementa rapidamente
y su efecto es 21 a 30 veces mas contaminante que el CO,,considerandose que

con el tiempo el CH,4 pueda ser predominante (Carmona et al., 2005).

1.2.1. Inventario nacional de GEI en el sector agricolay pecuario

En 2006, las emisiones de CH,; fueron de 8,828.1 Gg, representando un
incremento de 73.7% con respecto a 1990. Las principales fuentes de emision
corresponden a las categorias de desechos, energia y agricultura. Los sectores
con mayor contribucién porcentual de emisiones de CH,; en el 2006 fueron:
disposicion de residuos sélidos en suelo, manejo y tratamiento de aguas

residuales, emisiones fugitivas(petréleo y gas) y fermentacion entérica;con 27.6,
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249, 243 y 20.1%, respectivamente. Juntas representan el 96.9% de las

emisiones de CH, (SEMARNAT, 2009).

La categoria del sector agropecuario promedioel 10% de las emisiones totales.
Las emisiones de CH, estimado para el sector agropecuario en equivalentes de
CO, fueron de 38,808.9Gg de 1990 a 2002. En la Tabla I, se muestra el

equivalente a COpara la ganaderia y los cultivos.

Tabla I. Emisiones de CH,4 en el Sector Agropecuario, equivalente a CO, (Gg),

1990-2002
Total por sector (eq. CO,)
1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002 Media

Ganaderia 39,969.90 39,074.55 38,417.91 36,876.94 37,682.40 37,452.43 38,521.32 38,285.1
Cultivos 653.01 623.50 528.45 521.01 573.08 484.38 283.04 523.8

Total 40,622.91 39,698.05 38,946.36 37,397.95 38,255.48 37,936.81 38,804.36 38,808.9

(SEMARNAT, 2006)

La media de las emisiones de CH,4 en el sector pecuario (rumiantes) durante el
periodo analizado fue de 1,722.26 Gg (Tabla Il), y representa los valores de la

suma de la fermentacién entérica y el manejo de estiércol.
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Tabla Il. Emisién de CH,4 en el Sector Pecuario (rumiantes) expresados en Gg de

1990 a 2002
Emisiones de CH, 1990 1992 1994 1996 1998 2000 2002
Bovinos leche 156.19 161.78 170.01 177.90 190.51 217.92 227.55
Bovinos carne 1,551.72  1,508.33 1,459.57 1,384.56 1,415.77 1,377.20 1,414.72
Ovejas 30.04 31.44 33.19 31.78 29.83 31.07 32.98
Cabras 53.75 50.13 52.83 49.26 46.55 44.82 47.01
Total 1,791.7 1,751.68 1,715.6 1,643.5 1,682.66 1,671.01 1,722.26

(SEMARNAT, 2006)

De acuerdo con la Tabla Il, la producciéon de carne y leche de ganado bovino
genera la mayor cantidad de emisiones de CH, por afo. El resto de los rumiantes

del sector pecuario contribuyen con muy poco en las emisiones de CHj.

1.3. Microbiologia de la metanogénesis

En rumiantes, la mayor parte de la generacion de CH, se realiza en rumen, un
ecosistema microbiano complejo, diverso y anaerébico obligado; donde los
alimentos, como las hemicelulosas vegetales, se fermentan. La descomposicién
anaerobia de la materia organica de plantas en CH; y CO, es compleja,por
actividad sintrofica de procariotas anaerobias y Archaebacterias metandgenas. En
la digestion anaerobia, los polimeros son hidrolizados y fermentados por los
metanogenos (Figura 1). Los polisacaridos se degradan a azucares, mientras que
las proteinas son degradadas a una mezcla de aminoacidos y péptidos pequefios.

Los lipidos son degradados a glicerol y acidos grasos de cadena larga.
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El modelo general de la descomposicion anaerobia de la materia organica vegetal
(MO),parte de la bacteria fermentativa, la cual degrada azlcares, aminoacidos,
purinas, pirimidinas y glicerol a una variedad de acidos grasos, CO,, formiato e
hidrégeno (H,). Posteriormente, la actividad bacteriana acetogénica degrada los
acidos grasos en acetato, CO,, H, y formiato, sustratos para los metandgenos.
Los procesos se llevan a cabo simultaneamente, pero debido a la
diferentevelocidad de crecimiento y actividad de los metanogénicos involucrados,
estan parcialmente desacoplados, resultando en la acumulacion de &cidos
organicos. La metanogénesis es dinamica, los metandgenos influyen en el
metabolismo de la actividad bacteriana fermentativa y acetogénica por
transferencia de Hjentre especies. Por los grupos funcionales de
microorganismos involucrados la descomposicién de la materia organica vegetal
sera dirigida a CH4 y CO,, amonio, NH3 y pequefias cantidades de H,S (Readyet

al., 2010).
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Polisacaridos; acidosnucleicos; proteinas Grasas

A A - Acidosgrasos de cadena
Azucares; aminoéacidos; nucledtidos larga y glicerol
Compuestosorganicos
NHs; HS reducidos

Acetato H,/C »; formiato Acetato [<—

"

CH,; CO,

Figura |. Rutas metabdlicas para formacion de CH, y CO; en rumen

1.4. Métodos para reducir la emisién de CH,4 en rumiantes

1.4.1. Numero y productividad de los animales

La generaciéon de CH4 es directamente proporcional al nUmero de animales. El

sacrificio de animales con baja o nula produccion es requerido para minimizar la

cantidad de CH4 y mantener solo animales altamente productivos. Asi, se aumenta

la produccion total

y se disminuye

laemision de CHgy

por unidad de

producto.Ademas, la prevencion de enfermedades y la solucion de problemas

reproductivos, contribuyen en el decremento de este gas (Eckardet al., 2010). Asi,
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los paises con menos desarrollo tecnolégico en donde el potencial genético de los
animales no se expresa por la insuficiente alimentacion, la eliminacion de animales
no productivos y la implementacion de alternativas no convencionales en la
alimentacion del ganado(mayor aporte de PC y energia) podrian minimizar,

sustancialmente, las emisiones de CH,4 (Mosset al., 2000).

1.4.2.Seleccidon genética de los animales

Se ha demostrado que,el origen del CH4 en animales es diferente bajo las mismas
condiciones de alimentacién.Pinares-Patifio et al. (2003) identificaron aquellos de
alta y baja generacion de CH, de acuerdo al consumo de alimento.Hegartyet al.
(2007) en rumiantes con alimentacion para necesidades de mantenimiento y
produccion, emiten menos CH,. Sin embargo,la diferencia en la generacion de
este gas entre animales bajo condiciones ambientales similares, sugierevariacion
en el nimero de metandégenos/animaly/6por su constituciéon genética (Zhouet al.,

2009).

1.4.3.Compuestos ionéforos

En busca de la eficiencia en la produccion de leche y carne se han
usadoionoforos, como la monensina. Sin embargo, la inhibicion de la
metanogénesis no es a largo plazo (Guanet al., 2006), y el uso de estos
compuestos esta prohibido en la Union Europea y esta restringida en varios paises

debido a residuos en la carne.
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1.4.4. Complementacion en la dieta

En paises en desarrollo, los rumiantes son alimentados con residuos de cosecha
de baja calidad; deficientes en proteina, minerales y vitaminas. La
complementacionen dietas de baja calidad reduce la generacion de CH, debido a
una mejora en la eficiencia de la fermentaciéon ruminal. Como por ejemplo,el
forraje verde (trébol), avena y sorgo en dietas a base de paja y rastrojo de maiz
(Haqueet al., 2001). Estas dietas, con niveles apropiados de concentrado,
incrementan la sintesis de propionato y disminuye la disponibilidad de Hzen la
formacién de CHy(Lovettet al.2003).Al igual que la utilizacién en la alimentacion
animal de esquilmos amonificados con urea(Sahooet al., 1999), los bloques
multinutricionales de melaza-urea (Srivastava y Garg, 2002),son Uutiles en la

disminucién de CHa.

