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RESUMEN

PALABRAS CLAVE ADICIONALES Se evalué el efecto sobre la produccién de metano de la inclusién creciente (25, 50y 75 %)
de cinco plantas nativas de sabanas inundables (Senna occidentalis, Enterolobium schomburg-
kii, Galactia jussiaeana, Belencita nemorosa y Ambrosia peruviana), sobre una dieta base de
Brachiaria humidicola. Los tratamientos fueron incubados anaerébicamente con fluido ruminal
a 39°C por 24 h y después del proceso de fermentacién, se determiné la produccién de gas,
metano, dcidos grasos voldtiles (AGV), amonio y degradacién de la materia seca (MSD). La
inclusién en la dieta de 50 y 75% de todas las plantas, incrementaron el contenido de amonio
ruminal, con valores entre 189 - 282 mg/L. Ninguna de las plantas modificé la concentracién
de AGVT (44-62 mmol/L). La produccién de metano no se redujo significativamente con ningdn
tratamiento (p>0,05), aunque con S. occidentalis (75%) este pardmetro fue inferior en un 18%,
ademds, se increment6 la MSD y los niveles de butirato, isobutirato y valerato. Con E. schom-
burgkii (75%), la metanogénesis también se redujo en un 15%, sin embargo, esfe efecto estuvo
acompaiiado de una disminucién en la MSD y produccién de gas. En conclusién, ninguna de
las plantas mosird potencial para reducir la produccién de mefano, no obstante, las especies se
convierten en alternativas nutricionales tiles para complementar el aporte proteico de la dieta
en los sistemas ganaderos ubicados en condiciones de sabanas inundables.

Fermentacion in vitro.
Plantas antimetanogénicas.
Dosis.

Rumiantes.

Evaluation of different inclusion levels of floodable savannas native plants on a
Brachiaria humidicola basal diet and their effect on in vitro methane production

SUMMARY

ADDITIONAL KEYWORDS The effect on methane production of increasing levels (25, 50 and 75%) of five native
In vitro fermentation. plants from the floodable savannas (Senna occidentalis, Enterolobium schomburgkii, Galactia
Anfimethanogenic plants. jussiaeana, Belencita nemorosa y Ambrosia peruviana), on a Brachiaria humidicola based

Dose. diet were evaluated. The treatments were anaerobically incubated with ruminal fluid at 39

Ruminants. °C for 24 h, after the incubation period, gas production, methane, volatile fatty acids (VFA),
ammonia and dry matter degradation (DMD) were determined. The inclusion of 50 and 75 %
INFORMATION of all plants in the diet, increased the ruminal ammonia content, with values between 189-282

mg/L. None of the plants modified TVFA concentration (44-62 mmol / L). Methane production
was not significantly reduced with any treatment (p>0.05), although with Senna occidentalis
(75%) this parameter was an 18% lower, in addition, DMD and butyrate, isobutyrate and
valerate levels were increased. With Enterolobium schomburgkii (75%), methanogenesis was
also reduced by 15%, however, this effect was accompanied by a decrease in DMD and gas
production. In conclusion, none of the plants showed potential to reduce methane production,
nevertheless, they become useful nutritional alternatives to supplement the dietary protein in
the livestock systems located under floodable savanna conditions.
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INTRODUCCION

de 2-15% de la energia consumida por el animal, lo
que conlleva a un uso ineficiente de la energia que es

En rumiantes, el metano es el principal gas de efecto
invernadero que se produce a partir de la fermentacién
entérica de los alimentos. Este gas es conocido por
contribuir con la destruccién de la capa de ozono y el
calentamiento global (Broucek, 2014). La produccién
de metano ruminal ademds de generar un impacto
ambiental negativo, también representa una pérdida

aportada en la dieta (Giuburunca et al., 2014).

Entre las alternativas de mitigacién natural de
metano ruminal con mayor atencién actualmente, se
encuentra el uso de plantas y sus metabolitos secun-
darios, los cuales presentan propiedades bioactivas
que permiten cambiar los patrones de fermentacién y
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a través de diferentes mecanismos de accion reducen
la metanogénesis (Durmic y Blache, 2012; Bodas et al.,
2012; Patra y Saxena, 2010).

El efecto de los metabolitos secundarios sobre la
producciéon de metano varia dependiendo del tipo de
metabolito, concentracién en la planta, la dosis y su
interaccién con la dieta base de los animales. En dosis
moderadas, estos compuestos reducen la producciéon
de metano sin afectar la fermentacion de los sustratos,
sin embargo en dosis altas, algunos metabolitos redu-
cen la metanogénesis como consecuencia de inhibir
casi en su totalidad la fermentacién ruminal (Bodas
et al., 2012; Patra y Saxena, 2010). Bodas et al. (2008)
encontraron que la inclusion de un 10% de Rheum no-
bile y Carduus pycnocephalus en una dieta base, redujo
la produccién de metano en mds de 25%. Zmora et al.
(2012) reportan reducciones entre 5 - 38% al incluir en
la dieta de 25 a 50% de Salvia officinalis L. Zeleke et al.
(2006) con una inclusién del 20% de las plantas Acacia
angustissima y Sesbania sesban encontraron valores de
metano entre 12-37% menores a la dieta control. Por
su parte Li ef al. (2014) demostraron que la planta Ere-
mophila glabra la cual en altas dosis presenta efectos
potencialmente dafiinos para los rumiantes, puede ser
suministrada hasta un 15% en la dieta, sin afectar pa-
rametros de fermentacion y reduciendo la producciéon
de metano en un 32%.

