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CAPACIDAD DESFAUNANTE SOBRE LA PRODUCCION DE METANO

Diego Felipe Portela Diaz, M. C.
Colegio de Postgraduados, 2012

RESUMEN

Actualmente se necesitan alternativas que disminuyan la emision de metano asociada a la
produccién ganadera, una opcion, es el uso de plantas que contienen metabolitos secundarios y
causan la desfaunacion ruminal. El presente estudio tuvo como objetivo principal, evaluar la
capacidad desfaunante in vitro de diferentes plantas y subproductos agricolas, asi como su efecto
en algunas variables de fermentacion ruminal, poblacién de microorganismos, produccion de
dioxido de carbono y metano. En la primera fase, se evaluaron 10 plantas y 6 subproductos
agricolas. El follaje del chicalote blanco (Argemone ochroleuca) y el subproducto, cascabillo de
café (Coffea arabica) fueron seleccionados, ya que presentaron la mayor capacidad desfaunante.
A la 96 h de incubacion, el follaje de chicalote presento la mayor produccion (P<0.05) de acido
butirico, mientras que, el cascabillo de café tuvo menor produccion (P<0.05) de acético y
butirico. Para la segunda fase, el cascabillo de café estimulé la mayor (P<0.05) DIVMS de la
alfalfa a las 72 h de incubacién. El farmaco Secnidazol® resulto el mejor desfaunante, 100%
efectivo, no afecta la poblacion de bacterias ruminales totales y disminuye la produccion de
biogas y metano. A las 72 horas de incubacién el porcentaje de metano en el biogas producido
represento 17.13, 14.09 y 5.13%, para los tratamientos con chicalote, cascabillo de café y

Secnidazol®, respectivamente.
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IN VITRO EVALUATION OF AGRICULTURAL BY-PRODUCTS AND PLANTS WITH
DEFAUNANT CAPACITY ON METHANE PRODUCTION

Diego Felipe Portela Diaz, M. C.
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ABSTRACT

New alternatives to decrease methane emissions related to the husbandry production systems are
required, the use of plants containing secondary metabolites that produce defaunation of the
rumen is an option. The main objective of the present research was to evaluate the defaunation
ability of different plants and agricultural by-products in vitro, as well as, their effect on some
rumen-fermentative, microorganism’s concentration, and methane and carbon dioxide production
variables. Ten plants and six agricultural by-products were evaluated during the first phase. The
leaves of white chicalote (Argemone ochroleuca) and the coffee husk byproduct (Coffea arabica)
were selected, because they showed the highest defaunation capacity. The chicalote leaves had
the highest (P<0.05) acetic production, and the coffee husk the lowest (P<0.05) acetic and
butyric production after 96 h of incubation. In the second phase, the coffee husk stimulates the
highest (P<0.05) alfalfa’s IVDMD, after 72 h of incubation. The Secnidazole® drug was the best
defaunation agent, 100 percent effective, without negative effect or rumen bacteria, and
decreases the biogas and methane production. The percent of methane contained in the biogas
was 17.3, 14.09 and 5.13% for the chicalote, coffee husk and Secnidazole® treatments,

respectively.

Key words: Methane, defaunation, protozoa, Coffea arabica, Argemone ochroleuca.



AGRADECIMIENTOS

A Dios por bendecirme con esta gran oportunidad de conocer buenas personas y Vvivir situaciones

que contribuyeron en mi crecimiento personal y profesional.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT), por el apoyo econdmico otorgado

durante mis estudios e investigacion en estos dos afios de Maestria.

A la comunidad del Colegio de Postgraduados por que como institucion de investigacion publica,

compartié los espacios y el personal requerido para el desarrollo de la presente investigacion.

A mi Consejo Particular: Dr. Mario Antonio Cobos Peralta, por brindarme el conocimiento y la
orientacion durante la investigacion, compartiendo su amplia experiencia en el interesante tema
de la Microbiologia Ruminal. Al Dr. Javier Piloni Martini, por su atencidn y participacion
oportuna durante el tiempo en que se desarrollo esta investigacion. Al Dr. David Hernandez

Sanchez por sus aportes fundamentales para la culminacion de este trabajo.

A la Dra. Maria de Lourdes de la Isla de Bauer, por su valioso ejemplo como investigadora y

persona comprometida con el desarrollo de la ciencia en pro del bien comun.

A mis amigas, Alejandra Romero, Guadalupe Dominguez, Mayra Rivas y amigo, Daniel
Cervantes, con quienes comparti momentos gratos en este punto donde se unieron nuestros

caminos.



DEDICATORIA

A mis padres, Orlando Portela Cordoba y Martha Cecilia Diaz Rivera, quienes siempre confiaron

en mi y con su esfuerzo y dedicacion facilitaron el cumplimiento de esta meta.

A mis hermanas Angélica Portela y Vanessa Portela, quienes me apoyaron en mis decisiones,

motivandome a continuar a dar este importante paso en mi proceso de formacion.

A mis abuelos Antonio Maria Diaz y Maria Dolores Rivera de Diaz, quienes me han

acompafiado en los momentos representativos de mi vida personal y académica.

A Cristina Heredia, por ensefiarme que la esperanza y el amor van de la mano, iluminando el

camino para cumplir nuestros suefios.

A mi paisano Teobaldis Mercado y su familia, con quienes comparti buenos momentos durante

mi estancia.



CONTENIDO

RESUIMEN ...ttt bbbt bt s bt h bbbt e H e b e b e eh e e s bt eb e e st e e bt sb e et e sbeeb b e nbesbeenbenbe e ii
A B S T R A T ettt bbbt e a ettt e bt e he e e bt e eh bt R bt oAbt e be e ebe e ehe e eRe e e bt e be e abeenbeenrnenrreas iii
AGRADECIMIENTOS ...ttt ettt sttt ettt b e e s bt e sbe e sbb e s e bt e h b e e abe e beesbeesbeesaeeenneenes iv
DEDICATORIA L. ettt bttt bbbt bt s bt h e e bt e bt et e e bt eb e e bt e bt e st e e ke e bt e bt sbe e e e nbeeees v
CAPITULO | oottt sttt sttt sttt en e nses s 1
11 INTRODUCCION GENERAL .....c.coitiiieeieieie ettt sn e 1
1.2 LITERATURA CITADA ..ottt ettt sb e s ab et b et sbeeseeas 10
(0N =1 8 0] 1 J | SO 20
OBJETIVOS E HIPOTESIS ....oooiceceeeeeeee et eses st sttt st s s tenss st assesssnsasnannennan 20
2.1 ODJELIVO GENEIAL ..ottt ettt et ettt e et ete e e s aeese e aesneeneesteaneeseeeneeneens 20
2.2.1 ODJEtIVOS PATICUIAIES .........cviiiiiiiiee ettt 20

2.2 HIPOLESIS PAITICUIAIES. .......ecviiciiecti ettt 20
CAPITULO Tttt bbbkttt ettt e b e e e b et eb et e b bt e mb e e be e nbe e sbeesaeesabennras 22

EVALUACIONIN VITRO DE LA CAPACIDAD DESFAUNANTE DE PLANTAS Y

SUBPRODUCTOS AGRICOLAS ...ttt eeetese s ess st s es s sssssanss s sness s s ssnsasenasnsneas 22
L RESUMEN ..ottt bbbttt h bbbt b bbbt b bbb 22
3.2 INTRODUCCION ..ottt sttt s st snen s aan s snanseneas 23
3.3 MATERIALES Y METODOS ......oouiieieeeieieeeseseess s st see st asses s 26

3.3.1. Ubicacidn geografica del @StUdIO.........c.ccvieeiiii it 26
3.3.2. Medio de cultivo para la sobrevivencia de protoZoarios............ccecvevueveeieenesieesesesie e seesie e 26
3.3.3. Plantas y subproductos agricolas con capacidad desfaunante............cccoeorerrennenneneenieennns 27
3.3.4. FArmaco deSfaunante (FD)........ccccviieiiieieieieiee ettt ens 28

Vi



3.3.5. Recuperacion de ProtOZOAri0S..........ccueieieeuerieieesieseeiestesteestesteesaestesre e besteaseesaessaesaesseeseeseesnes 28

3.3.6 Técnica de inoculacion de [0S Medios de CUITIVO..........ccceiiieieinini e 29
3.3.7 Conteo de protozoarios VIADIES ...........ooiiiiie e 29
3.3 8 PH TUMINAL. ..ttt ettt s e te et e teste e e e saeereeneesteeneeneeanean 30
3.3.9 Disefo Y analisis @STAUISTICO ......cveiviiieiiiiieie et sreenaenrenne s 31

A RESULTADOS......o ettt ettt sttt e st eseese e b e s te st e nae st et ese e s e eneebesbeeaenteneenseneenenne e 31
3.5 DISCUSION ..ottt bbbt b bbbt bbb et b e bbbt nn et ene s 34
3.6 CONCLUSIONES ..ottt et se st este st e ste st et e st eseeneebesseesenteneeneeseenenne e 36
3.6 LITERATURA CITADA ..ottt bbbttt bbb et 36
CAPITULOD TV .t b bbbt b bt bt bbbt e st b e bbbt e 42

EVALUACIONIN VITRO DE LAS PLANTAS Y SUBPRODUCTOS AGRICOLAS

SELECCIONADOS POR SU ALTA CAPACIDAD DESFAUNANTE (ACD)....ccccvoieiinreiene e 42
A1, RESUMEN ...ttt bttt h e s bt e st e a bt be e be e sbeesbeeebeeenbeebeen 42
4.2 INTRODUCCION ..ottt sttt sttt 43
4.3 MATERIALES Y METODOS ......coviiieeeeieeeeseeieees s ses s sesasssssss s s asssnsnessssssassensenssssnannens 45

4.3.1. Ubicacion geografica del @StUAIO.........ccvoiiiieiiiicc s 45
4.3.2. Medio de cultivo para la sobrevivencia de protozoarios...........cccoceeererrerrereeieniisesese e 45
4.3.3. Plantas y subproductos agricolas con capacidad desfaunante (PSD).........ccccoevevveivrivninienerinnens 45
4.3.4. FArmaco desfaunante (FD).......cvooiiiieece s st 46
4.3.5. Recuperacion de ProtOZOAIIOS. .......ccuiiieieriieeiesteeie et ste et te et e ste et besreeresre e e sreeres 47
4.3.6 Técnica de inoculacion de 10s medios de CUtIVO...........ccureiiiiiiiiiece e 47
4.3.7 Conteo de Protozoarios VIADIES ..........ccooiiiiiieiece e 48
O o) I 01T | SR 49
4.3.9 Concentracion de 4cidos grasos VOIALIES (AGV) ..o 49

vii



4.3.10 Disefio y analisis €StadiStICO ......c.ciiiviiiiicicce e 50

A A RESULTADOS.......co ettt r et n e R e r e r e s nn e ne e nenne e nns 50
A5 DISCUSION ..ottt bbbt 52
4.6 CONCLUSIONES ... ..ot r e n et nenre e nns 57
4.7 LITERATURA CITADA ... 57
CAPITULOD Ve bbb b bbbttt 62

EFECTO DE TRES PLANTAS Y UN SUBPRODUCTO AGRICOLA CON ALTA CAPACIDAD

DESFAUNANTE SOBRE VARIABLES FERMENTATIVAS Y MICROBIOLOGICAS....................... 62
B.LRESUMEN ..ottt s e s e s et e s e et e st e e s e st e R e e R e et e e b et e e et et eneeneene e 62
A B ST RACT .ttt b bbb bt R R R R R b b et R Rt bt bbbttt 63
5.2 INTRODUCCION ......ocviieeeeeteeteee et es et s st aene st s st nas s st anaesntan s nas s neanen 63
5.3 MATERIALES Y METODOS ......cooiieieistete sttt sttt te e sse e neanenne e 65

5.3.1. Ubicacion geografica del @StUdIO...........ooiiiiiiiiieee s 65
5.3.2. Medio de cultivo para la sobrevivencia de prot0Zoarios............cccceeeviveriesisieesesieeseseeeese e 65
5.3.3. Plantas y subproductos agricolas con capacidad desfaunante (PSD)........c.cccccovvviviveivcienennnas 65
5.3.4. FArmaco desfaunante (FD).......cccoeiiiiiiiiieeie et 66
5.3.5. ReCUPEraCion e PrOtOZOAITOS .........ccueuiueirteiiiiieiesieie sttt ettt sb et 66
5.3.6 Técnica de inoculacion de [0S Medios de CUILIVO..........cocvriieiiiiiiise e 67
5.3.7 Conteo de protozoarios VIADIES ..........eceiiiiiii it 68
5.3.8 PH FUMINGL ...t 69
5.3.9. Conteo de Bacterias ruminales totaleS ...........ccooveiiiiiieieieee e 69
5.3.10 Concentracion de &cidos grasos VOIAtIIES (AGV) ..ccvceciviiiieieciece et 70
5.3.11 Disefio y analisis €StAdiStICO .......ccviviriiiiiciiie e 70
DA RESULTADOS......ceeeett ettt bbbttt bbb bt e et b bt bbbt en b 71
5.8 DISCUSION ...ttt sttt sttt n et sa st enaes s ten s nasnsnsnsanen 77



5.7 CONCLUSIONES ...ttt r e e nn e me e nn e nn e re e nenreeneenre s 79
S.8 LITERATURA CITADA ..o e 79
CAPITULOD VLo bbb bbbt 83

COMPARACION DE LA CAPACIDAD DESFAUNATE, PRODUCCION DE BIOGAS Y DIVMS

ENTRE EL CHICALOTE (Argenome ochroleuca), CASCABILLO DE CAFE (Coffea arabica) Y

SECNIDAZOL ...ttt bbbt bbbt et b e Rt e bt bt e b e sb ek e bt bt e R bR Rt n Rt neenneetes 83
B. 1 RESUMEN ...ttt bt b et s bbb e bt bt e s b e be bt e e e sbe et e nteeees 83
F AN = R ¥ G LTSRS 84
6.2 INTRODUCCION ..ottt et s st ns st ene sttt s st nae st ena s s tan st neanen 85
6.3 MATERIALES Y METODOS ... ..ottt sttt n et sre e ne s 87
6.3.1 Ubicacion geografica del @StUAIO.........cc.eiviieiiiecec e 87
6.3.2 Medio de cultivo para la sobrevivencia de protozoarios en los tratamientos evaluados............. 88
6.3.3. Recuperacion del inoCulo de ProtOZOArios .........ccceiiiieieieeiieseeie e se e e ste e sre e sre et e e sne s 88
6.3.4 Técnica de inoculacion de los medios de cultivo de los tratamientos evaluados........................ 90
6.3.5 Conteo de Protozoarios VIADIES .........ceo i 90
6.3.6 PH FUMINGL ....cviie ettt e e st e s s e beareesaesteeseesreereenbesreas 91
6.3.7. Conteo de Bacterias ruminales totales ... 91
6.3.9 Concentracion de &cidos grasos VOIALHES (AGV) ....ecvvvieiereieieese e 92
6.3.10. Degradacion in vitro de la MS de la alfalfa ...........ccoooveiiiecicc e 92

6.3.11. Inoculacién, incubacion de medios e instalacion del sistema de produccion de gas in vitro...93

6.3.12. Determinacion de la produccion de biogas, metano (CH,) y didxido de carbono (CO»)........ 94
6.3.13. DiSeflo eXPEITMENTAL .......cciiieie ettt reeneesaeereeneenee e 95
B.4 RESULTADOS...... oottt bbbt b bbb bbbt b et b ettt neen e 95
8.5 DISCUSION .....ooviieeeeeeeceeee ettt sttt s st a st ena st anaes s ten s naen s neanen 99



6.6 CONCLUSIONES

6.7 LITERATURA CITADA ..o



Cuadro

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

4.1

4.2

4.3

4.4

INDICE DE CUADROS

Composicion del medio cultivo GCA-FR usado para estimar la

concentracion y supervivencia de protozoarios ciliados del rumen...............