La utilizacién de grasas en la complementacion de las dietas es util para reducir la
emisién de metano, sin embargo,esto depende de factores tales como:la cantidad
y origen, formas de suplementacién ytipos de dieta (Beaucheminet al., 2008). El
efecto de las grasas para minimizar la generacion de CH, se debe al sinergismo
entre: inhibiciobn del crecimiento de metandégenos, numero de protozoarios,
reduccion de la fermentacibn ruminal e hidrogenacion de acidos grasos
insaturados, que actuan sobre la disipacionde H; en rumen (Machmiilleret al.

2003).
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La inclusion de grasa en la dieta disminuye constantemente la emision de
CHsdurante periodos largos. La grasa en concentracion mayor a7% disminuye
significativamente el consumo y la digestion de MS; la severidad del efecto varia
con la grasa usada y el tipo de dieta (Beaucheminet al. 2008).A pesar de la
disminucién de la ingesta, la adicion de grasa aumenta la densidad de energia en

las dietas e incrementa el rendimiento del animal y la eficiencia alimenticia.

1.4.5.Defaunacién

En ocasiones, la defaunacién de protozoarios del rumen se asocia con aumento
deproteina microbiana y mejora la productividad animal (Patra y Saxena, 2009).
Ademas, losmetan6genosen endosimbiosis con los protozoarios, son
responsables de hasta un 37% de la metanogénesis ruminal (Finlayet al., 1994).
Se sugiere la defaunacion como una forma de reducir la formacién de CH4 con un

minimo efecto negativo enla digestion ruminal (Morgaviet al. 2008).

1.5. Los metabolitos secundarios de las plantas

En afos recientes, el uso de los metabolitos secundarios vegetales como agentes
potenciales de defaunacion (en particular de plantas que contienen taninos) inhibe
la sintesis de CH,, al suprimir éeliminar los protozoarios ruminales, sin afectar la

actividad bacteriana (Patra y Saxena, 2009).
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1.6. Los taninos

1.6.1. Definicion y clasificacion

Son compuestos quimicos formados por fenoles solubles en agua con un peso
molecular que varia entro los 500 y 20,000 daltones,precipitan alcaloides,
carbohidratos y proteinas (Vaithiyanathan y Kumar, 1993). Los taninos
normalmente se dividen en dos grupos, los taninos hidrolizables (TH) y los taninos

condensados (TC).

Los TH son polimeros de &cidos esterificados como: el acido galico, acido egalico,
acido fecarboxilico (fenolatado de acido gallico, gallotanin) o de &cido
hexaidroxydifenil. Tienen una molécula central, como la glucosa o un polifenol
como la catequina, se disocian por hidrolisis, con acidos 6 porenzimas
(Leinmuilleret al., 1991; Reed, 1995). Los TH son potencialmente toxicos para los
rumiantes, pues se degradan por los microorganismos del rumen y absorbencomo

pirogalol, una toxina con efecto hepatotoxico y nefrotéxico (Reed, 1995).

Los TC 6 proantocianidinas, se encuentran en forrajes de leguminosas y estan
formados por polimeros compuestos de catequina,leucoanthocyanidinas 6 sus
derivados, ligados a doble carbono 6 carbono-oxigeno (C-C o C-O-C), no
susceptibles a hidrolisis (Leinmiilleret al., 1991). Los TC no son absorbidos por el

animal, por lo tanto, no son toxicos;sin embargo, estan asociados con lesiones de

la mucosa intestinal (Reed, 1995).
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1.6.2. Propiedades quimicas

Los taninos, en las numerosas especies vegetales, adquieren diferentes
propiedades fisicas y quimicas;las biolégicas son diversas (Mangan, 1988). La
afinidad de los taninos porproteinas, reside en elnimero de grupos fendlicos, que
proporcionansitiospara la union con grupos carbonilo de péptidos. La formacion de
tales complejos es especifica, tanto del tanino como proteina implicada. En los
taninos, los factores que promueven la formacién de complejos incluyen: su
elevado peso molecular y su flexibilidad estructural. Las proteinas de mayor
afinidad para taninos son grandes e hidrofobas, tienen una estructura abierta,
flexible y son ricas en prolina (Hagerman y Butler, 1991). Los complejos taninos-

proteinasson inestables.

KumarySingh(1984)propusieronque la formacibn de complejospuede darse
mediantecuatro tipos deenlace: 1) enlaces de Hjreversible ydependiente del
pH,entrelos radicaleshidroxilo (OH") de losgruposfendlicos yeloxigeno (Oy)de los
grupos amidaenlosenlaces peptidicos de proteinas,2)porinteracciones hidréfobas
reversible ydependientedel pH,entreel anillo aromaticode los compuestos
fendlicosylas regiones hidréfobas dela proteina, 3) por enlaces i6nicos
reversibleentre el ionsulfito (SO3) yelsitio cationicode la proteinaexclusivo de TH,
y4)por enlace covalenteirreversiblea través de laoxidacion de los
polifenolesaquinonas ysuposterior condensacion congrupos nucledfilosde la

proteina.
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1.6.3. Efecto de los taninos en la nutricién de rumiantes
Los taninos puedenserbenéficos o perjudiciales paralos rumiantes, esto va a
depender de factores como: el tipo y cantidadconsumida, estructura y
pesomolecular del compuestoylafisiologia de las especiesque o

consumen(HagermanyButler, 1991).

1.6.3.1. Consumo voluntario de alimento

Hasta hace poco, la mayoria de los investigadores creia que el consumo de los
taninos reducia el consumo voluntario. Sin embargo, con la informacién que se
tiene, se hacenafirmaciones mas precisas acerca de los taninos, sus dosis y sus
efectos sobre las especies que los consumen. Se sugieren tres mecanismos para
explicar los efectos negativos de las altas concentraciones de taninos sobre el
consumo voluntario: 1) reduccién en la palatabilidad de los alimentos; 2)
disminucién en la digestion y 3) desarrollo de aversiones condicionadas(Frutos et

al., 2004).

1.6.3.2. Digestibilidad de la dieta

Los taninosprincipalmenteejercen este efectosobre las proteinas,pero también
afectanotros componentesdel alimento (KumarySingh, 1984). El efectosobre las
proteinasse basa ensu capacidad para formarenlaces de H,, los cuales son
establesentre unpHde 3.5a8 (aproximadamente). Estos complejos, estables a pH

ruminal, se disocian cuando elpHes menor a3.5 (abomaso, pH 2.5 a 3) o mayor
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que8 (duodeno, pH 8), lo que explicala actividadde los taninos enel tracto

digestivo(Hagermanet al., 1992).

Las modificaciones de ladigestibilidadcausada por la ingestionde taninosestan
asociadasa los cambios enel patrén de fermentacionruminal, junto con los
cambiosen la digestibilidadintestinal. EI aumento de N en la excrecion fecal en
dietas con elevado contenido de taninos muestraque estos reducen

ladigestibilidadde los alimentos (Frutos et al., 2004).