Las sabanas inundables, presentes con mas de 5
millones de hectareas en paises como Colombia y Ve-
nezuela, son de importancia para el desarrollo de la
cria y levante de bovinos en pastoreo extensivo (Pe-
fuela et al., 2011; Rodriguez et al., 1997). La base forra-
jera son especies vegetales (gramineas y leguminosas)
adaptadas a las condiciones adversas de inundacién
y sequia, las cuales garantizan la alimentacién para el
ganado durante el ano (Pefiuela ef al., 2011). Estudios
previos indicaron que las plantas Senna occidentalis,
Enterolobium schomburgkii, Galactia jussineana, Belenci-
ta nemorosa y Ambrosia peruviana, nativas de sabanas
inundables, presentaron propiedades antimetanogé-
nicas cuando fueron incubadas como tnico sustrato
con liquido ruminal durante 24 h (Vélez et al., 2015),
no obstante, atin se desconoce si el efecto persiste bajo
un escenario donde interaccionan con una dieta base.
De esta manera, se hace necesaria la realizacion de

estudios que permitan identificar las dosis requeridas
de cada planta para alcanzar los efectos mas favora-
bles sobre la fermentacién. Por esta razén, el objetivo
del presente trabajo fue evaluar diferentes niveles de
inclusion de las plantas Senna occidentalis, Enterolobium
schomburgkii, Galactia jussiaeana, Belencita nemorosa y
Ambrosia peruviana sobre una dieta basal de Brachiaria
humidicola y su efecto sobre la produccién de metano y
otros parametros fermentativos.

MATERIALES Y METODOS

MATERIAL VEGETAL

Se realizé un recorrido por diferentes sistemas ga-
naderos ubicados en condiciones de sabanas inunda-
bles para recolectar muestras de hojas y tallos de las
plantas Senna occidentalis, Enterolobium schomburgkii,
Galactia jussiaeana, Belencita nemorosa y Ambrosia peru-
viana. También se tomaron muestras de la especie Bra-
chiaria humidicola, la cual fue utilizada como sustrato
durante las pruebas de fermentacién debido a que es
una especie que se encuentra bajo estas condiciones
(Penwuela et al., 2011) y ademas es usada como una de
las principales fuentes de alimentacién para bovinos
en pastoreo.

Las muestras se recolectaron y almacenaron en bol-
sas negras de polietileno bajo refrigeracion (4-6 °C)
hasta su traslado al laboratorio donde se secaron en un
horno de ventilacién forzada a 60°C por 48 h y fueron
molidas a través de un tamiz de 1 mm en un molino
Wiley (Arthur H. Thomdas Company. Philadelhia).

TRATAMIENTOS

Se evaluaron 3 niveles de inclusién (25, 50 y 75%)
de 5 plantas sobre una dieta base (sustrato), en una
prueba de fermentacién in vitro durante 24 h. El sus-
trato estuvo compuesto por la especie B. humidicola, la
cual se fue reemplazando con cada una de las plantas
(S. occidentalis, E. schomburgkii, G. jussiaeana, B. nemorosa
y A. peruviana) de acuerdo a los respectivos niveles de
inclusién. De esta manera, las proporciones de reem-
plazo fueron: 25% (0,25 g/g MS), 50% (0,50 g/g MS) y
75% (0,75 g/g MS). La tabla I muestra algunas carac-
teristicas botdnicas y el valor nutricional de las plantas
evaluadas.

Tabla I. Composicién nutricional y algunas caracteristicas taxonémicas de las plantas estudiadas (Nutritional
composition and some taxonomic characteristics of the studied plants).

B.h B.n E.s Ap S.o Gj

Constitucion Herbacea Arbustiva Arbdrea Herbacea Herbacea Herbacea voluble
Familia Poaceae Capparaceae Mimosaceae Asteraceae Caesalpiniaceae Fabaceae
MS (g/Kg) 946 927,4 953,5 914,8 945,1 926,2
Proteina (g/Kg MS) 52,1 181,5 181,2 2574 276,1 187,7

FDN (g/Kg MS) 699,8 439,8 416,6 443 2241 456,2

EE (g/Kg MS) 12,8 21,8 49,8 47,5 34,1 19,5
Cenizas (g/Kg MS) 45,8 58,2 97,3 1054 86,1 79,3