Plantas y subproductos agricolas evaluados con potencial desfaunante.........

Efecto de los tratamientos del grupo 1 sobre la concentracion de protozoarios

viables (10* mL™ del medio de cultivo a diferentes horas de incubacién y pH

del medio alas O (inicial) y 72 h (final) ..o,

Efecto de los tratamientos del grupo 2 sobre la concentracion de protozoarios

viables (10* mL™ del medio de cultivo a diferentes horas de incubacién y pH

del medio alas O (inicial) y 72 h (final).........ccooe i,

Efecto de los tratamientos del grupo 3 sobre la concentracion de protozoarios

viables (10* mL™ del medio de cultivo a diferentes horas de incubacién y pH

del medio alas O (inicial) y 72 h (final)..........cccoe i

Composicion del medio cultivo base (GCA-FR) para crecimiento y

supervivencia de protozoarios ciliados del rumen..............cccoooviiiiii i,

Plantas y subproductos agricolas evaluados por su capacidad desfaunante

Efecto sobre la concentracion de protozoarios ruminales (10%/mL de medio de

cultivo) y pH a diferentes horas de incubacion................ccoocevvivvnnnnn

Concentracion y proporcion de acidos grasos volatiles (mol L™ medio de

cultivo) en

incubacion

los tres grupos y relacion acetato:propionato, a las 96 h de

Pagina

27

28

32

33

34

46

51

53

Xi



5.1

5.2

5.3

5.4

6.1.

6.2

6.3

6.4

6.5

Composicion de los medios de cultivo usado para estimar la concentracion de
protozoarios y bacterias del rumen....... ...
Plantas y subproductos agricolas con alta capacidad desfaunante................
Efecto de los agentes desfaunantes sobre la concentracion de protozoarios y
bacterias ruminales a diferentes horas de incubacion..................cooeenen,
Concentracion y proporcion de acidos grasos volatiles (mol L™ medio de
cultivo) y relacion acetato:propionato, a diferentes horas de incubacion........
Composicion de los medios de cultivo usados para evaluar la capacidad
desfaunante, produccién de biogas, AGV y DIVMS del chicalote blanco y el
cascabillo de café....... ..o
Analisis bromatoldgico de las plantas alfalfa (Medicago sativa), chicalote
(Argenome ochroleuca) y el cascabillo de café (Coffea arabica)..................
Concentracion de protozoarios y bacterias ruminales totales a las 0, 24, 48, 72
h de incubacion, pH de los biorreactores a las 0 y 72h y DIVMS de alfalfa a
12S 72 N de INCUDACION. ... . cv it e e e e e e e e e e
Produccion total de biogas, y porcentaje de metano y dioxido de carbono en
los biorreactores a las 24, 48, 72 h de incubacion................coooovi i,
Efecto de los tratamientos en la produccion de acidos grasos volatiles y

relacion acético (C2):propionico (C3), a diferentes horas de incubacion........

67

68

72

75

89

96

96

98

99

xii



Figura

11

2.1

INDICE DE FIGURAS

Fotos de protozoarios del género Isotrichia fijados con formaldehido al
10%. a) protozoario viable, mostrando integridad morfoldgica de su
ectodermo, b) Protozoario no viable, mostrando turgencia celular y perdida

de SU MO OlOQIA. .. .e vttt e e e e e

a) Sistema de produccion de gas in vitro. b) Esquema descriptivo del
sistema de produccion de gas in vitro, donde: 1. Trampa con solucién salina
saturada (SSS); 2. Probeta de recoleccion de la SSS desplazada; 3.
Manguera y aguja para guiar el flujo del biogas; 4. Biorreactor, frascos

serologicos de cada tratamiento con el medio de cultivo inoculado; 5. Bafio

Pagina

31

94

Xiii



CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION GENERAL

En el rumen se hospedan varias especies de bacterias (10'°-10/mL), arqueobacterias (10’-
10%/mL), protozoarios (10%-10%mL), hongos (10%-10°mL) y virus (10°-10*/mL) (Wright y
Klieve, 2011). Entre los protozoarios se encuentran los flagelados y ciliados, siendo estos
ultimos los de mayor importancia por su concentracion y actividad, con cerca de 30 géneros y
alrededor de 300 especies y una concentracién de 10° a 10° protozoarios por mL de fluido
ruminal (Ogimoto e Imai, 1981; Williams y Coleman, 1992).

Los protozoarios ciliados estan clasificados de acuerdo a su morfologia (la cual considera el
numero y posicion de los cilios, la ubicacion y forma del macronucleo, la ubicacion del
micronucleo, la presencia y nimero de placas esqueléticas, asi como, de vacuolas contractiles) en
tres ordenes de importancia: Prostomatida, Trichostomatida y Entodiniomorphida. El orden
Trichostomatida comprende a la familia Isotrichidae y los géneros Isotricha, Dasytricha y
Oligoisotricha, los cuales presentan cilios en la mayor parte de su ectodermo y utilizan material
soluble como alimento. Del orden Entodiniomorphida prevalece la familia Ophryoscolecidae
con los géneros Entodinium, Diplodinium, Epidinium y Ophryoscolex (entre los principales)
(Ogimoto e Imai, 1981; Yokohama y Johnson, 1988).

Los protozoarios de la familia Ophryoscolecidae se caracterizan por presentar cilios localizados
en la zona cercana al peristomo (orificio bucal) los cuales le ayudan en la motilidad e ingestion
de particulas de alimento y bacterias (Ogimoto e Imai, 1981; Yokohama y Johnson, 1988;
Williams y Coleman, 1992). Los protozoarios ciliados del rumen benefician al animal hospedero

con el aporte de los nutrientes que acumulan en su endodermo, los cuales quedan disponibles



para el rumiante, una vez que estos microorganismos salen del rumen y se inicia su digestion en
el tubo digestivo (Williams y Coleman, 1992). Es importante mencionar, que algunos
protozoarios del rumen tienen la capacidad de convertir la glucosa de la dieta en glucogeno, el
cual se almacena en el endodermo del protozoario, pero queda disponible para el rumiante, una
vez que inicia el proceso digestivo (Hall, 2010).

El consumo de bacterias por parte de los protozoarios ciliados del rumen es una interaccion de
depredacion, que permite a los protozoarios ciliados (de la orden Entodiniomorphida, familia
Ophryoscolecidae) obtener la mayoria de sus nutrientes (Williams y Coleman, 1992; Jouany,
1996). La actividad bacteriofaga de estos protozoarios esta asociada con la capacidad de
sintetizar enzimas que rompen la pared celular de las bacterias formada por N-acetilglucosamina

y &cido N-acetilmuramico (Betzecki et al., 2010).

A diferencia de la interaccion depredadora entre protozoarios y bacterias (eubacterias), hay otro
tipo de interaccion metabdlica entre arqueobacterias y protozoarios que permite al rumiante
utilizar de manera mas eficiente los nutrientes presentes en la dieta (Bonhomme, 1990). En
algunos casos, la interaccion es muy evidente y se pueden observar arqueobacterias
metanogénicas colonizando el ectoplasma de protozoarios ciliados de los géneros
Entodinium, Polyplastron, Diplodiniumy Epidinium (Vogelsy Stumm, 1980; Stummet al.,
1982; Tokura et al., 1997; Hans-Dieter, 2006 Ozutsumi et al., 2006; To6thova et al., 2008). En
esta interaccién, el gas hidrogeno, producido en los hidrogenosomas de los protozoarios durante
la fermentacion del alimento, es usado por las bacterias metanogénicas para producir energia
metabolica (ATP) y se genera como desecho el gas metano (Hungate et al., 1970), un 37% de

este gas puede ser producido por esta ectosimbiosis (Finlay et al., 1994; Newbold et al., 1995).



Entre las funciones importantes de los protozoarios ciliados en el rumen, se destaca la capacidad
de intervenir en el metabolismo del piruvato, liberando hidrogeno (H-), este proceso se lleva a
cabo en la membrana exterior del hidrogenosoma, de igual forma, el proceso de descarboxilacion
oxidativa del piruvato es catalizada por la ferredoxina que funciona como aceptor de electrones
(Marczak et al., 1983). Ademas de producir hidrogeno util para la ectosimbiosis (protozoario-
arqueobacteria) los hidrogenosomas estan implicados en la utilizacion de hidrogeno y CO,, su
absorcidn se asocia a la conversion de piruvato en acetil CoA, acetato quinasa y fosfato acetil

transferasa, que convierte el acetil Co A en acetato (Yarlett et al., 1982).

De acuerdo a las proyecciones de la produccion ganadera mundial, asociada con la demanda de
carne y leche; para el afio 2030, se espera que las emisiones entéricas de metano se incrementen
en un 60% (con relacion a la emision actual), mientras que, para el afio 2050 aumentara en un
100% (FAO, 2003; FAO, 2008). Este problema no es solo ambiental, ya que la produccion de
metano entérico en rumiantes representa una pérdida del 8 al 12% de la energia bruta del
alimento (Jhonson y Jhonson, 1995; Moss et al., 2000). Como resultado del proceso de
fermentacion se produce metano que es expulsado mediante el eructo (400 a 500 litros por dia/
animal adulto) (McAllister et al., 1996; Moss et al., 2000).

La desfaunacion ruminal se define como la eliminacion de la poblacion de protozoarios ciliados
del rumen (Jouany et al., 1988; Lincoln et al., 2009) y se usa experimentalmente para
incrementar la poblacion de bacterias ruminales, ya que aminora la competencia por el alimento
y la depredacion por parte de los protozoarios ciliados (Orpin 'y Lectcher, 1984); ademas, causa
entre un 20% a 42% de reduccién en las emisiones de metano (MacAllister y Newbold, 2008;

Morgavi et al., 2008). La desfaunacion es considerada una alternativa para mitigar las emisiones



de metano del sector ganadero. Se puede llevar a cabo usando productos quimicos y aditivos
alimenticios, que remueven la asociacion arqueobacterias-ciliados, lo que disminuye la
disponibilidad de hidrogeno usado para la metanogénesis; aunque, la dificultan radica en la
posible adaptacion de los microorganismos y la incapacidad de mantener animales desfaunados

por largos periodos (Hook et al., 2010).

Entre los métodos experimentales de mitigacion de las emisiones de metano en rumiantes, se
encuentran: la creacion de rebafios aislados libres de protozoarios (Buddle et al., 2011), la
identificacion por seleccion genética de animales que produzcan menos emisiones entéricas de
CH, (Pifares-Patifio et al., 2003), la vacunacion y generacién de anticuerpos salivales
especificos contra metanogénos (Shu et al., 2001), el uso de bacteriéfagos (Jansen y Kirs, 2008),
y la inoculacion de bacterias acetogénicas que pueden competir con las arqueobacterias
metanogénicas por el diéxido de carbono y el hidrégeno (Cord-Ruwisch et al., 1988; Joblin,

1999).

Otras estrategias estan asociadas a la disminucion de metanogénos del rumen usando algunos
productos quimicos, entre estos destacan: cloroformo (Triet et al., 1972), tricloroacetamida.
tricloroetil, bromoclorometano, acido 2-bromoetanosulfonato (Dong et al., 1999). Aunque el uso
de estos productos puede causar dafios fisiologicos en el animal. En estudios in vitro se ha
demostrado que compuestos como nitroetano, 2-nitroetanol, 2-nitro-1-propanol y &cido 3-nitro-
1-propionico inhiben la produccion ruminal de metano (Anderson et al., 2008).

Aunque no se encontraron reportes cientificos que mencionen un 100% de efectividad en la

disminucion de las emisiones de metano en rumiantes, hay reportes que indican que con la



inclusién de 1.5 mL de cloroformo diluido en 30 mL de aceite de girasol en una dieta para
ganado lechero a base de ensilaje y concentrado (87:13 base MS; consumo diario de 8.4 kg/MS)
durante 42 dias causo una disminucion (P<0.01) del 75% en las emisiones de CH,4 (Knight et al.,
2011). También se ha reportado una disminucion del 30% en las emisiones de metano en
animales dosificados con 33 mg de monensina /kg de la dieta (Guan et al., 2006), aunque el

efecto puede ser variable y poco efectivo.

Cuando los rumiantes son alimentados con dietas que contienen una alta proporcion de forrajes
de baja digestibilidad (alto contenido de carbohidratos estructurales) se genera una mayor
cantidad de &cido acético y gas hidrdgeno (H;, Janssen et al., 2010), lo que a su vez, aumenta la
cantidad de metano producido por unidad de alimento digerido. Por el contrario, en dietas que
contienen una mayor cantidad de granos o de carbohidratos de facil fermentacion, el principal
producto de la fermentacion es acido propionico (Robertson y Waghorn, 2002; Beaucheminy
McGinn, 2005). Se han reportado rendimientos de 0.12 moles de metano por 100 g de glucosa,
0.20 moles de CH4 por 100 g de almidén, 0.28 moles de CH,4 por 100 g de heno de alfalfa y 0.28
moles CH,4 por 100 g de celulosa (Blaxter y Martin, 1962; Hungate, 1966; Czerkawski, 1969).
Ademas, dietas para rumiantes con mayor contenido de granos puede causar una disminucion de
pH y puede eliminar a los protozoarios ciliados y en consecuencia a las bacterias metanogénicas
que viven adheridas a su ectodermo. El aumento del consumo de concentrado y granos causa una
disminucion (P< 0.01) en las emisiones de metano (15.3 g/Kg de materia seca consumida) (Mc
Geough et al., 2010). Modificaciones de la dieta, como la inclusion de grasa, causa la
disminucion en la produccion de metano, la dosificacion de 4.75% de aceite de coco en una dieta

de engorda (50:50 forraje/concentrado) disminuye su produccién en un 22% (28.3 g/Kg MS



consumida control vs 21.1 g/kg materia seca consumida con aceite) (Jordan et al., 2006).
Mediante un meta-analisis sobre adicion de grasas en dietas para rumiantes, Graingera y
Beaucheminb (2011) concluyen que la adicion de grasa (10 g/Kg de la dieta) puede disminuir las
emisiones de metano sin afectar el desarrollo productivo del animal: Sin embargo, su conclusion
se contrapone a la recomendacion generalmente aceptada de agregar como maximo de 5% de
grasa en la dieta para rumiantes; ademas, esta estrategia de mitigacion debe ser evaluada desde el
punto de vista econdmico buscando un equilibrio entre el costo beneficio y la salud del rumiante.
El uso de plantas que contienen compuestos desfaunantes (p. ej. taninos condensados, saponinas,
alcaloides y aceites esenciales) reduce la disponibilidad de hidrogeno y ademas resultan nocivos
para los protozoarios, sin embargo todavia se desconoce la dosis dptima, sus efectos a largo
plazo y la posible deposicién de sus residuos en carne y leche (Hook et al., 2010). Estos
metabolitos secundarios, también denominados fitoquimicos, se encuentran de forma natural en
diferentes plantas y tienen potencial como aditivos para modificar la fermentacion ruminal,
favoreciendo procesos como la desfaunacion y la inhibicion de la metanogénesis (Patra y
Saxena, 2009). Se ha demostrado que el uso del follaje y frutos de plantas arboreas y
leguminosas forrajeras que contienen taninos y saponinas, presentan un alternativa potencial en
la disminucion de las emisiones de metano (Animut et al., 2008; Guo et al., 2008; Beacheimin et
al., 2008), ademas, de beneficiar el metabolismo ruminal del nitrégeno (Waghorn et al., 2002).
Este efecto se presenta ya que dichos metabolitos, actian sobre los metanogénos y protozoarios
ciliados, reduciendo la degradacion de la materia orgénica del alimento en el rumen y
modificando la fermentacion ruminal. Se ha demostrado un cambio en la proporcion de acidos
grasos volatiles caracterizada por un incremento en la formacion de propionato y una