1.6.3.3. Fermentacién ruminal

La reduccién de ladegradacion de la proteinaruminales elefecto mas importantede
los taninos(Hagermanet al.,, 1992). La afinidadde los taninospor estas
moléculasyelpH del medioruminalfavorecen la formacion decomplejos proteina-
tanino. Ladegradacion de la proteinase asocia con menor produccién denitrégeno
amoniacalymayor deficiencia en el flujo de nitrgeno no-amoniacala
duodeno(Barry yManley, 1984). Elefecto de los taninosenla degradacion de
proteinases basicamenteuna disminucionen la fraccioninmediatamentedegradable,

yuna disminuciéndela tasa de degradacionfraccional (Hervaset al., 2000).

Los taninos también tienenefecto sobrelahemicelulosa,
celulosa,almidonypectinas(Barry yManley, 1984). Durante mucho tiempo, el efecto

delos taninos sobreladegradacion de la fibrafue visto como unefecto anti-

18 MVZ. Leonardo Hernandez Medina
IIAF-UMSNH



Los taninos de las especies arbéreas forrajeras de la Region de Tierra Caliente en la | 2013
produccion (in vitro) de metano (CHy,)

nutricional secundario. Sin embargo, varios estudios han demostrado que
ladegradacion de la fibraen rumen,reduce drasticamenteen animales que

consumenalimentosricosen taninos(BarryyMcNabb, 1999).

Losmecanismos por los quelos taninosreducen ladegradaciénruminalde los
diferentescomponentes de la dietason:privaciondel sustrato (McMahonetal., 2000),
inhibicionenzimética(Barry yManley, 1984) yla accién directa sobrelos

microorganismosdel rumen(Leinmdlleret al., 1991).

1.6.3.4. Digestibilidad intestinal

Si bien los TC aumentan la digestibilidad de la materia organica intestinal, también
ejercen efecto negativo sobre la absorcion de nutrientes en intestino delgado
(McNabbet al., 1998). Esto se atribuye a causas como: persistencia en intestino
de los complejos tanino-proteina, formacion de complejos entre enzimas
digestivas-taninos, nuevos complejos entre taninos-proteina de la dieta 6 a
cambios en la absorcion intestinal debido a la interaccion de los taninos con la

mucosa intestinal.

El complejo tanino-proteina se disocia a pH < 3.5 (pH del abomaso), sin
embargo,McNabbet al. (1998) sefalan que el pH de 5.5 al inicio del intestino,

podria permitir la formacion del complejo tanino-proteina e impedir la digestion. Asi
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mismo, Kumar y Singh (1984) sugieren que los taninos inhiben las enzimas

digestivas al formar complejos insolubles 6 solubles pero inactivos.

Sin embargo, la mayoria de los estudios que afirman que los taninos afectan
negativamente la digestibilidad intestinal se han realizado in vitro. Autores indican
gue estos ensayos no consideran las sales biliares (Blyttet al., 1988), que son

detergentes y evitan la union de taninos con enzimas digestivas.

1.6.3.5. Toxicidad

Latoxicidadde los taninosestd relacionada consu tamafio molecular(McLeod,
1974),taninos con elevados pesos moleculares no son absorbidos. Las
intoxicaciones por TH se caracterizan por:anorexia, depresién, atonia ruminal, fallo
hepéatico y renal, Ulcerasentracto digestivoygastroenteritis.Lagravedad de las
lesiones depende dela dosisy la estructura deltanino(Plumleeetal., 1998). Sin
embargo, lamayoriade estos trabajosson descripciones de
intoxicacionesocurridasnaturalmente, por lo que esdificil saber quétanino, y cuanto

de este,estuvo involucrado.

Con respectoa los TC, dosis altasson necesariaspara que ocurra
unaintoxicaciongrave(Hervasetal., 2003). Finalmente, esimportante sefialarque las

intoxicacionesprovocadas portaninossolo se producencuando los animales
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sonobligados a ingerir alimento rico en taninosdebido a la faltaderecursos

vegetalesalternativos.

1.6.4. Efecto de los taninos en la produccién animal

Los taninos en varios tipos de forraje tienen efectos benéficos en cantidades
moderadas. Barry y McNabb, (1999) sefialanque la ingestion de cantidades
menores a 50 g TC kg'MS, mejora la utilizacién digestiva de alimento en
rumiantes, debido a la reduccion en la degradacion ruminal de proteinas y a mayor

disponibilidad de aminoacidos para la absorcién en intestino delgado.

Wang et al. (1996a) indican que el pastoreo de L. corniculatus (34 g TC kg™ MS)
redujo el consumo de alimento, pero aumentoé la ganancia de peso vivo y peso en
canal.Ademéas de una mejora del 23% en el aumento de peso vivo cuando los
corderos pastaban Holcuslanatus (4.2 g TC kg*MS).Para la produccién lactea,
Wang et al. (1996b) obtienenhasta21% de incremento durante la lactancia media y
tardia en ovejas alimentadas con L. corniculatus (44,5 g TC kg™*MS): aumento en
la eficiencia de la produccion lactea, en la produccion de proteina y lactosa vy

disminucién en el contenido de grasa de la leche.

Con respecto al efecto de los TC sobre la eficiencia reproductiva, Min et al. (1999)
observan que ovejas en pastoreo con L. corniculatus (17 g TC kg™MS)
aumentaron la produccion de corderos hasta 25%, debido a mayores tasas de

ovulacion yal aumento en el porcentaje de partos.
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1.6.5. Tratamientos para revertir el efecto negativo de los taninos

Para revertir el efecto de los taninos,Makkar (2003) sugiere: mojar elalimentocon
aguaosoluciones alcalinaspara separar loscompuestosfendlicos delas partes
nutritivas;tratamientos conceniza o urea,comofuente de alcali; cortar y almacenar

las hojas(oxidacion de taninos).

Alternativas recientesincluyen el tratamiento con PEG, polivinil-polipirrolidona e
hidréxido de calcio (Makkar,2003). Estosagentes, de uniéna taninos, evitan la
formacionde complejostanino-proteinay se han utilizado en la investigacion

paraanalizar los efectos delos taninos sobre lafermentacionruminal.

1.6.6. Uso practico de los taninos

1.6.6.1. Proteccién de la proteina dietética, prevencion del timpanismo y control de

parasitos internos

En condiciones de pastoreo, el manejo adecuadode los recursos naturalescon
contenidos detaninos (el pastoreo selectivo o la suplementacion conel tipo
adecuado dearbustos) proporciona beneficios, conrespectoa la degradaciénde
proteinas, ya que los taninos se unen a las proteinas de los alimentos, logrando

gue estas no sean degradadas en rumen por parte de los microorganismos.

Otro beneficio de los taninos es la prevencidon del timpanismo. Losgases

producidos en elrumendurante la fermentacion degrandes cantidades deplantas
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leguminosas (por ejemplo, alfalfa o trébol), no son liberadosde forma normal,ya
que estanatrapados enuna espumapersistente, causadapor la liberacion rapidade
las proteinas solublesdurantela masticaciony degradacionruminal. Sin embargo,
esto no sucede cuando estos animales se alimentan de leguminosasque
contienenTC(BarryyMcNabb, 1999).Ademés, los taninostambiénayudan a
controlarciertosparasitos internos de losanimales. Se especulaque el efecto
positivoen el hospederopuede estar asociado conunefecto negativo

sobrelosparasitos(MinyHart, 2003).