B.h: Brachiaria humidicola; B.n: Belencita nemorosa; E.s: Enterolobium schomburgkii; A.p: Ambrosia peruviana; S.o: Senna occidentalis;
G.j: Galactia jussiaeana.MS: materia seca; FDN: fibra detergente neutra; EE: extracto etéreo.
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FERMENTACION IN VITRO

Para las pruebas de fermentacion, se utilizo la téc-
nica de produccién de gases siguiendo la metodologia
propuesta por Theodorou et al. (1994). El in6culo se
obtuvo de cuatro vacas Holstein canuladas al rumen
que consumian una dieta a base de pasto kikuyo (Pen-
nisetum clandestinumy). El fluido ruminal fue transporta-
do al laboratorio en termos previamente estabilizados
a 39°C, donde se filtr6 a través de bolsas de nylon con
tamano de poro de 53 pm y se satur6 con CO,. Durante
la incubacion, el liquido ruminal de cada animal se
utiliz6 por separado y cada uno sirvié como repeticion
para el analisis estadistico.

Un dia antes del ensayo, se pesaron y adicionaron
0,5 g de cada tratamiento en frascos de vidrio de 110
ml. Los tratamientos fueron incubados con 10 ml de
fluido ruminal + 40 ml de medio de cultivo segin
Goering y Van Soest (1970). También se incluyeron
tratamientos control (eg. indculo + sustrato) y blancos
(eg. in6culo) para corregir por los gases generados por
los microorganismos presentes en el liquido ruminal
(Lopez et al., 2007). En total se evaluaron 16 tratamien-
tos (5 plantas* 3 dosificaciones + un control) con 4
repeticiones (indculos), y tres blancos por inéculo para
un total de 76 unidades de fermentacion. Los frascos
se sellaron anaerébicamente con tapas de caucho y
agrafes de aluminio y se llevaron a una estufa de ven-
tilacién forzada a 39°C por 24 h.

V ARIABLES EVALUADAS

Después de las 24 h de fermentacion, se determino:
produccién de gas, metano, pH, dcidos grasos volatiles
(AGYV), amonio y la degradacién de la materia seca
(MSD).

La presion originada por los gases producto de
la fermentacién se determiné usando un transductor
digital de presion (T443A - Bailey y Mackey, Inglate-
rra) al cual se le acoplé una aguja que fue insertada a
través de la tapa de caucho de los frascos, indicando la
presion en libras por pulgada cuadrada (PSI). Los da-
tos de presion se utilizaron en un modelo de regresién
cuadratico estimado en el laboratorio, para calcular el
volumen de produccién de gas corregido por la pre-
siona atmosférica.

Para determinar la produccién de metano se toma-
ron muestras de los gases generados y se inyectaron
en viales de 10 ml para luego ser analizados en un cro-
matégrafo de gases Shimadzu (GC-2014) con detector
FID en estacion de datos GC-Solution, una columna
HP- Molsiv de 30m de longitud, 0.32mm de didmetro
interno y 12um de espesor de pelicula. Se usé helio
como gas de arrastre con un flujo ajustado a 37.9 ml/
min. Las muestras se inyectaron por duplicado en el
cromatégrafo de forma manual con jeringas GasTight®
de 1.00 mL y la produccién de metano se estim6 como
proporcién de la produccion total de gas.

Los frascos fueron ubicados dentro de bandejas con
hielo para detener la fermentacién. Posteriormente se
abrieron para medir el pH del medio de incubacién con
un pH-metro (Metrohm).

Para los AGV’s (acetato, butirato, propionato, is-
obutirato, valerato) se tomaron muestras del sobre-
nadante (0,8 ml) y se mezclaron con 0,5 ml de una
soluciéon desproteinizante y acidificante (10% &cido
metafosforico y 0,06% acido croténico p/v en HCI 0,5
N). Seguidamente se centrifugaron (13.000 rpm por 12
minutos a 4°C) y se almacenaron a 4°C hasta su anali-
sis. Los AGV’s fueron estimados en un cromatégrafo
de gases Shimadzu (GC-2014) equipado con detector
FID en estacién de datos GC-Solution con autoinyector
AOC-20is y una columna HP- FFAP de 25 m de longi-
tud, 0,32 mm de didmetro interno y 0,5 pm de espesor
de pelicula. Las temperaturas de deteccién, puerto
de inyeccion y detector FID fueron 260, 260 y 280°C
respectivamente. Se utilizé helio como gas de arrastre
a un flujo de 51,7 mL/min. La cuantificacién se realiz6
mediante la comparacion entre muestras problema y
estandares (materiales de referencia certificados Dr.
Ehrestorfer®).

El contenido de amonio se determiné siguiendo
la metodologia propuesta por la AOAC (2005). Una
muestra de 5 ml del sobrenadante fue estabilizada con
5 ml de acido clorhidrico (0,5 N) en tubos Falcon. Pos-
teriormente, en una centrifuga (Biofuge Primo R He-
raeus®) se centrifugaron a 4000 rpm durante 4 minutos
a 4°C. El amonio se determiné usando un electrodo
selectivo (ISE-NH3-N, Metrohm) con el cual se realiz6
una curva de calibracion, la cual sirvié para estimar la
concentraciéon de amonio de cada muestra.