disminucion en la produccion de acetato, lo que sugiere un efecto anti-metanogénico (Busquet et



al., 2006; Patra y Saxena, 2010). De igual forma, el uso in vitro de 45 g/Kg MS, del extracto de
saponinas de Yucca schidigera (6.0%) y Quillaja saponaria (3.0%) causa la reduccion en la
produccién de metano, 194.7 y 193.5 mL/g MS respectivamente (Holtshausen et al., 2009). El
follaje de Enterolobium cyclocarpum (200 g/Kg MS de la dieta) redujo la concentracion de
protozoarios ciliados durante los dias 4 (5X10%ml liquido ruminal) y 11(4.1X10%ml liquido
ruminal), 49-75% respectivamente (lvan et al., 2004). En un experimento con vaquillas
alimentadas con una dieta testigo a base de grano de cebada, ensilaje de cebada y harina de
canola y tres tratamientos en donde el grano se remplaz6 por extracto de quillaja (Quillaja
saponaria), quebracho (Schinopsis balansae) o aceite de cartamo (Carthamus tinctorius), se
determind una concentracién de protozoarios de 1.87X10%ml fluido ruminal en el tratamiento
testigo, mientras que la sustitucion con aceite de cartamo redujo en 54% el numero de
protozoarios, el efecto desfaunante fue menor con quebracho 24% y la quillaja 34% (Baah et al.,
2007). En un experimento realizado por Liu et al. (2011) determinaron que los taninos de castafia
(Castanea sp. = CT) disminuye las emisiones de metano en ovejas (P< 0.05) con la inclusién de
30 gCT/Kg de MS, se redujo la produccion de este gas a 23.58 g CH4;/Kg materia seca
consumida, en comparacion con el tratamiento control y tratamiento con 10 gCT/Kg, cuyos
valores de produccion de metano fueron de 31.07 gCH,4/Kg materia seca consumida y 29.91
gCH4/Kg MS consumida, respectivamente. Los resultados descritos, confirman la importancia
de usar recursos vegetales disponibles como las plantas nativas, leguminosas forrajeras y
subproductos agricolas para desfaunar y disminuir las emisiones de metano en rumiantes, con la
ventaja de que pueden ser incorporados a la dieta sin tener un impacto negativo en la salud y

eficiencia productiva de los rumiantes.



Para evaluar el potencial de desfaunacién con diferentes recursos vegetales de una region, es
necesario iniciar con estudios in vitro, en los cuales se analice el efecto de las plantas o residuos
agricolas seleccionados sobre la poblacion de los protozoarios ruminales, el tipo de fermentacion
(AGV) y produccién de metano. Los estudios in vitro tienen la ventaja sobre los estudios in vivo
de ser economicos, pudiendo evaluar varias plantas en un solo estudio. El principal factor
limitante de los estudios in vitro, es la dificultad de mantener una concentracién de protozoarios
mayor a 1X10* mL™ del medio de cultivo por al menos 72 h de incubacién; por lo que, a veces
se confunde la capacidad desfaunante de una planta o un extracto vegetal, con la muerte de los
protozoarios debida a la falta de un nutriente o factor de crecimiento en el medio de cultivo. , que
conduce a la muerte de los protozoarios (Hino et al., 1973a; Dehority, 2010; Zeitz et al., 2011).
Entre las condiciones fisico-quimicas que se deben mantener en un medio de cultivo para
protozoarios estan: la temperatura, 38-40°C; el pH, 6.2-7.0; y el potencial de oxido reduccién,-
250 y -400 mV. Ademas, la adicion de antibidticos de amplio espectro como la penicilina,
estreptomicina, dihidroestreptomicina, y neomicina (Vogels y Stumm, 1980; Hans-Dieter, 2006;
Téthova et la., 2008), permite que las bacterias ruminales presentes en el medio de cultivo se
mantengan en bajas concentraciones (<10° bacterias/mL), lo que permite el uso de estas bacterias
como sustrato alimenticio para los protozoarios ciliados, sin que su concentracion pueda
disminuir la disponibilidad de otros nutrientes presentes en el medio de cultivo (carbohidratos,
proteinas, entre otros) requeridos por los protozoarios (Wagtendonk y Soldo, 1970; Hino et al.,
1973a; Bonhomme, 1990; Dehority, 2010). Un sustrato comunmente usado como fuente de
nutrientes en medios de cultivo para protozoarios es la alfalfa (Medicago sativa). Esta
leguminosa, normalmente se agrega molida al medio de cultivo, debido a la capacidad de los

protozoarios ciliados (p.ej. Entodinium spp, Epidinium) para consumir pequefias particulas de



alimento, que son transformados en mondmeros y fermentadas por la accion de diferentes
enzimas vacuolas digestivas y en los hidrogenosomas de los protozoarios (Dehority, 2010).
También se ha determinado que la adicidén de almidon vitaminas del complejo B, g-sitosterol y
minerales estimulan la sobrevivencia y crecimiento de estos microorganismos (Hino et al.,
1973b; Hino et al., 1973c). La adicién de compuestos proteinicos como la tripticasa de peptona,
el extracto de levadura, la proteina de huevo y la caseina, han mostrado favorecer el crecimiento
de protozoarios ruminales. También el uso de soluciones minerales y salinas que permiten
establecer un medio isotonico, y soluciones reductoras e indicadores de esta reaccion (p. ej.
cisteina-HCI y resazurina, respectivamente; Hino et al., 1973a; Hino et al., 1973b; Hino et al.,

1973c; Dehority, 2010; Ley De Coss et al., 2011).

En el presente trabajo se determind la capacidad desfaunante in vitro de diferentes plantas y
residuos agricolas. Entre las plantas evaluadas se encuentran: Chicalote (Argemone ochroleuca),
seleccionada por la presencia de alcaloides con efectos inhibitorios (50%) en el crecimiento de
protozoarios patdgenos (Trypanosoma, Plasmodium y Leishemia) (Abdel et al., 2010); Cocoite
(Gliricidia sepium), leguminosa arbustiva tropical, su follaje tiene efecto desfaunante debido a la
presencia de taninos, flavonoides, saponinas, triterpenos y esteroides (Galindo et al., 2001);
Curcimina (Curcuma longa), hierba buena (Mentha spicata), plantas de uso medicinal con
posible efecto nocivo sobre protozoarios patogenos; Epazote (Chenopodium ambrosioides) y
Marrubio (Marrubium vulgare) (Ley de Coss 2003); Agave mapisaga, A. salmina var. Salmiana,
A. salmiana var, ferox, en los agaves la presencia de saponinas puede tener un efecto
desfaunante, aunque los niveles de saponinas puede disminuir durante el proceso de ensilaje
(Pinos et al., 2009). Los residuos agricolas evaluados fueron, el aceite de coco (Cocos nucifera),

a una dosis de 4.75% en una dieta de engorda (50:50 forraje/concentrado) disminuye un 22% de



la produccion de metano (28.3 g/Kg materia seca consumida control vs 21.1 g/Kg materia seca
consumida con aceite) un efecto que puede estar asociada a la desfaunacion ruminal (Jordan et
al., 2006); los subproductos del café (Coffea arabica) cascarilla, cascabillo y pulpa, de los cuales
no se conoce resultados acerca del efecto desfaunante, comprende aproximadamente el 45% del
grano completo de café (Esquivel y Jiménez, 2012) el uso directo de estos subproductos para la
alimentacion animal es limitado, debido a los factores anti-nutricionales y anti-fisioldgicos (p. €j.
taninos y cafeina) (Ulloa et al., 2002); la harina de la semilla de Jatrpha (Jatropha curcas),
después de la extraccion del aceite, este subproducto contiene toxoalbumina curcina, ésteres de
forbol, terpenos, polifenoles y taninos (Llelaboye y Pikuda, 2009), los cuales pueden tener un
efecto nocivo sobre los protozoarios ruminales; torta de Higuerilla (Ricinus communis), que tiene
un efecto inhibitorios del 50% a nivel in vitro sobre protozoarios patdgenos de los géneros
Trypanosoma, Plasmodium y Leishemia (Abdel et al., 2010). Para estimar la capacidad
desfaunante de las plantas y los subproductos seleccionados se realiz6 el conteo de protozoarios
viables, de igual forma se determino el efecto en la produccion de metano, diéxido de carbono y
en la produccion y proporcion de acidos grasos volatiles por medio de la técnica de

cromatografia de gases.
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CAPITULO 11

OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 Objetivo General
Evaluar la capacidad desfaunante in vitro de las plantas y subproductos agricolas y su efecto en
algunas variables de fermentacion ruminal, poblacion de microorganismos ruminales y la

produccion de didxido de carbono (CO,) y metano (CH,).

2.2.1 Objetivos Particulares

Estimar el efecto de la capacidad desfaunante de las plantas y los subproductos de cosecha sobre
la concentracion de protozoarios integros y la poblacion de bacterias totales a diferentes horas de

incubacioén.

Determinar el valor de pH y la concentracion de acidos grasos volatiles en el medio de cultivo, a

diferentes tiempos de incubacion.

Evaluar el efecto de la planta Chicalote (Argenome ochroleuca) y el subproducto, cascabillo de
café (Coffea arabica), sobre la produccion de metano (CH,), didxido de carbono (CO,) y la

degradacion in vitro de la materia seca.

2.2 Hipotesis Particulares

e Las plantas y los subproductos agricolas seleccionados, tienen capacidad de disminuir la
poblacién de protozoarios en condiciones in vitro después de 24, 48, 72 y 96 h de

incubacioén.
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Las plantas y subproductos agricolas seleccionados por su alta capacidad desfaunante

disminuyen la produccion total de biogas, metano (CH,) y de dioxido de carbono (CO»).

La desfaunacion que se logra con las plantas y los subproductos de cosecha seleccionados
puede modificar la proporcion de acidos grasos volatiles favoreciendo la formacion de

propionato.

Las plantas y subproductos agricolas seleccionados disminuyen la produccion de metano,

pero tienen un efecto negativo, no deseado, sobre la degradacion in vitro de la dieta.
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CAPITULO Il

EVALUACION IN VITRO DE LA CAPACIDAD DESFAUNANTE DE PLANTAS Y
SUBPRODUCTOS AGRICOLAS

3.1 RESUMEN

La desfaunacién con plantas y subproductos agricolas es una alternativa para mitigar las
emisiones de metano producidas durante la fermentacion ruminal del alimento. Los protozoarios
del rumen no producen metano, pero la desfaunacion disminuye la poblacion de metanogénos
adheridos a estos microorganismos. En el presente estudio se evalud in vitro la capacidad
desfaunante de 11 plantas, seis subproductos agricolas y del desparasitante Secnidazol®. Como
tratamiento testigo se uso un medio de cultivo para protozoarios, este medio permite mantener al
menos 1X10* protozoarios/mL™*de medio de cultivo durante 96 h de incubacién. Las variables
estimadas fueron el pH del medio a las 72 h de incubacion, y la concentracion de protozoarios
viables a las 0, 24, 48, 72 y 96 h de incubacion. A las 72 h de incubacion, las plantas que
mostraron mayor capacidad desfaunante (P<0.05) fueron: Agave mapisaga, Agave salmina var.
salmiana, Agave salmiana var. ferox, Argemone ochroleuca (follaje y semilla), Chenopodium
ambrosioide. Al mismo tiempo de incubacion, los subproductos agricolas con mayor capacidad
desfaunante fueron la harina de jatropa (Jatropha curcas) y el cascabillo del café (Coffea

arabica).

Palabras claves: Rumen, protozoarios, metabolitos secundarios.
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ABSTRACT

The use of plants and agricultural by-products for rumen defaunation is an alternative to reduce
the methane emissions generated during the ruminal fermentation of the feedstuffs. The rumen
protozoa do not produce methane, but the defaunation decreases the population of methanogens
attached to these microorganisms. In this experiment, the in vitro defaunation capacity of 11
plants, six agricultural by-products, and the Secnidazol® drug was evaluated. The control
treatment was a culture medium for rumen protozoa.This medium allows to maintain at least
1X10* protozoa/mL™ of the culture medium during 96 h of incubation. The plants with the
highest defaunation capacity (P<0.05) were: Agave mapisaga, Agave salmina var. salmiana,
Agave salmiana var. ferox, Argemone ochroleuca (leaves and seeds), Chenopodium
ambrosioides after 72 h of incubation. At the same time of incubation, the agricultural by-
products jatropa meal (Jatropha curcas) and te coffe husk (Coffea arabica) showed the highest
defaunation effect.

Key words: Rumen, protozoa, secondary metabolites

3.2 INTRODUCCION

La desfaunacién se puede lograr mediante el uso de farmacos, haldégenos, aceites esenciales y
metabolitos secundarios presentes en diferentes plantas (Guan et al., 2006; Hook et al., 2010;
Patra y Saxena, 2010; Ley de Coss et al., 2011). El Secnidazol® es un desparasitante para
humanos, pero a mostrado una efectividad desfaunante del 100% a partir de las 24 h de
incubacion (Ley de Coss et al.,, 2011). Este desparasitante pertenece al grupo de los
nitroimidazoles, farmacos de amplio espectro que también eliminan bacterias ruminales como
Veiollonella sp, Clostridium butyricum y Clostridium perfingens (Wust, 1977), ademas de

nematodos y protozoarios anaerobios. En condiciones anaerobias, el Senidazol® causa dafios en
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el ADN cuando el grupo nitrito (NO;) del farmaco se reduce, provocando el rompimiento de los

enlaces fosfodiéster que unen y forman la cadena de nucleétidos del ADN (Edwrda, 1980).