1.6.6.2. Reduccion de la emision deCH,4

A nivel mundial, se han realizado investigaciones sobre el efecto de los
metabolitos secundarios en la reduccion de emision de CH,4 en rumiantes. Hesset
al. (2006) obtienen resultados favorables en el uso de taninos como medio para
limitar la emision de CH,4 del ganado rumiante. La suplementacion del extracto de
taninos disminuy6 en promedio la liberacion de CH, en 13%. Asi mismo, Min et al.
(2006) mencionan que la suplementacion de taninos condensados disminuye la

tasa de produccién de gas in vitro en respuesta dosis-dependiente.

Hoet al. (2011) sefialan queniveles relativamente bajos (15 mg de TC/ 500 mg MS)
de la especie Leucaenaleucocephala variedad Rendang redujo la generacién de
CH,4 hasta 47% con solo 7% de disminucion en la degradacion de MS. Del mismo

modo, Gurbuz (2009) determiné que las leguminosas Arygrolobium, Coronilla
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orientalis, Lotus corniculatusvartenofolius y Dorycniumpentaphyllum con contenido
de taninos 0.75, 3.78, 8.97 y 18.41 mg/kg MS, respectivamente, disminuyo la

generacion de CH, y COs.

Por otra parte, Jayanegaraet al. (2009) determinan que las especies
Rhenumundulatum, Bergeniacrassifolia, Rhustyphina y Peltiphyllumpeltatum con
dosis totales de TC de 7.1, 14.1, 0.8 y 15.7 g/kg MS respectivamente tuvieron
potencial(>25%) para minimizar la generacion de CH; en los rumiantes. No
obstante,Kumaret al. (2011) determinan que especies deEugenia jambolana con
contenido de taninos totales de 3.6% y Mangifera indica con 6.1% tuvieron el
potencial para inhibir la metanogénesis ruminal sin afectar negativamente otras

caracteristicas fermentativas del rumen.

Kamraet al. (2009) y Delgado et al. (2009) determinan que las plantas con
metabolitos secundarios reportaron resultados prometedores en experimentos in
vitrocon potencial como moduladores del rumen en el control de emisiones de CH,4

en rumiantes.

1.7. Especies arboreas forrajeras de la RTCM

En la investigacion realizada por Gonzalez-Gdémezet al. (2006) en la RTCM para
la determinaciéon de fenoles totales y taninos condensados en 67 especies

arbdéreas con potencial forrajero se obtuvieron los siguientes resultados: de las

24 MVZ. Leonardo Hernandez Medina
IIAF-UMSNH



Los taninos de las especies arbéreas forrajeras de la Region de Tierra Caliente en la | 2013
produccion (in vitro) de metano (CHy,)

especies arboreas evaluadas, 52.23% tuvieron valores menores a 2% de TC. El
19.40% registraron niveles de taninos entre 2 y 4%. El 28.25% de los arboles
forrajeros, contenian niveles de taninos que varian de 5% hasta 45%. Por su parte
Avila et al. (2007)analizaron el contenido de taninos condensados en 50 especies
arbéreas en la época de estiaje (hojarasca). El 60% de las especies contenia
cantidades menores a 2% de TC. El 20% tenia entre 2 y 4% vy el restante 20%

presentd niveles entre 5% hasta 30%.

El cueramo (Cordia elaeagnoides), atuto (Vitex mollis), granadillo (Platymiscium
lasiocarpum) y brasil (Haematoxylon brasiletto), son EAFM promisorias, ya que
poseen 4 o mas de los siguientes atributos: 1) producen fruto, con posible aporte
de energia para el ganado; 2) proporcionan confort al animal porque se mantienen
verdes (total o parcialmente); 3) contienen menos de 50 % de fibra detergente
neutro y posiblemente sean de alta digestibilidad; 4) poseen menos de 5 % de
taninos para que no afecten la digestibilidad de proteina; 5) tienen una

concentracion igual o superior a 0.2 de fosforo (Avila et al., 2011).

1.7.1. Vitex mollis

Taxonomia

Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales

Familia: Verbenaceae
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Género: Vitex

Especie: mollis

Nombre coman: atuto

Se encuentra en la vertiente del Pacifico, desde Sonora y Chihuahua. En cafiadas
protegidas de la Sierra Madre Occidental hasta Oaxaca, incluyendo la cuenca del
rio Balsas y la zona seca de Oaxaca en la regidén de Cuicatlan; forma parte de las
especies dominantes de selvas medianas subcaducifolias y caducifolias, en suelos
someros derivados de materiales graniticos o basélticos y con buen drenaje,

desde cerca del nivel del mar hasta los 1800 m (Pennington y Sarukhan, 2005).

1.7.2. Haematoxylon brasiletto

Taxonomia

Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Fabales
Familia: Leguminosae
Género: Haematoxylum

Especie: brasiletto
Nombre comun: brasil
Durante mucho tiempo se ha considerado a las poblaciones de la vertiente del

Pacifico como pertenecientes a esta especie, la cual es sumamente parecida a H.
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campechianum, pero con la inflorescencia mas corta y casi fasciculada. Se
encuentra en laderas, pasturas, selva baja caducifolia obosque espinoso, a
menudo enhébitats perturbados. En laderasdela vertiente del Pacificoy en el
interiordela cuenca de Santiago, 1000msnm y la floraciones de octubre a mayo.
Desde Baja California hasta Michoacan, Guerrero, Oaxaca y Chiapas(Pennington

y Sarukh&n, 2005).

1.7.3. Cordia elaesagnoides

Taxonomia

Phylum: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Boraginaceae
Género: Cordia

Especie: elaeagnoides

Nombre comun: cueramo

Se distribuye exclusivamente en la vertiente del Pacifico en Sinaloa y desde
Jalisco hasta Oaxaca, incluyendo la cuenca del rio Balsas. Es un conspicuo
componente de la selva mediana subcaducifolia y baja caducifolia, es la especie

dominante en la parte expuesta de laderas y en las cimas de pequefias lomas,
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sobre suelos someros de origen volcanico, metamorfico y calizo, hasta una altitud

de 500 msnm (Pennington y Sarukhan, 2005).

1.7.4. Platymiscium lasiocarpum

Taxonomia
Phylum:Tracheophyta
Clase:Magnoliopsida
Orden:Fabales
Familia:Fabaceae
Género:Platymiscium

Especie:lasiocarpum

Nombre comun: granadillo

Se distribuye en la vertiente del Pacifico, en Jalisco y Michoacan. Lechos de los
rios, quebradas, llanos, campos, caminos,bosquescaducifoliostropicales. Desde el
niveldel mar hastal,500men las tierras bajasy laderasdela vertiente del Pacifico, la

floracién y fructificacidbnes de enero a mayo (Barneby, 1987).
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Il. Justificacion

Una tecnologia para reducir la emision de GEI son las buenas practicas de
alimentacion. Los animales con alta produccion disminuyen la emision de CH4 sin
afectar la produccion total de insumos de origen animal. La seleccion genética de
animales con menor generacion de CH4 es una alternativa y esta seleccion no
compromete su produccion. Otra alternativa para mitigar sin afectar la produccion,
es la adecuada complementacion de grasa. Sin embargo, el costo de grasas y

aceites comestibles podria no ser rentable para los ganaderos pecuarios.