Para la determinacion de la MSD, el contenido de
los frascos se filtré inmediatamente a través de cri-
soles filtrantes Schott Duran® (poro de 0,5 mm). Los
residuos se secaron a 60 °C por 48 h. El porcentaje de
MS degradada se estimé por diferencia de peso antes
y después del proceso de fermentacion.

Los resultados de los pardmetros evaluados se ex-
presan por unidad de materia seca degradada, dado
que esta es la fraccién disponible para el metabolismo
corporal de los animales, y por tanto es la que mas
interesa (Dijkstra et al., 2011).

ANALISIS ESTADISTICO

El disefio experimental tuvo un arreglo completa-
mente al azar, y los datos de cada parametro evaluado
(produccién de gas, metano, pH, AGV’s, amonio y la
MSD) fueron sometidos a analisis de varianza de una
via, utilizando el software estadistico InfoStat (2013).
Cuando se encontraron diferencias entre medias de
tratamientos, se uso6 la prueba de promedios de Tukey
(p<0,05). También se realizaron analisis de regresion
lineal y cuadrética para evaluar el efecto de la dosifi-
cacién de cada planta sobre los parametros evaluados.
Las regresiones se declararon significativas con un
p<0,05.

RESULTADOS

En general, se encontraron diferencias estadisticas
entre los tratamientos evaluados para las variables pro-
duccién de gas, metano, AGV (totales e individuales),
amonio y la MSD (p<0,05). El pH no se vio afectado
con la aplicacién de los tratamientos (p>0,05), man-
teniéndose en un rango entre 6,44 y 6,63, apropiado
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para promover la actividad de la mayoria de microor-
ganismos ruminales y por lo tanto una fermentacién
adecuada (Posada y Noguera, 2005). La tabla IT mues-
tra las caracteristicas fermentativas que se obtuvieron
con la inclusién de cada una de las plantas evaluadas
a la dieta base.

La degradaciéon de la materia seca se incrementé
linealmente (p<0,05) con la adicion de la especie S. oc-
cidentalis (entre 12 — 26%). Con la inclusién de 50 y 75%
de las especies A. peruviana y G. jussiaeana en la dieta,
también se incremento la degradacion con respecto al
control (p<0,05), mientras que la planta E. schomburgkii
redujo linealmente (p<0,05) este parametro, presen-
tando el valor mas bajo con respecto al control, con la
inclusion del 75% (36,25 Vs 44,17 %, - p<0,05).

La produccién de gas se redujo linealmente (p<0,05)
al suministrar en la dieta la planta A. peruviana. La
inclusién de 75% de E. schomburgkii también causo efec-
tos negativos en comparacién con el control (p<0,05).
Las especies B. nemorosa, G. jussiaeana 'y S. occidentalis
presentaron valores de produccién de gas similares
a los encontrados en la dieta control (203-240 ml/g
MSD - p<0,05).

Los mayores volimenes de metano se encontraron
cuando se adicion¢ la planta B. nemorosa en todos sus
niveles, y con la dosificacién del 25% de A. peruviana
(p<0,05). Por su parte, los menores voltiimenes de meta-
no se obtuvieron con la adicién del 75% de las especies
S. occidentalis y E. schomburgkii (54 y 56 ml/g MSD),
estos valores a pesar de que no mostraron diferencias
estadisticas con la dieta control, estuvieron por debajo
en un 18 y 15% respectivamente.

Tabla II. Caracteristicas fermentativas in vitro de cada una de las plantas evaluadas con sus respectivos
niveles de inclusién (25, 50 y 75%) después de 24h de fermentacion (in vitro fermentation characteristics of each of the
evaluated plants with their respective inclusion levels (25, 50 and 75%) after 24 hours of fermentation).

Planta Inclusion (%) pH 'V('OSASZ Prz’rgl‘;gc,\ifgg)as (ml\lﬂ/gti/lnsoo) Amonio (mg/L)
B.h' 0 6,55° 44,179 239 66 1100
25 6,56° 56,37 218 71 163
S.o 50 6,512 62,60° 20400 65 258
75 6,45° 69,80 203 540 282
Regresion Lineal NS 0,0123 NS NS 0,0220
(p-valor) cuadratica NS NS 0,0476 NS NS
25 6,50° 42,750 217 B4 164%
E.s 50 6,63° 39,041 2207 66 193¢
75 6,60° 36,25 1910 56° 237
Regresién Lineal NS 0,0128 NS NS 0,0062
(p-valor) cuadratica NS NS NS NS NS
25 6,49° 48,55¢%9 234 B4 148%
Gj 50 6,55° 51, 54ccer 231 77 145¢
75 6,472 51, 440 234 77% 189
Regresién Lineal NS NS NS NS NS
(p-valor) cuadratica NS NS NS NS NS
25 6,557 46,660 240° 87° 194
B.n 50 6,447 46,44% 2090 830 23130c
75 6,55° 44,609 230° g7 235
Regresién Lineal NS NS NS NS NS
(p-valor) cuadratica NS NS NS NS 0,0312
25 6,537 49,1500 231° 85 180
Ap 50 6,59° 53,92 182:¢ 71 2000
75 6,50° 53,31 169° B4 208
Regresion Lineal NS NS 0,0408 NS 0,0409
(p-valor) cuadratica NS NS NS NS NS
E.E? 0,05 1,03 8,01 52 12,22

'B.h: Brachiaria humidicola; S.o: Senna occidentalis; E.s: Enterolobium schomburgkii; G.j: Galactia jussiaeana; B.n: Belencita nemorosa;

A.p: Ambrosia peruviana.