También se han usado antibioticos ionoforos como desfaunantes (p. ej. Monensina sodica), sin
embargo, a partir del 2003 la legislacion de la Union Europea (1813/2003; EC, 2003) prohibio el
uso de promotores del crecimiento y antibidticos en animales (Hart et al., 2008); por tanto, el uso
plantas o extractos naturales con metabolitos secundarios es una alternativa de desfaunacién para
un sistema productivo sostenible (Patra y Saxena, 2009). En diferentes plantas y subproductos
agricolas se ha reportado la presencia de metabolitos secundarios con capacidad desfaunante. Por
ejemplo, la planta chicalote blanco (Argemone ochroleuca) contiene flavonoides y alcaloides
(Chemler et al., 2009) que le confieren capacidad inhibitoria contra protozoarios (Abdel et al.,
2010) y algunas bacterias patogenas (Reyes et al., 2011). Taninos condensados presentes en el
cocoite (Gliricidia sepium) y el guacimo (Guazuma ulmifolia) (Galindo et al., 2001), tienen un
alto peso molecular y la capacidad de precipitar proteinas (Haslam, 1988; Patra y Saxena, 2010).
Estudios in vitro han mostrado que la adicion de 15y 30% MS del follaje de G. sepium, causa la
disminucion (P<0.05) de la poblacion de protozoarios ruminales (Galindo et al., 2001). También
podemos encontrar taninos en los subproductos del café (Coffea arabica), incluyendo la
cascarilla, el cascabillo y la pulpa, que en conjunto representan alrededor del 45% del grano
completo de café (Esquivel y Jimenez, 2012). De estos subproductos del café, no se encontraron
referencias sobre su posible actividad desfaunante, aunque es sabido, que el uso directo de estos
subproductos en la alimentacion animal es limitado debido a los factores anti-nutricionales y
anti-fisioldgicos (p. ej. taninos y cafeina; Ulloa et al., 2002). Los aceites esenciales clasificados
como alcoholes, esteres o aldehidos derivados de fenilpropanoides y terpenoides (Greathead,
2003), presentan afinidad por los lipidos, alterando la membrana citoplasmatica y las proteinas
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de transporte citoplasmaticas, como resultado, aumenta la permeabilidad de la membrana,
ocasionando la salida de los componentes citoplasmaticos y el agotamiento de la fuerza motriz
de protones (Burt, 2004). Se estima que los aceites presentes en las plantas curcumina (Curcuma
longa), hierba buena (Mentha spicata) pueden tener un efecto desfaunante (Ando et al., 2003).
En tanto que el epazote (Chenopodium ambrosioides) y el marrubio (Marrubium vulgare),
pueden presentar un efecto desfaunante (P<0.05) entre las 24 y 72 h de incubacién, pero se
requiere confirmar los resultados obtenidos por Ley de Coss (2003). El aceite de coco (Cocos
nucifera) a una dosis de 4.75% en una dieta de engorda (50:50 forraje/concentrado) disminuyo
un 22% de la produccion de metano (28.3 g/Kg MS consumida control vs 21.1 g/Kg MS
consumida con aceite) un efecto que puede estar asociado a la desfaunacion ruminal (Jordan et
al., 2006). Las saponinas, son glucésidos de alto peso molecular, en los que, los azucares estan
unidos a una aglicona hidrofoba, sapogenina (Jung et al., 2004) y pueden formar complejos con
los esteroles presentes en la membrana celular del protozoarios causando su destruccion (Francis
et al., 2002). Se ha reportado que el contenido de saponinas en plantas de agave disminuyen
cuando se ensila este forraje (Pinos et al., 2009); sin embargo, se desconoce si en el forraje
fresco de diferentes especies de agave (Agave mapisaga, A. salmina var. Salmiana y A. salmiana
var. ferox) tienen efecto desfaunante. Lo que se ha confirmado en otras plantas, por ejemplo, la
adicion de 77 ppm de saponina esteroidal de Yucca schidigera disminuye el ndmero de
protozoarios (Valdez et al., 1986). Resultados similares se han obtenido con extractos liquidos de
Y. schidigera y Q. saponaria en dosis de 2 y 6 mL/L de solucion ruminal; ademas, se determino
un aumento en la produccion de amonio, propionato y un cambio en la relacion de
acético:propidnico (Pen et al., 2006). Los subproductos agricolas harina de Jatropha curcas y la

torta de ricino (Ricinus communis) contienen diferentes metabolitos secundarios como
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toxoalbumina curcina, esteres de forbol, terpenos, polifenoles, taninos y alcaloides (Llelaboye y
Pikuda, 2009; Abdel et al., 2010). No se encontraron estudios sobre la capacidad desfaunante de
estos residuos agricolas, pero considerando su alta disponibilidad (desecho de la produccion de
biocombustibles), es importante caracterizarlos, ya que existe el interés de reciclarlos como
alimento para rumiantes. En este experimento se realiz6 una evaluaciéon de las plantas y los
subproductos agricolas anteriormente mencionados con el fin identificar su potencial para
eliminar o disminuir la poblacion de protozoario ciliados del rumen y seleccionar aquellas con

alta capacidad desfaunante.

3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1. Ubicacion geogréfica del estudio
El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia Ruminal
y Genética Microbiana, perteneciente al programa de Ganaderia del Colegio de Postgraduados,

ubicado en Montecillo, Texcoco, Estado de México.

3.3.2. Medio de cultivo para la sobrevivencia de protozoarios

El medio de cultivo usado en el experimento tuvo como componentes principales glucosa,
celobiosa, almidén y fluido ruminal (GCA-FR), y se adiciono penicilina y estreptomicina para
limitar el crecimiento de bacterias ruminales. La composicion exacta del medio de cultivo GCA-
FR se describe en el cuadro 3.1. Los medios fueron preparados usando la técnica anaerobica
descrita por Hungate (1950). En tubos de cultivo de 18X150 mm que contenian 0.01 g del
sustrato a evaluar (planta o residuo agricola) se adicionaron 9 mL de medio de cultivo GCA-FR.

Ademas, a cada tubo se le adicionaron 100 puL/9 mL medio de cultivo, de una solucién de
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antibiéticos (HIDRO-PEN®) que contiene 25 mg mL™ de estreptomicina y 20,000 Ul mL™ de

penicilina (Ley de Coss, 2003).

3.3.3. Plantas y subproductos agricolas con capacidad desfaunante.

Las once plantas y los seis subproductos de cosecha evaluados se indican en el cuadro 3.2. Estos
sustratos fueron deshidratados por 48 h en una estufa de secado a 60°C, posteriormente se
molieron en un molino Willey (criba de 1 mm) y se pulverizaron en un mortero (Fritsch). Para el
experimento se agregaron 0.01 g de cada sustrato en 9 mL de medio de cultivo. Las muestras de
plantas y los subproductos de cosecha fueron recolectados en la region de Texcoco y en los
Estados de Chiapas. Tabasco y Veracruz.

Cuadro 3.1 Composicion del medio cultivo GCA-FR wusado para estimar la
concentracion y supervivencia de protozoarios ciliados del rumen.

Cantidad/100 mL de medio

Compuesto Medio GCA-FR Medio PSD* Medio FD**
Agua destilada 47.42 mL 47.42 mL 47.42 mL
Liquido ruminal clarificado ™ 30.0 mL 30.0 mL 30.0 mL
Solucién mineral 1 @ 5.0 mL 5.0 mL 5.0 mL
Solucién mineral 11 © 5.0 mL 5.0 mL 5.0 mL
Carbonato de sodio. solucién 8% 5.0 mL 5.0 mL 5.0 mL
Acetato de sodio. 1.5 % © 5.0 mL 5.0 mL 5.0 mL
Solucién sulfito-cisteina © 2.0mL 2.0mL 2.0mL
Solucién rezarsurina al 0.1% 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL
Tripticasa-peptona 0.20¢g 0.20¢ 0.20¢
Extracto de levadura 0.10¢g 0.10g 0.10g
Glucosa 0.06 g 0.06 g 0.06 g
Celobiosa 0.06 g 0.06 g 0.06 g
Almidén 0.06 g 0.06 g 0.06 g
Planta 6 residuo agricola 01g
Secnidazol® 6.5¢

(1) Liquido ruminal clarificado previamente filtrado en una gasa triple y centrifugado a 10. 000 rpm. por 15 minutos a
4 °C. esterilizado 20 minutos a 15 psi. 121°C; (2) Conteniendo (por 1000 mL) 6 g de K,HPOy,; (3) Conteniendo (por
1000 mL) 6 g de KH,PO,; 6 g (NH,),S0,; 12 g NaCl; 2.45 g MgSO, y 1.6 g de CaCl, H,0; (4) 8 g de carbonato de
sodio en 100 mL de agua destilada; (5) 1.5 g de acetato de sodio en 100 mL de agua destilada; (6) 2.5 g de L—cisteina
(disuelta en 15 mL de 2N NaOH) + 2.5 g de Na,S-9H,0 (en 100 mL de H,0); (7) 0.1 mL de resazurina en un
volumen final de 100 mL. calentado hasta que el indicador pierde su coloracion y esterilizado.* Plantas y
subproductos de cosecha con capacidad desfaunante (ver cuadro 3.2).** Farmaco desparasitante
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3.3.4. Farmaco desfaunante (FD)
El farmaco utilizado fue el Secnidazol®, el cual se adicioné a los medios de cultivo siguiendo el
procedimiento descrito por Ley de Coss (2003) y Donato (2006) y se agreg6 en una cantidad de

0.65 mg de Secnidazol®/9 mL™ de medio de cultivo (Ley de Coss et al., 2011).

Cuadro 3.2. Plantas y subproductos agricolas evaluados con potencial desfaunante.

Plantas

Nombre comun Nombre cientifico
Chicalote Blanco (Follaje) Argemone ochroleuca
Chicalote Blanco (Semilla) Argemone ochroleuca
Cocoite Gliricidia sepium
Curcumina Curcuma longa
Epazote Chenopodium ambrosioides
Guacimo Guazuma ulmifolia
Hierba buena Mentha spicata
Maguey Agave mapisaga.
Maguey Agave salmina var. salmiana.
Maguey Agave salmiana var. ferox.
Marrubio Marrubium vulgare

Subproductos agricolas
Nombre comun Nombre cientifico
Aceite de coco Cocos nucifera
Cascarilla de café Coffea arabica
Cascabillo de café Coffea arabica
Harina de Jatropha Jatropha curcas
Pulpa de café Coffea arabica
Torta de Higuerilla Ricinus communis

3.3.5. Recuperacién de protozoarios

El fluido ruminal (FR) se obtuvo entre las 8:00-9:00 de la mafiana, de un toro Holstein fistulado
de 2.5 afios de edad. ElI FR se filtro con una tela de manta con el fin de eliminar particulas
grandes de alimento. Posteriormente, se deposito (500 mL) en un embudo de separacion y se
coloco en una incubadora a 39°C hasta que se precipitaron los protozoarios que se observan

como un anillo blanquecino en el fondo del embudo (tiempo aproximado de 15 min). De la masa
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de protozoarios precipitados (anillo blanquecino) se tomaron, en promedio, 5 mL y se
depositaron bajo flujo de CO,, en un tubo de cultivo 18X150 que contenia 5 mL del medio de
cultivo GCA-FR. Una gota de esta mezcla se deposito por capilaridad en las dos cuadriculas de
la camara Neubauer, y se realizd el conteo de protozoarios de acuerdo a la técnica descrita por
Ogimoto y Imai (1981). Una vez conocida la concentracion de protozoarios por mL del medio de
recuperacion, se calcula la cantidad que se deberia agregar en los diferentes tratamientos y sus
repeticiones, para asegurar una concentracion inicial de protozoarios (hora “cero” de incubacién)

igual o mayor a 1X10°/mL™ del medio de cultivo.

3.3.6 Técnica de inoculacion de los medios de cultivo

Antes de la inoculacion con los protozoarios, los tubos de cultivo anaerobio que contenian el
medio GCA-FR y el sustrato a evaluar se mantuvieron a una temperatura de 39°C y se les agregd
la mezcla de antibioticos descrita anteriormente. La inoculacion de los medios de cultivo con el
concentrado de protozoarios viables (1 mL/9 mL de medio de cultivo), se realizo bajo flujo de
CO,. Para realizar el conteo y determinar la concentracion de protozoarios existentes en el medio
de cultivo se utilizé una camara Neubauer y un microscopio de contrastes (Zeiss, Axiostar) a
400X de magnificacion (Ogimoto y Imai. 1981), el conteo se realizé a las 0, 24, 48, 72 h de

incubacioén.

3.3.7 Conteo de protozoarios viables
Debido a su gran movilidad, es dificil contar protozoarios viables en la cAmara Neubauer, por lo
que se procedio a considerar como protozoarios viables a aquellos protozoarios que mantuvieron

su integridad morfologica después de ser fijados en una solucion de formaldehido al 10%. En la
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figura 1.1 se nota la facilidad de distinguir al microscopio protozoarios viables de no-viables de

acuerdo a su morfologia.

Se estimo la concentracion de protozoarios por mL del medio de cultivo de cada tratamiento a las
0, 24, 48 y 72 h de incubacién. En cada tiempo, se extrajo con una pipeta Pasteur 0.5 mL de
medio inoculado con protozoarios y se deposito por capilaridad en las dos cuadriculas que
conforman la camara de conteo Neubauer, posteriormente se observo en un microscopio de
contraste modelo Axiostar (Zeiss) a 400X magnificaciones. El conteo de protozoarios se realizo
en ocho cuadrantes (cuatro de cada cuadricula) que tienen un area de 1mm? El nimero de

protozoarios por mL de medio de cultivo se estima de acuerdo con la siguiente formula:

Protozoarios mL™ = (X)* (FD)* (10%)
Donde:
X = media de los conteos de protozoarios en ocho cuadrantes (mm?) de la camara Neubauer.
FD = valor inverso de la dilucion usada.

10* = Factor de correccién del volumen muestreado para conversién de datos a un volumen de 1

mL.

3.3.8 pH ruminal.
Se midid el pH a las 0 y 72 h de incubacién de iniciado el experimento, con un potenciometro

marca ORION 250, calibrado a dos buffers (pH 4y 7).
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pE
Figura 1.1. Fotos de protozoarios del género Isotrichia fijados con formaldehido al 10%. a)
protozoario viable, mostrando integridad morfoldgica de su ectodermo, b) Protozoario no viable,
mostrando turgencia celular y pérdida de su morfologia.

3.3.9 Disefio y analisis estadistico

Para la seleccion de las plantas y subproductos de cosecha que presentaran capacidad
desfaunante, se organizaron tres grupos al azar, cada uno con sus respectivos tratamientos,
testigo y farmaco desfaunante, siendo las variables evaluadas en cada una de las tres
repeticiones, el conteo de protozoarios integros y el valor del pH de los respectivos medios de
cultivo de cada tratamiento. Para el analisis de los datos del conteo de protozoarios integros, se
utilizé un modelo de regresion binomial negativa, realizando la comparacion de medias por el
método de Bonferroni (P<0.05, SAS, 2002). La variable de pH fue analizada por medio de un
disefio completamente al azar (GLM; SAS, 2002) y la diferencia entre medias se estimo por el

método de Tukey (P<0.05).

3.4 RESULTADOS
Del primer grupo evaluado, solamente la planta de G. sepium presento capacidad desfaunate
(P<0.05) a partir de las 24 h de incubacion. A partir de las 48 h de incubacion, la torta de

higuerilla (R. communis) presento actividad desfaunante.
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Cuadro 3.3 Efecto de los tratamientos del grupo 1 sobre la concentracién de protozoarios viables (10*
mL™ del medio de cultivo a diferentes horas de incubacion y pH del medio a las 0 (inicial) y 72 h (final)

. Tiempo (horas de incubacion ) pH

Tratamiento 0 24 48 72 Inicial __ Final
A. sativa 13.22 18.3¢ 9.1 12.12 6.35° 6.25"
G. ulmifolia 10.128 9.1 17.6° 4.7 6.45" 6.35"
M. spicata 7.0% 10.6° 13.22 6.5 6.42" 6.32"
M. vulgare 7.12 8.12 5.8 5.42 6.35" 6.25"
G. sepium 7.58 2.8 2.0° 2.0° 6.38% 6.28%
R. communis(torta) ~ 4.46° 5.42 2.1° 2.6 6.38% 6.28"
Secnidazol® 7.9 1.0° 0.2° 0.0° 6.46" 6.36"
C. nucifera (aceite)  14.42 12.22 7.12 4.12 6.54°% 6.44°
GCA-FR 10.0° 8.42 4.7 7.8 6.54° 6.44°
EEM+ 1.0 2.1 1.2 1.3 0.02 0.01

abcdy/alores con diferente literal por columnas presentan diferencias significativas (P<0.05)

A las 72 h de incubacién, solamente el tratamiento con Secnidazol® (testigo positivo de
desfaunacion) presento actividad desfaunante (P<0.05), la cual se presento desde las 24 h de
incubacion. Mientras que, el tratamiento con avena (A. sativa) molida (tratamiento testigo)
mantuvo una concentracion de protozoarios de 12.1X10* mL™ de medio de cultivo después de 72
h de incubacion, lo que indica, que el método usado para el cultivo de los protozoarios in vitro es
adecuado para mantener estos microorganismos viables por al menos 72 h de incubacién. Por
tanto, la disminucidn en la concentracion de protozoarios de los tratamientos evaluados se debe

exclusivamente al efecto de dichos tratamientos.