Las investigaciones en el mundo muestran resultados positivos con el uso de
taninos para evitar las emisiones de CH; en rumiantes. En el estado de
Michoacén, principalmente en la Region de Tierra Caliente,Gonzalez-Gomez et al.
(2006) y Avila et al. (2007) reportan el contenido de taninos en especies arbdreas
forrajeras  como: Cordia elaeagnoides, Vitex mollis, Platymiscium
lasiocarpumyHaematoxylon brasiletto; buenas opciones de alimentacion para
rumiantes y alimentos que pueden bloquear la generacibn de CH,; por la

ganaderia.

lll.  Hipotesis
Los contenidos de taninos de las especies arboreas Cordia elaeagnoides, Vitex
mollis, Platymiscium lasiocarpum y Haematoxylon brasiletto evitaran la liberacion

de CHain vitro de manera significativa.
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IV. Objetivos

4.1. Objetivo general

e Analizarin vitroel efecto deCordia elaeagnoides, Vitex mollis, Platymiscium

lasiocarpum y Haematoxylon brasiletto en la produccién de CH,4 ruminal.

4.2. Objetivos particulares

e Caracterizar la composicién fisicoquimica de las especies (% de taninos,
proteina cruda, digestibilidad).

e Estandarizar la metodologiain vitro, para la deteccién de CH,4 ruminal

e Evaluar el efecto deCordia elaeagnoides, Vitex mollis, Platymiscium
lasiocarpum y Haematoxylon brasiletto en la produccion in vitro de CHja

corto plazo.
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V. Materiales y Métodos

5.1. Localizacién del area de estudio
El trabajo se realizé en elLaboratorio de Fisiologia Vegetal y el Laboratorio de
Residuos Sélidos y Medio Ambiente del Instituto de Investigaciones Agropecuarias

y Forestales de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo.

La coleccién de las plantasse realizé en el rancho Zacapungamio, ubicado en N
18° 57’ 46" W 101° 03’ 39"";del municipio de Caracuaro ubicado en la Region de
Tierra Caliente Michoacan, México. El municipio se ubica en altitud que varia de
los 300 a los 1900 msnm, con grupo de climas céalidos humedos (AwO0), y
temperatura media anual mayor de 22°C, y la de invierno oscila en torno a los

18°C, y precipitacién anual de 800 a 1000 mm (INEGI, 2000).

5.2. Composicion quimica y metabolitos secundarios de Cordia
elaesagnoides, Vitex mollis, Platymiscium lasiocarpum vy
Haematoxylon brasiletto

Los analisis de proteina cruda (PC), fibra detergente neutra (FDN), fibra
detergente acida(FDA), TC y FTse realizaron el Laboratorio de Nutricion Animal en
el Campus de Ciencias Biolégicas y Agropecuarias, Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma de Yucatan. Los TC y FT se
analizaron por la técnica de Price y Butler (1997). Las fracciones de FDN por
medio de la técnica descrita por Van Soestet al. (1991). PC segun los métodos

descritos por AOAC (1995).
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5.3. Produccién de gasin vitro
Se utilizé la técnica descrita por Menke y Steingass (1988), modificada, se
sustituyeron jeringas graduadas por frascos de 70 ml y tapén suba-seal #33
(Sigma-Aldrich) para la incubacion de las EAF. La produccion de gas se midio

utilizando un sistema de medicién de biogas(Beuvinket al., 1992).

5.3.1. Material vegetal
Las EAF utilizadas como materia primaCordia elaeagnoides, Vitex mollis,
Platymiscium lasiocarpum yHaematoxylon brasilettose colectaron a mediados del
mes de diciembre. El follaje vegetal fue secado durante 48 horas a 70°C (Horno de
secado Terlab) y molidocon criba de 1mm (Molino Arthur H. Thomas Co.
ScientificApparatus). ElI material molido fue almacenado en bolsas herméticas

hasta su analisis.

5.3.2. In6culo ruminal para prueba in vitro

El liquido ruminal se obtuvo de un toro de aproximadamente 400 kg de peso vivo,
alimentadoad libitum(previo periodo de adaptacion de 7 dias) con heno de avena,
suplementado con sales minerales y con acceso a agua (para asimilar las
condiciones de alimentacion en la época de estiaje).El indculo ruminal se obtuvo
por sondeo,mostrado en el Anexol y 2, de un equipo de extraccion ruminal

disefiado por Geishauser (1993).
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Para tranquilizar el animal se utilizo xilacina por via intramuscular a una dosis de
0.1 mg/kg equivalente a 0.1 ml por cada 100 kg de peso vivo. La colecta se realizd
a las 07:00 horas, antes de que el animal fuese alimentado;el liquidofue trasladado
inmediatamente al laboratorio. En el laboratorio el liquido sefiltré a través
decuatrocapas de gasay se mantuvo a39°C bajouna atmésfera de N (grado

industrial).

5.3.3. Medio de cultivo parala prueba in vitro de produccién de CH,

El medio de cultivo (Tabla Ill) se preparo segun Menke y Steingass (1988). Esta

constituido por:

e Macrominerales(1 litro con agua destilada) Cantidad (g)
Na,HPO, 5.7
KH,PO,4 6.2
MgSO, 0.6

e Microminerales(1 litro con agua destilada)

CaCl,2.H,0 13.2
MnCl,4.H,O 10
CoCl,6.H,0 1
FeCl,6.H,0 0.8
e Soluciéon amortiguadora (1 litro con agua destilada)
NaHCO; 35
(NH4) HCO3 4
e Resazurina (100 ml con agua destilada) 0.1
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Tabla lll. Volumen requerido para preparar 600 ml de medio de cultivo

Medio de cultivo Volumen (ml)
Agua destilada 285
Solucion macromineral 144
Solucion amortiguadora 144
Solucién micromineral 0.07
Resazurina 0.73

Solucién Reductora

Agua destilada 28.5
Hidroxido de sodio 1.2
Sulfuro de sodio (mg) 201.6

El medio se preparé y se inocul6 con técnicas asépticas en anaerobiosis utilizando
un termo agitador (Isotemp, Fisher Scientific) para mantener la temperatura a 39°C
y con flujo continuo de N. Para el proceso de fermentacién se utilizaron botellas de
vidrio color ambar de 70 ml selladas con tapones de caucho (Suba-Sealsepta red
rubber #33, Sigma-Aldrich). Utilizando una bascula analitica (Explorer Pro,Ohaus),
se pesaron600, 800 y 1000 mg de cada especie a evaluar; se incubaron junto con
30 ml de la mezcla integrada por liquido ruminal y medio de cultivo, en una
relacion de una parte de liquido ruminal y dos partes de medio de cultivo. Para la
produccion de gas se incubaron las botellas, sin agitar y previo barrido del
headspace con N, a 39°C por un periodo de 24 horas (Makkaret al., 1995).
Después de realizar las lecturas, las botellas se agitaron y se colocaron

nuevamente en la incubadora.
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5.3.4. Medicién de produccion de gasin vitro y produccion de CH,

Para cuantificar la produccion de CH,; se utiliz6 un cromatografo de gases
(CG)Vvarian CP-3800, el cual funciona con un detector FID y una columna
empacada HAY-ESEP-Q-80-100-MESH, las temperaturas de operacion del
inyector, el detector y la columna son 170, 170 y 90°C respectivamente. El gas de
arrastre utiliza un flujo de 30 ml/min. Para su operacién se usO el programa
Galaxie Workstation. Antes de cada determinacion se cambié el septo del CG (3/8
CR246124, Varian) y se calibré con 9 inyecciones de CH, (Praxair grado reactivo):
3 inyecciones de 10 uL, 3 de 20 yL y 3 de 30 L. Se tomd 30 L de la muestra de
cada frasco incubado con una jeringa cromatografica (Hamilton

Companychromatographysyringes) a las4, 8, 12 y 24 horas post inoculacion.