2MSD: Materia seca degradada.

SError estandar

NS: regresion lineal o cuadratica no significativa.

Medias en la misma columna con diferente letra son estadisticamente diferentes (p<0,05).
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La produccién de amonio se incremento linealmen-
te con la adicién de las plantas S. occidentalis, E. schom-
burgkii, A. peruviana y cuadraticamente con B. nemorosa
(p<0,05). Para estas plantas, los mayores niveles de
amonio se encontraron con las dosificaciones de 50
y 75%, con valores entre 193 — 282 mg/L, los cuales
fueron superiores a los encontrados para el control
(110 mg/L - p<0,05). La especie G. jussiaeana solo in-
cremento los niveles de amonio con la dosificacién del
75% (189 Vs 110 mg/L - p<0,05).

En comparaciéon con los valores obtenidos con la
dieta control, ninguna de las plantas evaluadas y sus
respectivas dosificaciones generaron cambios en las
concentraciones de AGVT, a excepcién de la dosifi-
cacién del 50% de S. occidentalis que generd aumento
en este parametro (62 Vs 48 mmol/L — p<0,05) (tabla
IID). El acetato fue similar en todos los tratamientos en
estudio con respecto a la dieta control. El butirato se

increment6 con la dosificacion de B. nemorosa (lineal-
p<0,05) y S. occidentalis (lineal y cuadrético — p<0,05),
no obstante, se redujo con la adiciéon de A. peruviana
(lineal- p<0,05). Las concentraciones de propionato fue-
ron similares entre los diferentes niveles de inclusién
de las plantas experimentales y la dieta control, encon-
trandose valores entre 11,1 — 14,6 mmo/L. Los niveles
de isobutirato se incrementaron linealmente con las
plantas, E. schomburgkii, G. jussiaeana y S. occidentalis
(p<0,05), sin embargo, los incrementos solo fueron dife-
rentes con respecto al control con esta tltima planta en
todas sus dosificaciones (p<0,05). Las proporciones de
valerato se aumentaron con la inclusion creciente de las
especies S. occidentalis (lineal y cuadratico — p<0,05), B.
nemorosa (lineal — p<0,05), G. jussiaeana (lineal — p<0,05)
y A. peruviana (cuadratico — p<0,05), observandose los
mayores niveles con respecto al control, con la dosifi-

Tabla III. Produccién de acidos grasos volatiles individuales y totales después de 24h de fermentaciéon —
mmol/L (Production of individual and total volatile fatty acids after 24 hours of fermentation — mmol/L).

Planta Inclusion (%) Acetato Butirato Propionato Isobutirato Valerato AGVT? Relacion A:P?
B.h' 0 35,740 3,20 12,42 0,18° 0,18¢ 480 2,62°
25 39,3% 4,150c 13,9%0c 0,328 0,40° 58w 2,84%
S.o 50 42,10 4,6% 14,0%0c 0,49° 0,61 620 3,020
75 40,9° 4,9° 13, 1a0e 0,61° 0,79° 60 3,11%
Regresion Lineal NS 0,0281 NS 0,0020 0,0010 NS 0,0156
(p-valor) cuadratica NS 0,0347 NS NS 0,0098 NS 0,0298
25 36,1 3,700 13,30c 0,215 0,24° 540e 2,710
Es 50 32,15 3,30 11,70 0,220 0,23 48 2,670
75 30,0¢ 2,8° 11,1¢ 0,25% 0,24° 440 2,70°
Regresién Lineal NS NS NS 0,0161 NS NS NS
(p-valor) cuadratica NS NS NS NS NS NS NS
25 38,3 3,700 14,5 0,23% 0,25¢ 57a0e 2,65°
GJ 50 39,0% 3,6%° 14,82 0,25% 0,28% 58w 2,65°
75 38,7% 3,6%° 14,6% 0,27% 0,30% 57 2,65°
Regresién Lineal NS NS NS 0,0306 0,0413 NS NS
(p-valor) cuadratica NS NS NS NS NS NS NS
25 37,5 3,40 13,6%¢ 0,21 0,25¢ 55be 2,69°
B.n 50 36,7 3,8 13,000c 0,200 0,27 54be 2,83%
75 38,0 3,50¢ 13,0e0e 0,22 0,30% 55e 2,94
Regresion Lineal NS 0,0232 NS NS 0,0379 NS 0,0074
(p-valor) cuadratica NS NS NS NS NS NS NS
25 36,8 3,730 13, 1a0c 0,19% 0,25¢ 540e 2,82%
Ap 50 37,7 3,50 12,50c 0,19 0,28% 54 3,04%
75 35,6 2,7¢ 11,10 0,18 0,28 5Qae 3,26°
Regresién Lineal NS NS NS NS NS NS 0,0003
(p-valor) Cuadratica NS 0,0297 NS NS 0,0274 NS 0,0093
E.E* 1,5 0,3 0,6 0,03 0,03 2,39 0,10