En el segundo grupo de plantas evaluadas, los tratamientos con los sustratos A. mapisaga A.
salmina var. salmiana, A. salmiana var. ferox, A. ochroleuca (follaje) y A. ochroleuca (semilla)
presentaron una disminucion significativa (P<0.05) en la concentracion de protozoarios viables a

partir de las 48 h de incubacion.
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Cuadro 3.4 Efecto de los tratamientos del grupo 2 sobre la concentracién de protozoarios viables (10*
mL™ del medio de cultivo a diferentes horas de incubacion y pH del medio a las 0 (inicial) y 72 h (final)

Tratamiento

Tiempo (horas de incubacion )

pH

0 24 48 12 inicial Final
A. mapisaga 75° 218 05" 0.2° 6.52 6.41
A. salmina var. salmiana 70° 18 03 03° 6.55 6.47
A. salmiana var. ferox. 822 218  06° 03 6.53 6.35
A. ochroleuca (follaje) 74> 198 02° 0.2° 6.55 6.45
A. ochroleuca (semilla) 75 14 02° 03 6.54 6.42
GCA-FR 842 578 298 102 6.56 6.53
C. ambrosioides 73> 13 09 01 6.60 6.50
J. curcas (harina) 799 27 13 04 6.58 6.51
Secnidazol® 7.8 00° 00° 00° 6.58 6.6
EEM+ 0.3 0.2 0.1 0.1

b \/alores con diferente literal por columnas presentan diferencias significativas (P<0.05)

A las 72 h de incubacion, todas las plantas y residuos agricolas evaluados presentaron capacidad

desfaunante con diferencias (P<0.05) con el tratamiento testigo (GCA-FR). El Secnidazol®

volvid a mostrar su alta capacidad desfaunante a partir de la 24 h de incubacion.

Finalmente en el grupo 3, unicamente el subproducto cascabillo de café presento capacidad

desfaunante desde las 48 h de incubacion (P<0.05), a las 72 horas de incubacion el subproducto

de cascarilla también presento capacidad desfaunante, sin diferencias (P<0.05) con los

tratamientos cascabillo y Secnidazol®.

En general, el pH inicial y final (0 y 72 h de incubacion) de los medios de cultivo en los tres

grupos de plantas y residuos agricolas evaluados, se mantuvo en valores adecuados para el

crecimiento de protozoarios ruminales (superior a 6.2), por tanto, se estima que no existio un

efecto negativo del pH en la viabilidad de los protozoarios ruminales.
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Cuadro 3.5 Efecto de los tratamientos del grupo 3 sobre la concentracién de protozoarios viables (10*
mL™ del medio de cultivo a diferentes horas de incubacion y pH del medio a las 0 (inicial) y 72 h (final)

Tratamiento Tiempo (horas de incubacién) pH

0 24 48 72 Inicial Final
GCA-FR 11.32 11.28 3.8 1.0 6.54 6.45
C. arabica (pulpa) 8.8° 4.8° 2.78 1.0 6.57 6.47
C. arabica (cascarilla) 10.32 2.78 1.62 0.7° 6.56 6.47
C. arabica (cascabillo) 10.3? 2.48 0.8° 0.6° 6.55 6.52
Secnidazol® 8.3° 0.0° 0.0° 0.0° 6.58 6.62
EEMz 1.0 0.8 0.5 0.2

abyvsalores con diferente literal por columnas presentan diferencias significativas (P<0.05)

3.5 DISCUSION

Con relacion al medio GCA-FR, la adicion de glucosa al medio de cultivo para el crecimiento de
protozoarios, puede generar una alta proliferacion de bacterias afectando su sobrevivencia; en
contraste, la adicion de almidon soluble estimula el crecimiento de los protozoarios (Hino,
1973a). Aun asi, la presencia de bacterias en el medio de cultivo contribuye al crecimiento de
protozoarios ciliados y puede eliminar la toxicidad de algunos compuestos (p.ej. metales
pesados) (Mihalikova et al., 2009). En comun, estos carbohidratos son facilmente fermentables y

por lo tanto promueven el crecimiento del protozoario (Hino, 1973b).

Tanto el medio con avena como el medio con GCA-FR, mantuvieron valores de pH (0 a 72 h de
incubacion) dentro de un rango de 6.25 a 6.54, que resulta adecuado para el crecimiento de
protozoarios ciliados del rumen (Hino, 1973c). Desde las 24 h de incubacion, el farmaco
Secnidazol®, usado como testigo positivo de desfaunacién, presento una disminucion
significativa (P<0.05) en la concentracion de protozoarios ruminales viables, debido al efecto
citotoxico, asociado al espectro de actividad de los nitroimidazoles sobre los protozoarios
anaerobios, este desparasitante ingresa al citoplasma celular, dafiando la integridad del ADN

como consecuencia de la reduccion del grupo nitrito (NO;). La alta capacidad desfaunante que se
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determiné con el Secnidazol®, con una efectividad de 100% a partir de las 24 h de incubacién, es
similar a la reportada por Ley de Coss et al. (2011).

Del primer grupo de plantas evaluadas Unicamente se determind actividad desfaunante (a partir
de las 48 h de incubacidn) en la planta de cocoite (G. sepium) y la torta higerilla (R. communis).
Se ha reportado la presencia de taninos condensados, aceites esenciales y toxinas que afectan la
sobrevivencia de los protozoarios en estos sustratos (Jackson y Barry, 1996; Chen et al., 2003;
Liu et al., 2011). Tanto la planta de cocoite como la torta de higuerilla, fueron seleccionadas para

el siguiente experimento (Capitulo 1V).

En el segundo grupo evaluado, todas las plantas y subproductos mostraron capacidad
desfaunante a las 72 h de incubacion (ver cuadro 3.4). Sin embargo, Unicamente los agaves Y el
chicalote, presentan una diferencia significativa (P<0.05) en la concentracién de protozoarios
integros desde las 48 h con respecto al tratamiento testigo. En los agaves se ha determinado la
presencia de saponinas que tiene un efecto desfaunante en dietas convencionales para rumiantes,
aunque también se a reportado una disminucion en la concentracion de este metabolito
secundario durante el proceso de ensilaje (Pinos et al., 2009). En cuanto al chicalote (A.
ochroleuca) se ha reportado que la actividad anti-protozoa se debe a la presencia de alcaloides
(Abdel et al., 2010).

En el tercer grupo evaluado, los subproductos cascabillo de café y cascarilla de café tuvieron un
menor concentracion de protozoarios (P<0.05), a partir de la 48 y 72 h de incubacion
(respectivamente) con respecto a los tratamientos testigo y pulpa de café (Cuadro 3.5). A pesar
de que tanto la pulpa, el cascabillo y la cascarilla de café contienen taninos condensados
(Clifford, 1991; Hei¢movi¢ et al., 2011), se desconoce, el motivo de que solamente se presente la

actividad desfaunante con algunos de estos subproductos del café. No se encontré informacion
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publicada sobre el efecto desfaunante de estos subproductos, los cuales, comprende
aproximadamente el 45% del grano completo de café. Su uso industrial esta relacionado a la
extraccion de cafeina y polifenoles (Esquivel y Jiménez, 2012). El uso directo de estos
subproductos para la alimentacion animal es limitado, debido a los factores anti-nutricionales y
anti-fisioldgicos (p. ej. taninos y cafeina) que puede ser removidos mediantes tratamientos

quimicos alcalinos y &cidos (Ulloa et al., 2002).

3.6 CONCLUSIONES

En condiciones in vitro la adicion de glucosa, celobiosa y almiddn, permite la sobrevivencia de
los protozoarios ruminales, por 72 horas de incubacién en una concentracion de por lo menos
1X10* mL™* de medio de cultivo.

El farmaco Secnidazol® usado como desfaunante en medios de cultivo in vitro para la
sobrevivencia de protozoarios ruminales, es efectivo desde las 24 horas de incubacion. Ninguna
de las plantas y residuos agricolas evaluados igualo su potencia.

Para el periodo de las 72 h de incubacion, las plantas y subproducto seleccionados por su
capacidad desfaunante (P<0.05) son: A. mapisaga, A. salmina var. salmiana, A. salmiana var.
ferox, A. ochroleuca (follaje y semilla), C. ambrosioides, J. curcas (harina), C. arabica

(cascarilla y cascabillo).
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CAPITULO IV

EVALUACION IN VITRO DE LAS PLANTAS Y SUBPRODUCTOS AGRICOLAS
SELECCIONADOS POR SU ALTA CAPACIDAD DESFAUNANTE (ACD)

41. RESUMEN

Aungque no se sabe con exactitud que metabolitos secundarios (p. ej. taninos, saponinas,
alcaloides o aceites esenciales) presentes en las plantas y residuos agricolas causan la
desfaunacién, los estudios in vitro usando medios de cultivo para protozoarios son una opcion
experimental eficaz para seleccionar nuevos sustratos desfaunantes. En el presente estudio se
comparo (in vitro) la capacidad desfaunante de plantas y subproductos agricolas previamente
identificados (capitulo I11) con alta capacidad desfaunante (ACD). Las variables analizadas
fueron: produccion de acidos grasos volatiles, pH y concentracion de protozoarios viables. El
follaje de chicalote (Argemone ochroleuca) y el cascabillo de café (C. arabica) tuvieron la mejor
actividad desfaunante (P<0.05) con relacion a los demas sustratos evaluados. Sin embargo, el
tipo de fermentacion fue variable, el follaje de chicalote tuvo la mayor produccién (P<0.05) de
acido butirico; mientras que el cascabillo de café presento una menor produccion (P<0.05) acido

acético y acido butirico.

Palabras clave: taninos, saponinas, alcaloides, protozoarios, rumiantes.
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41. ABSTRACT

Although it is not known which secondary metabolites (e.g. tannins, saponins, alkaloids or
essential oils) contained in plants and agricultural by-products have a rumen defaunation effect
exactly, the in vitro studies with culture media for protozoa work well for selection of new
defaunation substrates. In this study the in vitro defaunation ability of plants and agricultural by
products, previously identified (Chapter Ill) with high defaunation capacity (HDC), was
evaluated. The variables analyzed were: volatile fatty acids production, pH, and the number of
viable protozoa. The leaves of chicalote (Argemone ochroleuca) and the coffee husk (C arabica)
had the best defaunation capacity (P<0.05) compared with the other evaluated substrates.
However, the type of fermentation was variable, the leaves of chicalote had the highest (P<0.05)
butyric acid production, and the coffee husk had the lowest (P<0.05) acetic and butyric acids

production.

Key words: tannins, saponins, alkaloids, protozoa, ruminats.

4.2 INTRODUCCION

El uso de plantas y sus extractos oleosos 0 acuosos representan una alternativa de desfaunacion
del ganado en diferentes sistemas de produccion de leche y de carne. El objetivo es disminuir las
emisiones de metano, sin que se afecte negativamente la eficiencia productiva de las animales y
la sustentabilidad de la empresa (Patra y Saxena, 2009). La concentracion de protozoarios
ruminales también puede suprimirse con el uso de antibidticos ionoforos (Guan et al., 2006;
Hook et al., 2010; Patra y Saxena, 2010; Ley de Coss et al., 2011); sin embargo, en algunos
paises ya se prohibe el uso de cualquier antibiotico como aditivo alimentico. Lo que justifica la

investigacion para evaluar plantas y subproductos con potencial actividad desfaunante, debido a
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su contenido de flavonoides, alcaloides (Chemler et al., 2009), saponinas (Jung et al., 2004),
aceites esenciales (Greathead, 2003) o taninos condensados (Haslam, 1988; Patra y Saxena,
2010). De esta forma, el glucésido de yucagenina (100 pg/mL) aislado de una fraccion
purificada de sapogenina de la planta Agave brittoniana, presenta actividad antiprotozoaria
(100% de eficiencia), comparada a la accion del metrodinazol. (Guerra et al., 2008). La planta
Argemone ochroleuca contiene el alcaloide isoquimnolinico berberina (Reyes et al., 2011), Ley
de Coss et al. (2011), lograron mantener in vitro una concentracién 7.5X10° protozoarios
ciliados/mL™ con 90% de viabilidad durante 72 h de incubacién en un medio de cultivo para
protozoarios (MCT), cuando agregaron al medio de cultivo el extracto soluble de la planta
Argemone mexicana, se redujo (P<0.05) la concentracion de protozoarios viables a partir de las
24 h de incubacién 9.1X10® mL™ MCT. A las 72 horas de incubacion el efecto desfaunante
continlo. En este experimento se evaluaron planta y residuos agricolas que en un experimento
presentaron actividad desfaunante (capitulo 111). El objetivo de este experimento fue, seleccionar
los sustratos con alta capacidad desfaunante. Se evallo la capacidad desfaunante in vitro de las
plantas: chicalote blanco (Argemone ochroleuca) semilla y follaje), cocoite (Gliricidia sepium),
curcumina (Curcuma longa), epazote (Chenopodium ambrosioides), tres especies de maguey
(Agave mapisaga, A. salmina var. salmiana, A. salmiana var. ferox), y de los subproductos
agricolas: cascabillo y cascarilla de café, (Coffea arabica) harina de jatropa (Jatropha curcas), y
torta de higerilla (Ricinus communis). Ademas, se evalud el efecto de su adicion en el pH a las 0

hy 96 h y la produccién y proporcién de acidos grasos volatiles a las 96 horas de incubacién.
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4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1. Ubicacion geografica del estudio
El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia Ruminal
y Genética Microbiana, perteneciente al programa de Ganaderia del Colegio de Postgraduados,

ubicado en Montecillo, Texcoco, Estado de México.

4.3.2. Medio de cultivo para la sobrevivencia de protozoarios

El medio de cultivo usado en el experimento tuvo como componentes principales glucosa,
celobiosa, almidén y fluido ruminal (GCA-FR), y se adiciono penicilina y estreptomicina para
limitar el crecimiento de bacterias ruminales. La composicion exacta del medio de cultivo GCA-
FR se describe en el cuadro 4.1. Los medios fueron preparados usando la técnica anaerobica
descrita por Hungate (1950). En tubos de cultivo de 18X150 mm que contenian 0.01 g del
sustrato a evaluar (planta o residuo agricola) se adicionaron 9 mL de medio de cultivo GCA-FR.
Ademas, a cada tubo se le adicionaron 100 pL/9mL medio de cultivo, de una solucion de
antibiéticos (HIDRO-PEN®) que contiene 25 mg/mL™ de estreptomicina y 20,000 Ul mL™ de

penicilina (Ley de Coss 2003).