La produccién de gas se midi6 utilizando un sistema de medicién de biogas. Este
sistema mide la cantidad de agua desplazada (ml) debido a la acumulacion de gas
en el headspace de los frascos. Esto se realiz6 a las 4, 8, 12 y 24 horas, después

de medir la produccién de CHa.

5.3.5. Analisis estadistico

Con la informacion recabada se elaboré una base de datos para su andlisis
estadistico mediante la metodologia de correlacibn de Pearson, regresion
polinomial, modelos de efectos fijjos y las diferencias entre tratamientos se
obtuvieron mediante la metodologia de medias de minimos cuadrados (LS means,

por sus siglas en inglés). El paquete estadistico utilizado fue
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StatisticalAnalysisSystem (SAS, 2000). EI modelo utilizado para la regresion

polinomial fue:

Y=Bo+Br*N+B*t+p,*t°
Donde:

Y; = produccién de CHyde:A. sativa, C. elaeagnoides, P. lasiocarpum, V.
mollis y H. brasiletto

N = nivel de concentraciéon

t = horas post-incubacion

Para el modelo de efectos fijos se utilizo el siguiente modelo:
Yij = p+ T+ B
Donde:
Yij= produccion de CH; a 24 h
K = promedio general

T; = tratamiento con ; = A. sativa 0.6, 0.8 y 1.0 g; C. elaeagnoides 0.6, 0.8 y
1.0 g;... H. brasiletto 0.6, 0.8y 1.0 g

E;= error (NID~0, %)

36 MVZ. Leonardo Hernandez Medina
IIAF-UMSNH



Los taninos de las especies arbéreas forrajeras de la Region de Tierra Caliente en la | 2013
produccion (in vitro) de metano (CHy,)

VI. Resultados y discusion

6.1. Metabolitos secundarios de las especies arboOreas forrajeras y su
efecto sobre la produccion de gas y CH,

De acuerdo con el analisis de los metabolitos secundarios, como son los TCy FT
de las especies arbdreas analizadas, se encontré un rango de 0.98 a 60.78% de
TCyde 2.21 a 19.62% de FT (Tabla IV); lo que permite destacar que la especie H.
brasilettoes la que muestra tendencia hacia un mayor contenido de TC y FT: 60.78
y 19.62%, respectivamente. Mientras que C. elaeagnoidestenia 0.98% de TC y
2.21% de FT. Resultados que difieren de los obtenidos por Avila et al. (2007),
quienes encontraron en H. brasiletto, 14.65 y 6.61% de TC y FT, respectivamente

y en C. elaeagnoides, 0.34y 0.54% de TC y FT, en su orden.

Tabla IV. Porcentaje de taninos condensados y fenoles totales de las especies
arboreas forrajeras de la region de Tierra Caliente Michoacan

Especie Taninos condensados* Fenoles totales**
A. sativa NP NP

V. mollis 10.91 9.22

C. elaeagnoides 0.98 2.21

P. lasiocarpum 1.96 4.43

H. brasiletto 60.78 19.62

"’= No detectado; *=Equivalentes a Catequina; **=Equivalentes a Acido Galico

Posiblemente estas diferencias en los porcentajes de TC y FT, en las especies
arboreas analizadas, se debieron a factores tales como: temperatura, intensidad

de la luz, agua, topografia ¢ calidad del suelo; factores que pueden mantener a la
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planta en confort o en estrés; que influyen en la concentracion de metabolitos

secundarios en las plantas (Waghorn, 2008).

El uso de los metabolitos secundarios en las plantas ha sido utilizado para analizar
su efecto en la inhibicidon de la produccion de CH4 en rumiantes. Hesset al. (2006),
establecen que en rumiantes el uso de taninos reduce la emisién deCHshasta en
13%. Lo que concuerda con Min et al. (2006), quienes determinan que los TC
reducen en respuesta dosis-dependiente la cantidad de gas in vitro. No obstante,
Jayanegaraet al. (2009) sugieren que los TC, en sinergia con la digestion de la
fibra, disminuye la produccion de CH4. Las EAF de la region de Tierra Caliente
Michoacan poseen concentraciones de TC; por lo que, las cuatro especies
utilizadas en este estudio fueron seleccionadas con el fin de poner a prueba su

capacidad para disminuir la produccion de CHgin vitro.

Al respecto, a continuacion se discute el efecto de los TC en las especies arboreas

empleadas para inhibir la generacién de CHyin vitro.

6.2. Efecto de especies arbdéreas con contenido de taninos sobre la
produccién de gas in vitro y produccion de CHy en un lapso de 24 h
post-incubacion

Los resultados mostraron la existencia de correlaciones negativas (Tabla V) entre
especie arborea-volumen total de gas in vitro (r = -0.40; P < 0.05) y especie
arbérea-volumen de CH,; producido (r = -0.40; P < 0.05). Lo que implico la

disminucion total de gas y de CH,4 producido in vitro en presencia de sustratos de
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especies arboreas que contienen TC. Resultados que concuerdan con Bhattaet al.
(2009) y Jayanegaraet al. (2011), quienes también encontraron una correlacion
negativa entre contenido de taninos y produccion de CHy; por lo que, conforme
aumenta el contenido de taninos, disminuye la produccion de CH,4. Salem (2005) y
Salem et al. (2007), concluyen que, a mayor cantidad de compuestos secundarios

contenidos en las especies arboreas menor es la produccion de gas in vitro.

Tabla V. Coeficientes de Correlacion de Pearson para los indicadores: tipo de
especie vegetal, concentracion, horas post-incubacién, volumen de gas y volumen
de CH4

EAF CON Hp VG VM
EAF 1.0
CON 0.0M° 1.0
Hp 0.0N® 0.0N® 1.0
VG -0.40%* 0.01NS 0.42% 1.0
VM -0.40** -0.20%* 0.48* 0.87* 1.0

EAF= Especie arboérea forrajera; CON=concentracion de sustrato de EAF; Hp= Horas post-
incubacion; VG= Volumen total de gas; VM= Volumen de CHy,.

NS= No significativo estadisticamente (P > 0.05)

**= Altamente significativo estadisticamente (P < 0.001)

De acuerdo con la Tabla V, concentracion de sustrato (CON) sélo se correlacion6
de forma negativa con volumen de CH4(VM) (r = -0.20; P < 0.001); es decir, a
mayor CON menor cantidad de VM. Resultados que concuerdan con Hoet al.
(2011), Huanget al. (2010) y Bhattaet al. (2009), quienes encontraron que, a mayor
nivel de concentracibn de TC menor produccién de CH, En relacion a la
correlacion entre horas post-incubacion (Hp)-volumen total de gas (VG) (r = 0.42;

P < 0.001) y Hp-VM (r = 0.48; P < 0.001), estas fueron positivas, es decir,
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conforme transcurren las horas de incubacién, se incrementa el volumen de gas y
de CH4. Aspecto que concuerda con Salem (2005), quien determind que el pefrfil
de produccion acumulada de gas a 24 h estd en funcion de las horas post-

incubacion, tratandose de especies arboreas con contenido de TC .