'B.h: Brachiaria humidicola; S.o: Senna occidentalis; E.s: Enterolobium schomburgkii; G. j: Galactia jussiaeana; B.n: Belencita nemoro-

sa; A. p: Ambrosia peruviana.

2AGVT: Acidos grasos voldtiles totales.
3A:P: relacion acetato:propionato.

“Error estandar.
NS: regresion lineal o cuadratica no significativa.

Medias en la misma columna con diferente letra son estadisticamente diferentes (p<0,05).
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cacion del 75% de S. occidentalis (1,31 Vs 0,37 mmol /L)
y B. nemorosa (0,53 Vs 0,37 mmol/L).

Los diferentes niveles de inclusién de las plantas S.
occidentalis, E. schomburgkii, G. jussiaeana y B. nemorosa
no afectaron la relacién acetato:propionato (A:P) en
comparacion con la dieta control (p<0,05), sin embargo
este pardmetro se incremento lineal y cuadraticamente
con la especie A. peruviana, siendo la dosificacién del
75% la que mostro ser diferente (p<0,05) a lo encontra-
do con la dieta base (3,26 Vs 2,62).

DISCUSION

El presente estudio tuvo como objetivo, identificar
un nivel de inclusién especifico de plantas nativas de
sabanas inundables sobre una dieta base, que permitie-
ra reducir la producciéon de metano después de 24 h de
fermentacion con microorganismos ruminales (figura
1). Los resultados demostraron que la produccién de
metano no se redujo con la mayoria de los tratamientos
evaluados, no obstante, la maxima inclusién (75%) de
las plantas S. occidentalis y E. schomburgkii generaron
valores inferiores en un 18 y 15% respectivamente, con
respecto a la dieta control. A pesar de que estos niveles
no fueron estadisticamente diferentes, algunos auto-
res consideran representativas reducciones entre 10 y
15% (Bodas et al., 2008; Garcia-Gonzélez et al., 2008).
Por esta razén, en la discusién a continuacion se hara
principal énfasis en el efecto general de la alta inclusién

de estas dos plantas sobre la produccién de metano y
demas parametros fermentativos evaluados.

La inclusién del 75% de la especie herbacea S.
occidentalis, conocida por su alto contenido de antra-
quinonas (Lombardo ef al., 2009), ademés de presentar
una tendencia a reducir la produccién de metano con
respecto a la dieta control, también gener¢ altos incre-
mentos en la MSD y la sintesis de amonio. Por su parte,
en el perfil de AGV se observaron incrementos en los
niveles de butirato, isobutirato y valerato. Estos resul-
tados coinciden con otros estudios en donde se ha eva-
luado el efecto de antraquinonas sobre la producciéon
de metano. En compuestos como 9,10 antraquinona,
Garcia-Lopez et al. (1996) encontraron que en dietas
a base de forrajes, la metanogénesis se redujo entre
36-78 %, ademas, observaron un marcado aumento en
la proporcién de valerato, isovalerato y butirato. Con
este mismo compuesto, Sirohi et al. (2011) reportan au-
mentos en las concentraciones de amonio (>140 mg/L),
sintesis de proteina microbiana (61-76 mg) y digestibi-
lidad de MS (65-68%) en dietas altamente fibrosas. A
pesar de las similitudes encontradas con los estudios
reportados anteriormente, Garcia-Lopez et al. (1996) y
Ebrahimi et al. (2011) también encontraron incrementos
en las concentraciones de propionato. Este resultado
contrasta con lo observado en el presente estudio, en
donde los niveles de este compuesto permanecieron
constantes.

CH4 (ml / g MSD)

—€—-S0 —@O-Es —€

% Inclusion

G.j B.n —@—Ap

40 60 80

Figura 1. Efecto de la dosificacién de las plantas a la dieta base (B. humidicola) sobre la produccién de metano
in vitro, después de 24h de fermentacion (Effect of the dosification of the plants to the base diet (B. humidicola) on the in vitro

methane production after 24 hours of fermentation).

S.o: Senna occidentalis; E.s: Enterolobium schomburgkii; G.j: Galactia jussiaeana; B.n: Belencita nemorosa; A.p: Ambrosia peruviana.