4.3.3. Plantas y subproductos agricolas con capacidad desfaunante (PSD)

Las plantas y los subproductos de cosecha evaluados se indican en el cuadro 4.2. Estos sustratos
fueron deshidratados por 48 h en una estufa de secado a 60°C, posteriormente se molieron en un
molino Willey (criba de 1 mm) y se pulverizaron en un mortero (Fritsch). Para el experimento se

agregaron 0.01 g de cada sustrato en 9 mL de medio de cultivo. Las muestras de plantas y los
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subproductos de cosecha fueron recolectados en la regién de Texcoco y en los Estados de

Chiapas. Tabasco y Veracruz.

4.3.4. Farmaco desfaunante (FD)

El farmaco utilizado fue el Secnidazol®, el cual se adicioné a los medios de cultivo siguiendo el
procedimiento descrito por Ley de Coss (2003) y Donato (2006) y se agreg6 en una cantidad de
0.65 mg de Secnidazol® en 9 mL™ de medio de cultivo (Ley de Coss et al., 2011).

Cuadro 4.1 Composicion del medio cultivo base (GCA-FR) para crecimiento y
supervivencia de protozoarios ciliados del rumen.

Cantidad/100 mL de medio

Compuesto Medio GCA-FR Medio PSD* Medio FD**
Agua destilada 47.42 mL 47.42 mL 47.42 mL
Liquido ruminal clarificado ™ 30.0 mL 30.0 mL 30.0 mL
Solucién mineral 1 5.0 mL 5.0 mL 5.0 mL
Solucién mineral 11 © 5.0 mL 5.0 mL 5.0 mL
Carbonato de sodio. solucién 8% 5.0 mL 5.0 mL 5.0 mL
Acetato de sodio. 1.5 % © 5.0 mL 5.0 mL 5.0 mL
Solucién sulfito-cisteina © 2.0 mL 2.0mL 2.0 mL
Solucién rezarsurina al 0.1% 0.1mL 0.1 mL 0.1mL
Tripticasa-peptona 0.20¢g 0.20¢g 0.20¢g
Extracto de levadura 0.10¢ 0.10¢g 0.10¢
Glucosa 0.06 g 0.06 g 0.06 g
Celobiosa 0.06 g 0.06 g 0.06 g
Almidon 0.06 g 0.06 g 0.06 g
Planta ¢ residuo desfaunante 01g
Secnidazol® 6.5¢

(2)Liquido ruminal clarificado previamente filtrado en una gasa triple y centrifugado a 10. 000 rpm. por 15 minutos a
4°C. esterilizado 20 minutos a 15 psi. 121°C; (2) Conteniendo (por 1000 mL) 6 g de K,HPO,; (3) Conteniendo (por
1000 mL) 6 g de KH,PO,; 6 g (NH,),SO,; 12 g NaCl; 2.45 g MgSO, y 1.6 g de CaCl, H,O; (4) 8 g de carbonato de
sodio en 100 mL de agua destilada; (5) 1.5 g de acetato de sodio en 100 mL de agua destilada; (6) 2.5 g de L—cisteina
(disuelta en 15 mL de 2N NaOH) + 2.5 g de Na,S-9H,0 (en 100 mL de H,0O); (7) 0.1 mL de resazurina en un
volumen final de 100 mL. calentado hasta que el indicador pierde su coloracion y esterilizado.

* Plantas y subproductos de cosecha con capacidad desfaunante (ver cuadro 4.2).

** Farmaco desparasitante Secnidazol®.
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4.3.5. Recuperacion de protozoarios

El fluido ruminal (FR) se obtuvo entre las 8:00-9:00 de la mafiana, de un toro Holstein fistulado
de 2.5 afios de edad. ElI FR se filtro con una tela de manta con el fin de eliminar particulas
grandes de alimento. Posteriormente, se deposito (500 mL) en un embudo de separacion y se
coloco en una incubadora a 39°C hasta que se precipitaron los protozoarios que se observan
como un anillo blanquecino en el fondo del embudo (tiempo aproximado de 15 min). De la masa
de protozoarios precipitados (anillo blanquecino) se tomaron, en promedio, 5 mL y se
depositaron bajo flujo de CO,, en un tubo de cultivo 18X150 que contenia 5 mL del medio de
cultivo GCA-FR. Una gota de esta mezcla se deposito por capilaridad en las dos cuadriculas de
la camara Neubauer, y se realizd el conteo de protozoarios de acuerdo a la técnica descrita por
Ogimoto y Imai (1981). Una vez conocida la concentracion de protozoarios por mL del medio de
recuperacion, se calcula la cantidad que se deberia agregar en los diferentes tratamientos y sus
repeticiones, para asegurar una concentracion inicial de protozoarios (hora “cero” de incubacion)

igual o mayor a 1X10°/mL™ del medio de cultivo.

4.3.6 Técnica de inoculacion de los medios de cultivo

Antes de la inoculacién con los protozoarios, los tubos de cultivo anaerobio que contenian el
medio GCA-FR y el sustrato a evaluar se mantuvieron a una temperatura de 39°C y se les agregd
la mezcla de antibidticos descrita anteriormente. La inoculacion de los medios de cultivo con el
concentrado de protozoarios viables (1 mL/9 mL de medio de cultivo), se realizo bajo flujo de
CO,. Para realizar el conteo y determinar la concentracion de protozoarios existentes en el medio
de cultivo se utilizé una camara Neubauer y un microscopio de contrastes (Zeiss, Axiostar) a
400X de magnificacion (Ogimoto y Imai, 1981), el conteo se realizé a las 0, 24, 48, 72 h de

incubacioén.
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Cuadro 4.2. Plantas y subproductos agricolas evaluados por su capacidad desfaunante

Plantas

Nombre comun Nombre cientifico
Chicalote Blanco (Follaje) Argemone ochroleuca
Chicalote Blanco (Semilla) Argemone ochroleuca
Cocoite Gliricidia sepium
Curcumina Curcuma longa
Epazote Chenopodium ambrosioides
Maguey Agave mapisaga.
Maguey Agave salmina var. salmiana.
Maguey Agave salmiana var. ferox.

Subproductos agricolas
Nombre comun Nombre cientifico
Cascarilla de café Coffea arabica
Cascabillo de café Coffea arabica
Harina de Jatropa Jatropha curcas
Torta de Higuerilla Ricinus communis

4.3.7 Conteo de protozoarios viables

Debido a su gran movilidad, es dificil contar protozoarios viables en la cAmara Neubauer, por lo
que se procedid a considerar como protozoarios viables a aquellos protozoarios que mantuvieron
su integridad morfoldgica después de ser fijados en una solucién de formaldehido al 10% (Figura

1.1ay 1.1b; Capitulo I11).

Se estimo la concentracion de protozoarios por mL del medio de cultivo de cada tratamiento a las
0, 24, 48 y 72 h de incubacién. En cada tiempo, se extrajo con una pipeta Pasteur 0.5 mL de
medio inoculado con protozoarios y se deposito por capilaridad en las dos cuadriculas que
conforman la camara de conteo Neubauer, posteriormente se observd en un microscopio de
contraste modelo Axiostar (Zeiss) a 400X magnificaciones. El conteo de protozoarios se realizo
en ocho cuadrantes (cuatro de cada cuadricula) que tienen un area de 1mm? El nimero de

protozoarios por mL de medio de cultivo se estima de acuerdo con la siguiente formula:

Protozoarios mL™ = (X)* (FD)* (10%)
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Donde:
X = media de los conteos de protozoarios en ocho cuadrantes (1mm?) de la camara Neubauer.
FD = valor inverso de la dilucién usada.

10* = Factor de correccion del volumen muestreado para conversion de datos a un volumen de

ImL.

4.3.8 pH ruminal.
Se midid el pH a las 0 y 72 h de incubacidn de iniciado el experimento, con un potenciometro

marca ORION 250, calibrado a dos buffers (pH 4y 7).

4.3.9 Concentracion de &cidos grasos volatiles (AGV)

Para determinar la produccion de acidos grasos volatiles, se recolectaron 4 mL del medio de
cultivo de cada tratamiento y sus repeticiones, se adiciono acido metafosforico al 25% en una
proporcion de 4:1 mL de muestra: &cido, respectivamente. Se homogenizo la mezcla, se
transfirieron 2 mL en viales para centrifuga y se centrifugaron las muestras a 14,000 rpm (20,817
X g) por 10 min a una temperatura de 4°C, en una centrifuga Eppendorf, modelo 5810R.
Finalmente, se recolecto el sobrenadante y se almaceno en refrigeracion hasta su analisis. El
contenido de AGV de las muestras se determino por cromatografia de gases, en un cromatografo
Clarus 500, marca PerkinEImer con automuestreador, se uso una columna capilar empacada Elite
FFAP (PerkinElmer). El gas nitrogeno fue usado como gas acarreador. El proceso de calibracion
del estandar de AGV se realizo por triplicado. Las temperaturas del horno, el detector de

ionizacion de flama (FID) e inyector fueron de 120°C, 250°C y 250°C, respectivamente. El

49



tiempo de retencién de las muestras fue: acetato 2.25min, propionato 2.75min y butirato

3.25min, con un total de 4.62min de corrida.

4.3.10 Disefio y analisis estadistico

Las plantas y los subproductos de cosecha seleccionados por su capacidad desfaunante, fueron
evaluados en este experimento con el fin de identificar los materiales con alta capacidad
desfaunante (ACD), definida como la capacidad para reducir de forma significativa la poblacion
de protozoarios durante las primeras 24 y 48 h de incubacidn. Los tratamientos se organizaron al
azar y se evalud la concentracion de protozoarios viables a las 0, 24, 48 y 72 h de incubacién in
vitro y la produccion de AGV a las 96 h de incubacion, asi como los valores de pH alas 0 h y 96
h de incubacion. Para el analisis de lo concentracion de protozoario por mL de medio de cultivo,
se utiliz6 un modelo de regresion binomial negativa, realizando la comparacion de medias por el
método de Bonferroni (P<0.05; SAS, 2002). Las variables de pH, produccién de acidos grasos
volatiles (AGV), fueron analizadas por medio de un disefio completamente al azar (GLM; SAS,

2002), para estimar la diferencia entre medias se uso el método de Tukey (P<0.05).

4.4 RESULTADOS
En el cuadro 4.3 se presentan los resultados obtenidos en cuanto a la concentracion de
protozoarios por mL de medio de cultivo a las 0, 24, 48, 72 y 96 h de incubacién y del pH a las 0

y 96 h.

La unica planta que presento actividad desfaunante a las 24 h de incubacion, fue la especie de
maguey A. mapisaga (P<0.05). El tratamiento con Secnidazol®, usado como control positivo de

desfaunacion confirmo, en todos los grupos de plantas evaluados, su alta capacidad desfaunante
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a partir de las 24 h de incubacion. Con excepcion de la curcumina, todas las plantas del grupo 1

presentaron actividad desfaunante a partir de las 72 h de incubacion.

Cuadro 4.3. Efecto sobre la concentracién de protozoarios ruminales (10*/mL de medio de
cultivo) y pH a diferentes horas de incubacion

Protozoarios (10%/mL)

Horas de incubacién

Planta/Residuo/Farmaco 0 24 48 72 96 0 96
Grupol
A. salmina var. salmiana 0.1° 2.28 112 05> 0.1° 6.5 6.4
A. mapisaga 8.2" 0.4° 02° 01° 00 6.6 6.4
A. salmiana var. ferox 8.8° 10.42 462 05" 02° 6.5 6.4
C. longa 8.9" 7.1 470 18 04° 6.5 6.4
Secnidazol® 9.3 0.0° 0.0° 00" 00 6.6 6.5
Testigo 10.72 4.8% 3.4 39 112 6.6 6.5
EEM+ 0.4 0.9 0.5 0.1 0.1 001  0.02
Grupo 2
R. communis (torta) 10.82 2.5 1.5 05" 04° 6.5 6.5
J. curcas (harina) 9.72 2.3 112 09° 06 6.6 6.5
A. ochroleuca (follaje) 8.3 1.6 112 09" 04° 6.5 6.4
A. ochroleuca (semilla) 9.22 2.0° .00 04> 01° 6.5 6.4
Secnidazol® 9.3 0.0° 0.0° 00" 00 6.6 6.5
Testigo 9.0° 3.7 3.00  21¢ 158 6.6 6.5
EEM+ 0.5 0.4 0.3 0.1 0.1 0.01  0.02
Grupo 3
C. arabica (cascarilla) 8.0 3.0° 14> 12°  06° 6.5 6.4
C. arabica (cascabillo) 8.7 1.7° 08" 08 05 6.5 6.4
G. sepium 8.2 1.1° 08" 06° 03 6.5 6.4
C. ambrosioides 7.8 1.4° 09> 1.0° 03 6.5 6.4
Secnidazol® 7.9° 0.0° 0.0° 00" 00 6.5 6.5
Testigo 8.4 6.42 358 248 1.3 6.5 6.4
EEM+ 0.4 0.2 0.2 0.2 0.1  0.0045 0.01

a5 \/alores con diferente literal por columnas presentan diferencias significativas (P<0.05)

En el segundo grupo tanto la semilla como el follaje de A.ochroleuca y los subproductos, torta de

Higuerilla y harina de Jatropha, presentan una disminucion de la poblacion de protozoarios

ruminales (P<0.05) hasta las 72 h de incubacién con respecto al tratamiento testigo. Finalmente
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en el grupo 3 todas las plantas y subproductos, exceptuando la cascarilla de café, presentaron una
disminucion (P<0.05) en la concentracion de protozoarios viables desde las 24 h de incubacion,

en comparacion el tratamiento testigo.

En cuanto a la concentracion de acidos grasos volatiles (AGV) a las 96 h de incubacion, los
resultados del grupo uno indican que el tratamiento con Secnidazol® disminuye (P<0.05) la
produccién total de AGV, en comparacion con el tratamiento con la especie de maguey A.
salmina var. salmiana, en este tratamiento, se determino la mayor produccion (P<0.05) de &cido
acetico y propiénico. En el grupo dos, la mayor produccion de AGV se presento en el
tratamiento con R. communis (torta). Los tratamientos Secnidazol® y testigo tuvieron la mas baja
produccién (P<0.05) con relacion a los demas tratamiento. El grupo tres la produccion total de
AGV fue mayor (P<0.05) en el tratamiento testigo y disminuyo en los tratamientos con G.
sepium y C. arabica (cascarilla y cascabillo). La proporcion acetato:propionato fue muy variable

dentro de un rango de 3:1 a 6:1.

4.5 DISCUSION

Ademas del Secnidazol® que se incluyo como un tratamiento positivo con alta capacidad
desfaunante (ACD); de los tres grupos evaluados, la Unica planta que se puede clasificar con
ACD es la especie de maguey forrajero A. mapisaga. La adicion de esta planta en el medio de
cultivo para protozoarios, fue el Unico de todos los tratamientos evaluados que disminuyo
(P<0.05) la concentracion de protozoarios viables a las 24 h de incubacidn. La planta de maguey
forrajero A. mapisaga contiene saponinas, que posiblemente estan relacionadas con la ACD de
este forraje. Las saponinas forman complejos con los esteroles presentes en la membrana celular

del protozoarios, causando su destruccion (Francis et al., 2002). A partir de la 72 h de incubacion
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las otras dos especies de maguey forrajero evaluados (A. salmina var. salmiana y A. salmiana

var. ferox) tuvieron una capacidad desfaunate similar (P>0.05) a la especie A. mapisaga.

Cuadro 4.4. Concentracion y proporcion de acidos grasos volatiles (mol L™ medio de cultivo) en los
tres grupos y relacion acetato:propionato, a las 96 h de incubacion.