Por otra parte, se encontr6 que la produccion total promedio de CHy4, en el
trascurso de 24 h, fue de 33.9 * 0.70 ml, con un CV 2.1% y una R? = 0.99.
Promedio afectado por el tratamiento (P<0.001), las horas post-incubacion (P <
0.001) y la interaccion tratamiento*horas post-incubacion (P< 0.001). Resultado
gue concuerda con Meagheret al. (2005), O’Kielyet al. (2011), Selmiet al. (2013);
mismos que establecieron que la cantidad de compuestos secundarios (TC y FT)
contenidos en cada forraje determinan la produccibn de CH,; durante la
fermentacién. Asi mismo, Salem (2005) y Abdallaet al. (2012) determinaron que el
CH4 se incrementa conforme trascurren las horas post-incubacion, pero este

aumento esta en funciéon de la concentracion de TC del substrato.

En relacién al efecto de tratamiento sobre la produccién total de CH,4 (a 24 h post-
incubacion) se encontré que, la produccion de CH,4 fue menor (P < 0.05) en los
tratamiento con C. elaeagnoides y H. brasiletto a una concentracion de 1.0 g
(Tabla VI). Con respecto a la produccion de CH, derivado de la especie H.
brasiletto, es posible que esta menor cantidad de CH,4 (Figura Il; Tabla VII) esté

relacionada con el alto contenido de TC presentes en esta especie.
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Figura Il. Determinacion de la produccion de CH,4 a 36 h post-incubacién con
concentracion de 1.0 g de sustrato de especies arbdéreas con contenido de

taninos, utilizando a A. sativa (sin contenido de taninos) como referencia

En la Figura Il se puede observar que, la produccibn méaxima de CH4; en H.

brasiletto y enC. elaeagnoides fue a 26 y 28 h post incubacién con 44.7 mly 46.0

ml, respectivamente; ambos estadisticamente iguales (P<0.05). En comparacion

con P. lasiocarpum, especie que present6 la maxima produccién de CH, (64.3 ml)

a 28 h: En el nivel de concentracion de 1.0 g,

P. lasiocarpumprodujo 17.0%

menos CH,4 con respecto con A. sativa; mientras que la reduccion en la produccion

de CH, producido por V. mollis, C. elaeagnoides y H. brasilettocon respecto aA.

sativa, fue del36.5, 40.8 y 39.9%, respectivamente (Tabla VIII).
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Tabla VI. Volumen total de CH4 producido in vitro a las 24 horas de acuerdo al tipo
de especie vegetal y concentracion usada

Tratamiento Concentracion  Promedio (ml) Error Pr> |t
(9)
A. sativa 0.6 81.68°% 0.47 <.001
C. elaeagnoides 0.6 45.75° 0.47 <.001
V. mollis 0.6 51.49° 0.47 <.001
P. lasiocarpum 0.6 67.42¢ 0.47 <.001
H. brasiletto 0.6 46.12° 0.47 <.001
A. sativa 0.8 87.98° 0.47 <.001
C. elaeagnoides 0.8 52.99' 0.47 <.001
V. mollis 0.8 58.07¢ 0.47 <.001
P. lasiocarpum 0.8 72.51" 0.47 <.001
H. brasiletto 0.8 51.11' 0.47 <.001
A. sativa 1.0 66.63" 0.47 <.001
C. elaeagnoides 1.0 43.09 0.47 <.001
V. mollis 1.0 44.79° 0.47 <.001
P. lasiocarpum 1.0 54.16' 0.47 <.001
H. brasiletto 1.0 41.95 0.47 <.001

Literales distintas en la misma columna muestran diferencia estadistica (p<0.05)

Jayanegaraet al. (2009), Huanget al. (2010) y Ho et al. (2011),establecieron que, a

mayor concentracion de TC menor es la produccion total de CH,4. Carulla et al.

(2005), atribuyen la disminucién en la produccion de CH4 de la especie A. mearnsii

al efecto directo de los TC, especie arborea que contiene 61.5% de TC, Mientras

gue en H. brasiletto se encontrd 60.78% de TC.
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Getachewet al. (1998), sefalan que, el aumento en el nivel de concentracion de
sustrato produce disminucion en la produccién de gas ruminal por cada gramo de
MS, debido a la baja proporcion de microorganismos en relacion al sustrato o al
agotamiento del tampon. Aspecto que pudiera asociarse con la disminucion de
CH; en las especies C. elaesagnoides y H. brasiletto analizadas a una

concentracion de 1.0 g.

Tabla VII. Coeficientes de regresion polinomial para la determinacion del volumen
de CH,4 producido a las 24 horas de acuerdo a la especie vegetal, concentracion y
horas post-incubacion

Intercepto Concentracion Horas Horas®
Sustrato Bo B1 B2 Bs
A. sativa 2.52089549"°  -11.7265625*  6.41402337*  -0.11844884*
C. elacagnoides  6.99969843**  -13.15937500**  3.66891287**  -0.06453326**
V. mollis 4.92418048"5  -12.5984375**  4.47458621*  -0.08803983*
P. lasiocarpum  1.425105893"° -9.696875000* 5.195404006**  -0.093010186*
H. brasiletto 4.79146179*  -11.07968750**  3.86153718**  -0.07312975*

"* = No significativo (P>0.05); *=Significativo (P<0.05); ** = Altamente significativo (P < 0.001)

No obstante, al analizar los volumenes totales de CH, obtenidos con niveles
menores de concentracion a 1.0 g (Tablas VI 'y VII; Figura Ill), se observé el mismo
comportamiento en la produccién de este gas; es decir, una disminucién en la
produccion de CH4 (P < 0.05) con las especies arboreas H. brasiletto y C.
elaeagnoides: las cuales produjeron la menor cantidad de CH4 con un nivel de
concentracion de 0.6 g. Estos resultados confirman que el contenido de TC

presentes en estas especies, y no a la saturacion del sustrato, fue lo que ocasion6
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una menor accion de los microrganismos ruminales responsables de la produccion

de CHa.
90
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Figura lll. Determinacién de la produccion de CH,4 a 36 h post-incubacion con
concentracion de 0.6 g de sustrato de especies arbdéreas con contenido de
taninos, utilizando a A. sativa (sin contenido de taninos) como referencia

En la Figura Ill se observa que la produccion maxima de CH4 en H. brasiletto fue
de 49.1 ml a 26 h post-incubacién y C. elaeagnoides presentd la maxima
produccion a 28 h post-incubacion (51.2 ml). Valores inferiores a P.
lasiocarpum,misma que produjo 68.2 ml de CH; como maximo en 28 h. Asi
mismo, la concentracion de 0.6 g de las especies arboreas determin6é que, P.
lasiocarpumprodujol17.0% menos del gas CH,4, en comparacion con la reduccién

del 37.7 y 40.3% de produccion de CH, con las especies C. elaeagnoides y H.
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brasiletto, respectivamente; reduccion en torno a 82.2 ml de produccion maxima

de CH, obtenido con A. sativa (Tabla ViIII).