Las lineas verticales sobre cada punto corresponden al error estandar.
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La similitud entre los estudios realizados con 9,10
antraquinona y los encontrados con la planta S. occiden-
talis, sugieren que las antraquinonas que se reportan
en esta especie (Vashishtha et al., 2009; Lombardo et
al., 2009) pueden estar contribuyendo con la menor
produccién de metano observado con este nivel de
inclusion, no obstante, en las hojas de esta planta, tam-
bién se han encontrado otros compuestos como fla-
vonoides, alcaloides, taninos, florotaninos, saponinas,
entre otros (Yadav et al., 2010) los cuales podrian tener
una participacién importante a través de interacciones
sinérgicas (Bhatta, 2015). Futuras investigaciones se
requieren en esta area.

Los altos valores de MSD obtenidos con la planta S.
occidentalis (56-70%), son similares a los obtenidos por
Vélez et al. (2015). Este efecto pudo estar determinado
por los elevados niveles de amonio resultante de la
degradacién de la proteina, el cual es utilizado como
fuente de nitrogeno por las poblaciones ruminales y
por lo tanto es un factor determinante en la sintesis de
células microbiales (Bryant y Robinson, 1962), las cua-
les favorecen una mayor degradacién de los compo-
nentes fibrosos de la dieta (Van Soest, 1982). La sintesis
de células microbiales también se pudo beneficiar por
los incrementos en los niveles de isobutirato, un 4cido
graso de cadena ramificada que surge a partir de la
fermentacion de los aminoacidos de cadena ramificada
y que es requerido para el crecimiento de la mayoria
de los microorganismos ruminales y una adecuada de-
gradacion de los componentes estructurales de la dieta
(Wang et al., 2015). Varias investigaciones reportan el
efecto benéfico del isobutirato en la degradaciéon de la
materia seca (Cummins y Papas, 1985), FDN (Yang,
2002) y hasta en reducir las emisiones de metano en
novillas (Wang et al., 2015).

Los menores volimenes de metano observados,
y el efecto constante sobre los niveles de propionato,
indican que los H, provenientes de la degradacion del
sustrato fueron utilizados por vias alternas, evitando
asi su acumulacién y posterior efecto adverso sobre la
fermentacion. La mayor proporcién de butirato indica
que la concentraciéon de H, se redujo, ya que durante
la formacién de este compuesto a partir de 1 mol de
glucosa, se liberan menos H, comparados con la forma-
cién de acetato (Ungerfeld, 2015; Buccioni et al., 2015).
De esta manera, los H, disponibles fueron usados en la
produccién de valerato (AGV glucogénico) (Kebreab et
al., 2008; Ellis et al., 2008) y para una mayor sintesis de
biomasa microbiana (Leng y Preston, 2010).

A pesar de los efectos positivos que se observaron
con la méaxima inclusién de S. occidentalis sobre algunos
pardmetros fermentativos, existe una desventaja y es
su manifiesta toxicidad en varias especies animales
(Vashishtha et al., 2009). En bovinos se han encon-
trado casos de intoxicacion espontanea con animales
en pastoreo (Mussart et al., 2013; Carmo et al., 2011),
sin embargo, este efecto se atribuye especialmente al
consumo de sus semillas (Rogers et al., 1979; Barros et
al., 1990; Barth et al., 1994). A pesar de que atin no se
conoce el compuesto toxico con precision, al parecer en
rumiantes la toxicidad depende de la parte de la plan-
ta consumida y la cantidad (Yadav et al., 2010). Para
considerar el uso de S. occidentalis en la nutricién de
bovinos, aun se requieren estudios que permitan iden-
tificar el nivel de inclusién adecuado (dosis minima
y letal) que no afecte el desempefio y bienestar de los
animales. A su vez, es necesario aislar los compuestos
secundarios presentes en esta planta para verificar el
potencial antimetanogénico de cada uno de ellos en
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experimentos in vitro de larga duracién y su posterior
andlisis en experimentos in vivo.

Otra especie que redujo la produccion de metano
con respecto a la planta control fue E. schomburgkii, con
la dosificacién del 75 %. Con este nivel de inclusién
también se observé un efecto positivo en la sintesis de
amonio, y negativo sobre la MSD y la produccién de
gas. Evidentemente, estos resultados indican que el
principal mecanismo por el cual se encontraron me-
nores valores de metano con esta planta, es porque se
afect6 la MSD (Bodas et al., 2012; Durmic et al., 2010),
sin embargo, no se observaron reducciones en las pro-
porciones de los principales AGV (acetato, butirato y
propionato) y tampoco en los AGVT. Efectos similares
se han encontrado en las plantas Biserrula pelecinus L. y
Eremophila glabra (Banik et al., 2013; Li, 2013).