Acetato Propionato Butirato AGYV total
molL" % molL™ % molL™ %  molL' C2.C3

Planta/Residuo/Farmaco

Grupol

A.salminavar. salmiana  55.948 7515 9.53% 12.80 8.97° 1205  74.44? 6:1
A. mapisaga 4853 7697 7.76° 1231 6.76° 10.72 63.05® 51
A. salmiana var. ferox. 37.40° 7258 6.60™ 12.81 753" 1461 5153 @ 4:1
C. longa 36.21° 7216 6.37° 1269 7.60° 1515 50.18"™ 4:1
Secnidazol® 35.97° 7295 7.14° 1448 620° 1257 49.31° 4:1
Testigo 45.74° 7094 816" 1266 1058 1641 64.48" 51
EEM+ 45 0.8 0.9 2.5
Grupo 2

R. communis (torta) 36.620 71.67 6.48 1269 7.99 1565 51.07° 4:1
J. curcas (harina) 3210 7097 575" 1271 7.38 1632 4523% 3:1

A. ochroleuca (follaje) 31.77" 7143 555 1248 7.16" 1610 44.48% 31
A.ochroleuca (semilla) ~ 30.93° 70.86 5.37°° 1230 7.35% 16.84 4365 3:1

Secnidazol® 2461° 7255 4.88° 1439 4.43° 13.06 33.92° 5:1
Testigo 28.73° 7129 522 1295 6.35° 1576 40.30™ 3:1
EEM+ 1.1 0.2 0.2 1.4
Grupo 3

C. arabica (cascarilla) 53.99° 7170 9.64° 12.80 11.67° 1550  75.30° 5:1
C. arabica (cascabillo) 52.92° 71.61 9.73% 1317 11.25° 1522  73.90° 5:1

G. sepium 57.85" 72.38 10.36™° 1296 11.72" 1466 79.93° 61
C. ambrosioides 60.94" 7190 10.72° 1265 13.10° 1546 84.76™  6:1
Secnidazol® 59.25b* 75.35 10.58°° 13.46 8.80b° 11.19 78.63"  6:1
Testigo 6458 7321 11.77% 1334 11.86° 1345 88.21° 6:1
EEM+ 14 - 02 @ - 0.3 1.8

abcdy/alores con diferente literal por columnas presentan diferencias significativas (P<0.05)
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Estos resultados indican que la especie A. mapisaga, contiene metabolitos secundarios toxicos
para los protozoarios que se encuentran en mayor concentracion, o son mas solubles y de rapida
liberacion en rumen, en comparacion con las otras dos especies de maguey que presentaron
efecto desfaunante hasta las 72 h de incubacion (ver cuadro 4.3). El glucésido de yucagenina
(100 pg/mL) aislado de una fraccién purificada de sapogenina de la planta Agave brittoniana,
presenta actividad antiprotozoaria (100%), comparada a la acciéon del metrodinazol. De igual
forma, saponinas comerciales provenientes de Yucca schidigera en altas concentraciones (0,06%/
kg de PC) disminuyen la poblacién de protozoarios a 8.51X10%/mL (Sliwinski et al., 2002). En
condiciones in vitro 77 ppm de saponina esteroidal de Yucca schidigera disminuye el nimero de

protozoarios (2.9X10°/mL) a las 12 h de incubacién. (Valdez et al., 1986).

En el segundo grupo tanto la semilla como el follaje de A. ochroleuca y los subproductos, torta
de higuerilla y harina de jatropha, provocaron una disminucién de la poblacion de protozoarios
ruminales (P<0.05) hasta las 72 h de incubacion con respecto al tratamiento testigo y se mantuvo
a las 96 h de incubacion. Sin embargo, no se clasifican como ACD. Estos sustratos fueron
seleccionados para su evaluacion, por que contienen metabolitos secundarios que se asocian con
un efecto toxico en protozoarios; por ejemplo: el chicalote (A. ochroleuca) contiene alcaloides
isoquimnolinicos como la berberina (Reyes et al., 2011), el extracto en cloroformo de esta planta
tiene efectos inhibitorios (50%) sobre protozoarios patdgenos (Trypanosoma, Plasmodium y
Leishemia) esta capacidad se asocia a la presencia de alcaloides de bencilisoquinolina (Abdel et
al., 2010); la planta higerilla contiene citotoxinas como la ricina (Barnesa et al., 2009); las harina
de la semilla de J.curcas, que se obtiene después de la extraccion de aceite, contiene
toxoalbumina curcina, ésteres de forbol, terpenos, polifenoles y taninos (Llelaboye y Pikuda,

2009). Sin embargo, los resultados obtenidos con el segundo grupo de plantas y residuos
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agricolas indican, que la presencia de metabolitos secundarios asociados con la capacidad

desfaunante, no es un factor contundente para que se presente una ACD.

Todas las plantas y subproductos del grupo 3, excepto la cascarilla de café, provocaron una
disminucion (P<0.05) en la concentracion de protozoarios integros desde las 24 h de incubacion
en comparacion el tratamiento testigo. La planta seleccionada por su ACD vy el residuo fueron, G.
sepium y el cascabillo de café, ya que a las 72 h de incubacidn, disminuyeron la concentracion de
protozoarios por debajo de una potencia con respecto al tratamiento testigo. La capacidad
desfaunante determinada en el cocoite (G. sepium) coincide con los resultados obtenidos por
Galindo et al. (2001) quiénes, reportan que la adicion de 15y 30% de la MS de follaje de cocoite
causa la disminucién (P<0.05) de la poblacién de protozoarios ruminales de 11.2 a 1.05X10°/mL
y 2.6X10° a 4.1X10% mL (respectivamente) a las 72 h de incubacién; los autores concluyen que
la capacidad desfaunante del cocoite se debe a la presencia en de taninos, flavonoides, saponinas,
triterpenos y esteroides. La concentracion de taninos condesados en el cocoite es de 0.6% de la
MS (Seresinhe y lben, 2003). Mientras que, en la pulpa de café (C. arabica var. caturra
vermelho) es de 0.19% (Clifford, 1991); por tanto, es posible que el cascabillo de café contenga

otros metabolitos secundario toxicos para los protozoarios del rumen.

La produccion de AGV estimada a las 96 h de incubacién en el grupo uno, indican que el
Secnidazol® disminuye (P<0.05) la produccién total de AGV en comparaciéon con los
tratamientos a base de las tres especies de maguey forrajero (ver cuadro 4.4). En un estudio in
vivo, la produccion total de AGV, en borregos alimentados con ensilaje de maguey forrajero, fue
de 79 mol L, en donde el 62% correspondi6 al acetato y 22% al propionato (Pinos et al., 2009),
dichos resultados son similares a los del presente experimento y son normales en la fermentacion

ruminal de materiales vegetales fibrosos.
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Los dos tratamientos que presentaron ACD fueron la especie de maguey A. mapisaga y el
Secnidazol®. Al comparar estos dos tratamientos (cuadro 4.4), se nota que el efecto de la
desfaunacion sobre el tipo de fermentacion fue diferente, la produccion total de AGV fue mayor
(P<0.05) con A. mapisaga y la proporcion de acetato:propionato:butirato fue de 76.97:12.31:10.7
vs 72.95:14.48:12.57 (respectivamente); esto es, el tratamiento con el maguey forrajero favorecid
una fermentacién acética, mientras que el tratamiento con Secnidazol® favorecié una
fermentacién propidnico-butirica, lo que se reflejo en la proporcion acetato:propionato (5:1 vs
4:1). Este resultado es diferente al reportado por Donato (2006), quien concluye que la
produccién de acidos propidnico y butirico, en el tratamiento testigo y los tratamientos con el
farmaco y Y. schidigera no presenta diferencias significativas durante los periodos de evaluacion
(0,24, 48 y 96 h). En contraste, estudios in vitro con Albizia lebbekoides, una planta con una alta
concentracion de taninos condensados, la eliminacion de protozoarios ruminales se correlaciond

con una disminucion en la produccion de acido butirico (Rodriguez et al., 2011).

En el grupo 2, la mayor (P>0.05) produccion de AGV se obtuvo en los tratamientos con la torta
de higuerilla (R. communis), la harina de jatropa (J. curcas) y el follaje del chicalote (A.
ochroleuca). El tratamiento con Secnidazol® presento de nuevo la menor (P<0.05) produccién de
AGV. Finalmente en el grupo 3 la produccién total de AGV fue mayor (P<0.05) en el
tratamiento testigo y el epazote (C. ambrosioides). También en este grupo, se repite una menor
(P<0.05) produccién de AGV en el tratamiento con Secnidazol® en comparacién con el
tratamiento control, por tanto, se estima que este farmaco con ACD, tiene como desventaja, una
disminucion en la eficiencia de la fermentacion de los carbohidratos presentes en el medio de

cultivo (glucosa, celobiosa y almidon).
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4.6 CONCLUSIONES

El farmaco Secnidazol® usado como desfaunante en medios de cultivo in vitro para la
sobrevivencia de protozoarios ruminales, es efectivo desde las 24 h de incubacion. Sin embargo,
se determind que disminuye (P<0.05) en comparacion con el tratamiento testigo, la produccién
de AGV Yy por tanto, la eficiencia de fermentar los carbohidratos presentes en el medio de
cultivo.

La Unica planta que presento ACD a partir de la 24 h de incubacion fue la especie de maguey A.
mapisaga. Otras plantas y subproducto con ACD fueron: A. ochroleuca , G. sepium y C. arabica
(cascabillo), con la desventaja de que su capacidad desfaunante se presenta después de 72 h de
incubacion.

La disminucion en la poblacion de protozoarios causada por las plantas y subproductos con
ACD, afecta de manera diferente la produccion total de AGV vy el tipo de fermentacion
(proporcion acetato:propionato:butirato), lo cual, fue mas notorio en los dos tratamientos que
presentaron actividad desfaunante desde las 24 h de incubacion, el Secnidazol® y la especie de

maguey A. mapisaga.
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CAPITULO V

EFECTO DE TRES PLANTAS Y UN SUBPRODUCTO AGRICOLA CON ALTA
CAPACIDAD DESFAUNANTE SOBRE VARIABLES FERMENTATIVAS Y
MICROBIOLOGICAS

5.1 RESUMEN

Se evaluaron cuatro sustratos que presentaron alta capacidad desfaunante en un estudio previo
(Capitulo 1V). Las plantas evaluadas fueron: cocoite (Gliricidia sepium), maguey forrajero
(Agave mapisaga) y chicalote (Argemone ochroleuca) y el subproducto agricolas cascabillo de
café (Coffea arabica). El objetivo del presente estudio fue determinar el efecto de su inclusion,
sobre algunas variables fermentativas (produccion de AGV, CH,; y CO,) y microbioldgicas
(concentracion de bacterias y protozoarios). Para todas las pruebas se uso un medio de cultivo
anaerobio para protozoarios. De acuerdo con los resultados obtenidos, todos los sustratos
desfaunantes confirmaron su alta capacidad desfaunante a partir de las 24 h de incubacion.
También se determino una disminucion en la concentracion de bacterias ruminales a las 24 h de
incubacion, en los tratamiento con Secnidazol®, cocoite y chicalote blanco; sin embargo, este
efecto desaparecié a entre las 48 y 72 h de incubacion. Todos los tratamientos mantuvieron una
proporcién de acetato propionato de 5.1, con excepcién del Secnidazol® (4:1). Por lo que se
concluye que los agentes desfaunantes evaluados tienen un efecto diferente sobra la produccion

total de AGV Yy la proporcion acetato:propionato.

Palabras claves: cascabillo de café, Argemone ochroleuca, protozoarios, rumen.
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ABSTRACT

Four substrates which a high defaunation capacity showed in a previous resercah (Chapter 1V)
were evaluated. The plants cocoite (Gliricidia sepium), maguey forrajero (Agave mapisaga), and
chicalote (Argemone ochroleuca), and the by-product coffee husk (Coffea arabica) were
evaluated. The main objective of this study was to determine the effect of these substrates
inclusion on some fermentative (production of VFA, CH,; and CO,) and microbiological
(concentration of bacteria and protozoa) variables. An anaerobic culture medium for protozoa
was used through the entire test. According with the results obtained, the high defaunation
capacity of the substrates evaluated was corroborated after 24 h of incubation. At the same time,
a decrease in the concentration of rumen bacteria was determined in the Secnidazole®, cocoite,
and chicalote blanco treatments, but this effect disappears between 48 to 72 h of incubation.
Except for Secnidazole® (4:1), all the treatments keep an acetate:propionate rate of 5:1. It is
concluded that the defaunation agents evaluated had different effects on total VFA production

and the acetate:propionate rate.
Key words: coffee hosk, Argemone ochroleuca, protozoa, rumen.

5.2 INTRODUCCION

La desfaunacion tiene potencial aplicacion en el sector ganadero, para disminuir las emisiones de
metano en rumiantes y su contribucion en el calentamiento global que se estima en 35% de las
emisiones antropogenicas (Buddle et al., 2011). Experimentalmente se han usado antibioticos
que se pueden agregar en el alimento, sin embargo, actualmente estd prohibido su uso en la
alimentacion animal por la legislacion Europea (Hart et al., 2008). Una alternativa es usar

metabolitos secundarios presentes en plantas y residuos agricolas (Guan et al., 2006; Hook et al.,
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2010; Patra y Saxena, 2010; Ley de Coss et al., 2011). Una manera rapida y eficaz para estimar
la capacidad desfaunante de diversos sustratos, es mediante pruebas in vitro, determinando el
efecto sobre la poblacion de protozoarios ruminales en medios de cultivo anaerobios. Los
estudios in vitro, también permiten estimar el efecto del sustrato desfaunante en variables
fermentativas, por ejemplo, la produccion de acidos grasos volatiles, metano y didxido de
carbono. Lo que permite una seleccién de plantas y subproductos, no solo, por su capacidad
desfaunante, sino también, por su efecto en la eficiencia fermentativa y capacidad para disminuir
las emisiones de metano (Patra y Saxena, 2009). En el presente trabajo se compard in vitro, la
alta capacidad desfaunante (ACD) del chicalote blanco (Argemone ochroleuca), cocoite
(Gliricidia sepium), maguey forrajero (Agave mapisaga), y el cascabillo de café (Coffea
arabica). La ACD de las hojas de chicalote blanco puede estar asociada a la presencia de
alcaloides que tienen efectos inhibitorios del 50% sobre protozoarios patdégenos (Trypanosoma,
Plasmodium y Leishemia; Abdel et al., 2010). El cocoite es una leguminosa arbustiva tropical, el
uso de 15 y 30% (MS) de su follaje causa (in vitro) la disminucién (P<0.05) de la poblacion de
protozoarios ruminales de 2.6X10° a 4.1X10*/mL de medio de cultivo a las 72 h de incubacion,
debido a su contenido de taninos, flavonoides, saponinas, triterpenos y esteroides (Galindo et al.,
2001). El maguey forrajero contiene saponinas que puede tener un efecto desfaunante, aunque se
ha reportado que los niveles de este metabolito secundario puede disminuir durante el proceso de
ensilaje (Pinos et al., 2009). Finalmente, el cascabillo de café es una cascara que cubre al grano
de café (pergamino), este subproducto representa 15 % del peso del grano completo de café
(Esquivel y Jiménez et al., 2012). El uso directo de estos subproducto en la alimentacion animal
es limitado, debido a su contenido de factores anti-nutricionales (p.ej. taninos y cafeina; Ulloa et

al., 2002). Las variables consideradas para este experimento fueron, conteo de protozoarios
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viables, conteo de bacterias ruminales totales y la concentracién de AGV, cada una de estas

variables fueron medidas a la 0, 24, 48, 72, 96 h de incubacién.