Por otra parte, en el nivel de concentracion de 0.8 g, se encontraron diferencias
entre tratamientos (P < 0.05), incluido el tratamiento referencial (A. sativa). Dentro
de los tratamientos, con los sustratos que poseen TC, la mayor produccion de CHy4
a 24 h post-incubacion fue para P. lasiocarpum (72.51 ml) y el sustrato que generé
menos gas fueH. brasiletto (51.11 ml) (Tabla VI; Figura 1V). Waghornet al. (2002)
atribuyen que los TC tienen un efecto sobre los protozoarios ruminales y en
consecuencia disminuye la produccion de CH4 hasta en un 16%. Al respecto, C.
elaeagnoides, mostr6 una menor concentracion de TC (Tabla 1V), pero mayor
concentracion de PC (16.7%) y un menor valor de FDN (igual a 40.9%), en
comparacion con los valores de A. sativa: 7.79 y 63.25% para PC y FDN,

respectivamente (Anexo 3).

Tanto la PC y la FDN en C. elaeagnoides, podria ser la respuesta de la menor
producciéon de CH,4 por esta especie arbérea forrajera (Figura 1V). Kume (2002),
sugiere que, la reduccién de CH,4 es atribuido al bajo contenido de FDN y a un alto
contenido de PC. Lo que concuerda con Meagheret al. (2005), ellos utilizaron la
especie M. sativa, misma que esta exenta de TC, pero con bajos niveles de FDN
(34.8%) y alto contenido de PC (30.1%), lo que ocasiona una reduccion en el
volumen de CH,. Jayanegaraet al. (2009), determinaron que los altos contenidos

de FDN en los forrajes ocasiona aumento en la produccion de CHy, debido a que
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cambia la proporcion de acidos grasos volatiles de cadena corta hacia acetato, el

cual produce mas H..
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Figura IV. Determinacion de la produccién de CH4 a 36 h post-incubaciéon con

concentracion de 0.8 g de sustrato de especies arbéreas con contenido de
taninos, utilizando a A. sativa (sin contenido de taninos) como referencia

En la Figura IV se observa que, H. brasiletto produjo como maximo 46.9 ml de CH,
en 26 h post-incubaciéon y C. elaeagnoides 48.6 ml en 28 h post-incubacion.
Valores inferiores (P < 0.05) a los obtenidos por P. lasiocarpum, 66.2 ml en 28 h
post-incubacion. En este nivel de concentracion de substrato (0.8 g), P.
lasiocarpumredujo la producciéon de CH; en 17.1% y H. brasilettoen 41.3%,
tomando como referencia la maxima produccion de CH,4 por A. sativa: 79.9 ml en

28 h post-incubacién (Tabla VIII).
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Tabla VIII. Disminucién de CH4 de acuerdo a la especie vegetal, concentracion y
hora de maxima produccion post-incubacion con respecto a A. sativa

HMP post- Disminucién®
Especie Concentracion incubacion MPCH,;  de CH4 (%)
1g 28 77.5% -
A. sativa 0.8g 28 79.9% -
06g 28 82.2° --
V. mollis 19 26 49.2 36.5
P. lasiocarpum 19 28 64.3 17.0
C. elaeagnoides 19 28 45.9 40.8
H. brasiletto 19 26 46.6 39.9
V. mollis 0.8¢g 26 51.7 35.3
P. lasiocarpum 0.8g 28 66.2 17.1
C. elaeagnoides 0.8g 28 48.6 39.2
H. brasiletto 0.8¢g 26 46.9 41.3
V. mollis 064g 26 54.2 34.1
P. lasiocarpum 0649 28 68.2 17.0
C. elaeagnoides 0649 28 51.2 37.7
H. brasiletto 06¢g 26 49.1 40.3

HMP post-incubacion= Hora de méxima produccion de CH,4 post-incubacién; MPCH,= Méxima
produccion de CH,
&= disminucién de CH, en base a produccién maxima de A. sativa/nivel de concentracion.
Z_ . 7 - .
=Valor tomado como 100% de produccién maxima a un nivel de 1 g
“=valor tomado como 100% de producciéon maxima a un nivel de 0.8 g
?=Valor tomado como 100% de producciéon maxima a un nivel de 0.6 g

Por ultimo y de acuerdo con la Tabla VIIl, las EAF con la menor contribucién
(porcentaje) en la disminucién de CH, fueron: P. lasiocarpum y V. mollis, en los
tres niveles de concentracion analizados. P. lasiocarpum solo fue capaz de
disminuir la produccion de CH, en 17.0%, tomando como referencia a A. sativa.

Mientras que V. molliscontribuyo en la disminucion de CH4 dentro de un rango de
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34.1 a 36.5%, dependiendo del nivel de concentracion. Finalmente, las especies
con un mayor potencial para contribuir a la disminucién de CH4 fueron C.
elaeagnoides y H. brasiletto, no obstante, de acuerdo con el contenido de PC,
FDN y TC, C. elaeagnoides pudiera considerarse como la mejor especie arbérea
forrajera en la alimentacion de los rumiantes y en el control de CH,4. En relacion
con lo anterior,Waghorn (2008) sefiala que el consumo de alimento por los
animales se ve disminuido en dietas con altas concentraciones de taninos. Al
respecto, se tiene que tomar en cuenta la utilizaciéon de H. brasiletto en la dieta de

los rumiantes, por ser el que obtuvo mayor concentracién de TC.
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VIl. Conclusiones

Hubo una correlacion negativa entre la concentracion de las especies arbéreas
forrajeras probadas y el volumen de CHjgeneradoin vitro durante 24 h. Lo que
significa que a mayor concentracion de 0.6 a 1 g,se reduce la produccion de CH,.
Asi mismo, la regresién polinomial establecioé que la especie arborea forrajera que
favorecié la generacion de CH; después de 24 h post-incubacion fueP.
lasiocarpum, en las tres concentraciones;0.6, 0.8 y 1 g. Mientras que H. brasiletto
y C. eleagnoidesfueron las especies arboreas forrajeras con el mayor potencial de
inhibicion de CH4 en 24 h, a concentracion de 1 g. En sintesis, de acuerdo con el
contenido de PC, FDN y TC en C. elaeagnoides es la mejor alternativa tanto para
la alimentacion de los rumiantes como para la inhibiciéon de CH,4, durante la época

de estiaje.
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Anexo 1. Dibujo (disefio) del equipo de extraccion de liquido ruminal
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Anexo 2. Recipiente hermético para recoleccion de liquido ruminal
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Anexo 3. Composicion quimica (%MS) y metabolitos secundarios del heno
de A. sativay de las especies arboreas forrajeras (hojarasca)

Especie Cenizas PC EE ELN FDN FDA TC* FT*
A. sativa 9.73 7.79 056 64.07 63.25 3922 NP ND
V. mollis 9.86 12.14 3.32 62.45 49.84 33.95 10.91 9.22

C. elaeagnoides 1489 16.67 35 5352 409 220 098 221
P. lasiocarpum 10.46 8.84 352 63.46 4757 27.04 196 4.43
H. brasiletto 9.32 11.16 3.2 59.45 48.77 30.25 60.78 19.62

"’= No detectado; TC=Taninos condensados; FT= Fenoles totales; PC= Proteina cruda; EE=
Extracto etéreo; ELN= Extracto libre de nitrégeno; FDN= Fibra detergente neutro; FDA=
Fibra detergente acida; *=Equivalentes a Catequina; **=Equivalentes a Acido Galico
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