En la técnica de produccion de gases, los sustratos
degradados son convertidos en AGV’s, CO,, CH,, agua
y células microbianas (Getachew et al., 1998; Makkar,
2005). La produccién de gas refleja cuanto del sustrato
degradado se utiliz6 principalmente para la formacién
de AGV’s (Getachew et al., 1998). A pesar de que la
inclusién del 75 % de la especie E. schomburgkii dismi-
nuy6 la MSD y la produccién de gas, la fermentacion
del sustrato se mantuvo en niveles adecuados como
para que no se afectara la concentracién de los AGVT.
La menor produccién de gas se puede atribuir a que
se redujo la proporcién de metano presente en el gas
(Banik et al., 2013), lo que sugiere un efecto adverso
sobre la metanogénesis. Aparentemente, el efecto de
los compuestos secundarios presentes en la especie E.
schomburgkii afectan negativamente a las poblaciones
de microorganismos ruminales en general, siendo este
efecto menor en los microorganismos celuloliticos y
posiblemente mayor sobre las poblaciones de bacterias
metanogénicas. Futuras investigaciones se requieren
en esta area.

Una reduccion en la degradacion de los sustratos
es un efecto poco deseable ya que se reduce la dispo-
nibilidad de nutrientes para el animal, lo que repercute
directamente sobre el desempefio productivo (Bodas et
al., 2012). En la especie E. schomburgkii, 1a MSD solo se
vio afectada con la dosificacién del 75 %. Lo anterior
indica, que es posible encontrar niveles de inclusién
adecuados entre 50 y 75 % que permitan reducir la
producciéon de metano con el menor impacto sobre la
degradacién del sustrato.

En general, la inclusién de las plantas evaluadas (G.
jussiaeana, S. occidentalis, E. schomburgkii, A. peruviana
y B. nemorosa) al sustrato base de B. humidicola mejo-
raron la calidad de la dieta, especialmente en cuanto
al contenido proteico. Las dosificaciones de 50 y 75%
de estas especies incrementaron los niveles de amonio
ruminal, con valores entre 189 - 282 mg/L cercanos a
los recomendados por Leng. (1990) para dietas a base
de forrajes tropicales de baja digestibilidad, los cuales
deben estar por encima de 200 mg/L para una adecua-
da sintesis de proteina microbial. Aunque las plantas G.
jussiaeana, A. peruviana 'y B. nemorosa no disminuyeron
la produccién de metano, tampoco afectaron las con-
centraciones de acetato, butirato, propionato y AGVT.
Algunas de ellas generaron tendencias a incrementar
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linealmente los niveles de butirato (B. nemorosa) y va-
lerato (B. nemorosa y G. jussiaeana). Los resultados de-
muestran que estas plantas son ttiles como alternativas
nutricionales para los sistemas ganaderos, en especial
para suplementar el contenido proteico de la dieta, uno
de los nutrientes mas limitantes para rumiantes bajo
condiciones tropicales (Soliva et al., 2008; leng, 1990).
De esta manera se promueve el uso de plantas poco
conocidas o subutilizadas en los sistemas productivos
ubicados en sabanas inundables (FAO, 2012), en busca
de una mayor eficiencia alimenticia, que en tltimas
conlleva a una menor produccién de metano por uni-
dad de producto (carne o leche) (Knapp et al., 2014).

Con las especies S. occidentalis y E. schomburgkii
antes de considerarlas como alternativas nutricionales,
se recomienda evaluar el efecto de la alta inclusién
de estas plantas sobre el ecosistema ruminal, a través
de experimentos de larga duracién en sistemas de
fermentacién continuos (eg. Rusitec) que permitan
confirmar la menor produccién de metano observada
en el presente estudio, la persistencia del efecto y el
comportamiento de otros pardmetros fermentativos en
general a través del tiempo.

CONCLUSIONES

Después del proceso de fermentacién, ninguna de
las plantas evaluadas y sus respectivas dosificaciones
redujo significativamente la producciéon de metano,
no obstante, la inclusiéon del 75% de las especies S.
occidentalis y E. schomburgkii disminuy6 este pardmetro
en un 18 y 15% respectivamente. La alta inclusién de
S. occidentalis también generd efectos positivos sobre
la MSD y los niveles butirato, isobutirato y valerato,
por su parte, E. schomburgkii disminuy6 la MSD vy la
produccién de gas, sin llegar a afectar la concentracion
de AGVT. Estos altos niveles de inclusién, podrian
ser considerado como los mas adecuados para lograr
reducciones en la produccién de metano, sin embargo,
estos resultados deben ser interpretados con precau-
cién, dado que un alto consumo de la planta S. occiden-
talis puede ser toxica para los animales, mientras que E.
schomburgkii puede afectar la digestibilidad de la dieta.

La inclusién entre 50 y 75% de las especies evalua-
das (G. jussiaeana, S. occidentalis, E. schomburgkii, A. pe-
ruviana 'y B. nemorosa), incrementaron las concentracio-
nes de amonio, a niveles 6ptimos para una adecuada
sintesis de proteina ruminal en dietas a base de forrajes
tropicales. A excepcion de las plantas S. occidentalis y E.
schomburgkii las cuales atin requieren investigaciones
mas profundas para su uso en la nutricién de rumian-
tes, las especies G. jussiaeana, B. nemorosa y A. peruviana
se constituyen en alternativas nutricionales para su uso
en sistemas productivos ubicados en condiciones de
sabanas inundables.
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