5.3 MATERIALES Y METODOS

5.3.1. Ubicacion geografica del estudio
El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia Ruminal
y Genética Microbiana, perteneciente al programa de Ganaderia del Colegio de Postgraduados,

ubicado en Montecillo, Texcoco, Estado de México.

5.3.2. Medio de cultivo para la sobrevivencia de protozoarios

El medio de cultivo usado en el experimento tuvo como componentes principales glucosa,
celobiosa, almidon y fluido ruminal (GCA-FR), y se adiciono penicilina y estreptomicina para
limitar el crecimiento de bacterias ruminales. La composicion exacta del medio de cultivo GCA-
FR se describe en el cuadro 5.1. Los medios fueron preparados usando la técnica anaerobica
descrita por Hungate (1950). En tubos de cultivo de 18X150 mm que contenian 0.01 g del
sustrato a evaluar (planta o residuo agricola) se adicionaron 9 mL de medio de cultivo GCA-FR.
Ademas, a cada tubo se le adicionaron 100 pL/9 mL medio de cultivo, de una solucién de
antibiéticos (HIDRO-PEN®) que contiene 25 mg mL™ de estreptomicina y 20,000 Ul mL™ de

penicilina (Ley de Coss 2003).

5.3.3. Plantas y subproductos agricolas con capacidad desfaunante (PSD)

Las plantas y los subproductos de cosecha evaluados se indican en el cuadro 5.2. Estos sustratos

fueron deshidratados por 48 h en una estufa de secado a 60°C, posteriormente se molieron en un
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molino Willey (criba de 1 mm) y se pulverizaron en un mortero (Fritsch). Para el experimento se
agregaron 0.01 g de cada sustrato en 9 mL de medio de cultivo. Las muestras de plantas y los
subproductos de cosecha fueron recolectados en la regién de Texcoco y en los Estados de

Chiapas. Tabasco y Veracruz.

5.3.4. Farmaco desfaunante (FD)
El farmaco utilizado fue el Secnidazol®, el cual se adicioné a los medios de cultivo siguiendo el
procedimiento descrito por Ley de Coss (2003) y Donato (2006) y se agrego en una cantidad de

0.65 mg de Secnidazol® 9 mL™ de medio de cultivo (Ley de Coss et al., 2011).

5.3.5. Recuperacién de protozoarios

El fluido ruminal (FR) se obtuvo entre las 8:00-9:00 de la mafiana, de un toro Holstein fistulado
de 2.5 afios de edad. ElI FR se filtro con una tela de manta con el fin de eliminar particulas
grandes de alimento. Posteriormente, se deposito (500 mL) en un embudo de separacion y se
coloco en una incubadora a 39°C hasta que se precipitaron los protozoarios que se observan
como un anillo blanquecino en el fondo del embudo (tiempo aproximado de 15 min). De la masa
de protozoarios precipitados (anillo blanquecino) se tomaron, en promedio, 5 mL y se
depositaron bajo flujo de CO,, en un tubo de cultivo 18X150 que contenia 5 mL del medio de
cultivo GCA-FR. Una gota de esta mezcla se deposito por capilaridad en las dos cuadriculas de
la camara Neubauer, y se realizo el conteo de protozoarios de acuerdo a la técnica descrita por
Ogimoto y Imai (1981). Una vez conocida la concentracion de protozoarios por mL del medio de
recuperacion, se calcula la cantidad que se deberia agregar en los diferentes tratamientos y sus
repeticiones, para asegurar una concentracion inicial de protozoarios (hora “cero” de incubaciéon)

igual o mayor a 1X10° por mL™ del medio de cultivo.
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Cuadro 5.1 Composicién de los medios de cultivo usado para estimar la concentracion de
protozoarios y bacterias del rumen.

Cantidad/100 mL de medio

Compuesto Medio GCA-FR Medio PSD*  Medio FD**
Agua destilada 47.42 mL 47.42 mL 47.42 mL
Liquido ruminal clarificado ™ 30.0 mL 30.0 mL 30.0 mL
Solucién mineral 1 @ 5.0 mL 5.0 mL 5.0 mL
Solucién mineral 11 ® 5.0 mL 5.0 mL 5.0 mL
Carbonato de sodio. solucién 8% 5.0 mL 5.0 mL 5.0 mL
Acetato de sodio. 1.5 % © 5.0 mL 5.0 mL 5.0 mL
Solucién sulfito-cisteina © 2.0 mL 2.0mL 2.0mL
Solucién rezarsurina al 0.1% 0.1 mL 0.1 mL 0.1 mL
Tripticasa-peptona 0.20¢g 0.20¢ 0.20¢
Extracto de levadura 0.10¢g 0.10g 0.10g
Glucosa 0.06 g 0.06 g 0.06 g
Celobiosa 0.06 g 0.06 g 0.06 g
Almidon 0.06 g 0.06 g 0.06 g
Planta ¢ residuo desfaunante 01g
Secnidazol® 6.5¢

(1) Liquido ruminal clarificado previamente filtrado en una gasa triple y centrifugado a 10. 000 rpm. por 15 minutos a 4 °C.
esterilizado 20 minutos a 15 psi. 121°C; (2) Conteniendo (por 1000 mL) 6 g de K,HPO,; (3) Conteniendo (por 1000 mL) 6 g de
KH,PO,; 6 g (NH,),S0,; 12 g NaCl; 2.45 g MgSO, y 1.6 g de CaCl, H,0; (4) 8 g de carbonato de sodio en 100 mL de agua
destilada; (5) 1.5 g de acetato de sodio en 100 mL de agua destilada; (6) 2.5 g de L—cisteina (disuelta en 15 mL de 2N NaOH) +
2.5 g de Na,S-9H,0 (en 100 mL de H,0); (7) 0.1 mL de resazurina en un volumen final de 100 mL. calentado hasta que el
indicador pierde su coloracion y esterilizado.

* Plantas y subprocutos de cosecha con capacidad desfaunante (ver cuadro 5.2).

** Farmaco desparasitante Secnidazol®.

5.3.6 Técnica de inoculacion de los medios de cultivo

Antes de la inoculacion con los protozoarios, los tubos de cultivo anaerobio que contenian el
medio GCA-FR y el sustrato a evaluar se mantuvieron a una temperatura de 39°C y se les agregd
la mezcla de antibioticos descrita anteriormente. La inoculacion de los medios de cultivo con el
concentrado de protozoarios viables (1 mL por 9 mL de medio de cultivo), se realizd bajo flujo
de CO,. Para realizar el conteo y determinar la concentracion de protozoarios existentes en el

medio de cultivo se utilizo una cdmara Neubauer y un microscopio de contrastes (Zeiss,
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Axiostar) a 400X de magnificacion (Ogimoto y Imai. 1981), el conteo se realizo a las 0, 24, 48,

72 h de incubacion.

Cuadro 5.2. Plantas y subproductos agricolas con alta capacidad desfaunante.

Plantas

Nombre comun Nombre cientifico
Chicalote blanco (follaje) Argemone ochroleuca
Cocoite Gliricidia sepium
Maguey Agave mapisaga.

Subproductos agricolas

Nombre comun Nombre cientifico

Cascabillo de café Coffea arabica

5.3.7 Conteo de protozoarios viables

Debido a su gran movilidad, es dificil contar protozoarios viables en la cAmara Neubauer, por lo
que se procedi6 a considerar como protozoarios viables a aquellos protozoarios que mantuvieron
su integridad morfoldgica después de ser fijados en una solucién de formaldehido al 10% (Figura

1.1ay 1.1b; Capitulo I11).

Se estimo la concentracion de protozoarios por mL del medio de cultivo de cada tratamiento a las
0, 24, 48 y 72 h de incubacién. En cada tiempo, se extrajo con una pipeta Pasteur 0.5 mL de
medio inoculado con protozoarios y se deposito por capilaridad en las dos cuadriculas que
conforman la camara de conteo Neubauer, posteriormente se observo en un microscopio de
contraste modelo Axiostar (Zeiss) a 400X magnificaciones. El conteo de protozoarios se realizo
en ocho cuadrantes (cuatro de cada cuadricula) que tienen un &rea de 1 mm?. El nimero de

protozoarios por mL de medio de cultivo se estima de acuerdo con la siguiente formula:

Protozoarios mL™ = (X)* (FD)* (10%)
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Donde:
X = media de los conteos de protozoarios en ocho cuadrantes (1 mm?) de la cémara Neubauer.
FD = valor inverso de la dilucién usada.

10* = Factor de correccion del volumen muestreado para conversion de datos a un volumen de

ImL.

5.3.8 pH ruminal.
Se midid el pH a las 0 y 72 h de incubacidn de iniciado el experimento, con un potenciometro

marca ORION 250, calibrado a dos buffers (pH 4y 7).

5.3.9. Conteo de Bacterias ruminales totales

El conteo de bacterias totales se realizo en una cémara Petroff-Hausser (Halisser Scientific®) y
un microscopio Olimpus (modelo BX51) a una magnificacion de 1000X. La formula para
estimar la concentracion de bacterias ruminales totales por mL de medio de cultivo fue la

siguiente:
Bacterias totales mL-1 = (X) (FD) (2X10")
Donde:
X = media de los conteos de bacterias en los cuadros de la camara Petroff-Hausser.
FD = valor inverso de la dilucion usada.

2X10" = Factor de conversion de la cantidad de protozoarios contados en la camara Petroff-
Hausser a bacterias por mL del medio de cultivo.
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5.3.10 Concentracion de acidos grasos volatiles (AGV)

Para determinar la produccion de &cidos grasos volatiles, se recolectaron 4 mL del medio de
cultivo de cada tratamiento y sus repeticiones, se adiciono acido metafosforico al 25% en una
proporcion de 4:1 mL de muestra: &cido, respectivamente. Se homogenizo la mezcla, se
transfirieron 2 mL en viales para centrifuga y se centrifugaron las muestras en a 14,000 rpm
(20,817 X g) por 10 min a una temperatura de 4°C, en una centrifuga Eppendorf, modelo 5810R.
Finalmente, se recolecto el sobrenadante y se almaceno en refrigeracion hasta su analisis. El
contenido de AGV de las muestras se determino por cromatografia de gases, en un cromatégrafo
Clarus 500, marca PerkinElmer con automuestreador, se uso una columna capilar empacada Elite
FFAP (PerkinElmer). El gas nitrégeno fue usado como gas acarreador. El proceso de calibracion
del estandar de AGV se realiz6 por triplicado. Las temperaturas del horno, el detector de
ionizacion de flama (FID) e inyector fueron de 120°C, 250°C y 250°C, respectivamente. El
tiempo de retencidn de los analitos fue: acetato 2.25 min, propionato 2.75min y butirato 3.25min,

con un total de 4.62 min de corrida.

5.3.11 Disefio y analisis estadistico

Con el fin de seleccionar la mejor planta y subproducto de cosecha con ACD, las variables a
considerar fueron la concentracién de protozoarios viables, el nimero de bacterias ruminales
totales y la produccion de AGV, cada una se midid por triplicado en cada tratamientos
experimental durante las 0, 24, 48, 72, 96 h de incubacion in vitro. Para el analisis de los datos
del conteo de protozoarios integros, se utilizd un modelo de regresion binomial negativa,
realizando la comparacion de medias por el método de Bonferroni (P<0.05; SAS, 2002). Las

variables, produccion de acidos grasos volatiles (AGV) y conteo de bacterias ruminales totales,
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fueron analizadas por medio de un disefio completamente al azar (GLM; SAS, 2002) sumado a

una comparacion de medias por el método de tukey (P<0.05).

5.4 RESULTADOS

La concentracion promedio de protozoarios por mL de medio de cultivo a la hora cero de
incubacion, fue bastante homogenea entre los diferentes tratamientos con un rango de 6.3 a 7.0
protozoarios mL™ de medio de cultivo (Cuadro 5.3). El tratamiento testigo a base de glucosa
celobiosa, almidon y fluido ruminal (la composicion exacta esta en el Cuadro 5.1) mantuvo una
concentracion de protozoarios y bacterias ruminales totales similar entre la 0 y 96 h de
incubacion. A las 24 h de incubacién, todos los agentes desfaunantes, con excepcion del
chicalote blanco, produjeron una disminucién (P<0.05) en la concentracion de protozoarios con
relacion al tratamiento testigo. A partir de las 48 h de incubacion, todos los agentes desfaunantes
disminuyeron (P<0.05) la concentracion de protozoarios ruminales con relacion al tratamiento
testigo, sin diferencias significativas (P >0.05) entre ellos. Con respecto a la concentracion de
bacterias ruminales totales, se observa que a las 24 h de incubacion el Secnidazol®, y las plantas
cocoite y chicalote disminuyeron (P<0.05) la concentracion de bacterias totales con relacion al
tratamiento testigo. A la 48 h y 72 h de incubacién Gnicamente el Secnidazol® y el cascabillo de
café (respectivamente) tuvieron una menor (P<0.05) concentracion con relacion al tratamiento

testigo. A las 96 h de incubacion, no se detecto ninguna diferencia entre tratamientos.
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Cuadro 5.3. Efecto de los agentes desfaunantes sobre la concentraciéon de protozoarios y bacterias
ruminales a diferentes horas de incubacion.

Tiempo de incubacién, h

Agente desfaunante 0 24 48 72 96
Concentracion de protozoarios (10* mL™)
Medio GCA-FR (testigo) 7.0° 2.5° 2.3 1.7° 15°
Secnidazol® 6.8° 0.0° 0.0° 0.0° 0.0°
Cascabillo de café (C. arabica) 7.1° 0.6° 0.2° 0.1° 0.2°
Maguey forrajero (A. mapisaga) 7.12 0.6 0.2° 0.2° 0.2°
Cocoite (G. sepium) 6.5 0.9° 0.5° 0.3 0.2°
Chicalote blanco (A. ochroleuca) 6.3 0.4° 0.3° 0.1° 0.1°
EEMz 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1
Concentracién de bacterias totales (10° mL™)
Medio GCA-FR (testigo) 13.0° 11.2° 7.0° 7.0 6.1°
Secnidazol® 12.2™ 7.0° 5.3 6.1™ 4.9°
Cascabillo de café (C. arabica) 11.5" 8.7 7.6° 5.0 6.2
Maguey forrajero (A. mapisaga) 10.8™ 8.0™ 8.1% 7.2 6.2
Cocoite (G.sepium) 10.6° 6.8 6.6 7.3 5.2
Chicalote blanco (A. ochroleuca) 10.6° 7.4° 6.6" 7.0 5.0
EEM+ 0.4 0.7 0.4 0.5 0.4

b Valores con diferente literal por columnas presentan diferencias significativas (P<0.05)

A las 0 h de incubacion la produccién total de AGV vy la proporcion acetato:propionato (5:1), fue

similar (P<0.05) en todos los tratamiento (Cuadro 5.4). A las 24 h de incubacion la proporcion

acetato:propionato disminuyd en todos los tratamientos, con excepcion del cascabillo de café,

que presento una fermentacion acética. A partir de las 48 h de incubacién la produccion total de

AGV fue menor en el tratamiento con Secnidazol®. En general, el maguey forrajero, el cocoite,

el chicalote blanco y el cascabillo de café, favorecieron una mayor (P<0.05) produccién de AGV

a partir de las 48 h de incubacién, con relacién al tratamiento testigo y el de Secnidazol®.
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Cuadro 5.4. Concentracion y proporcion de &cidos grasos volatiles (mol L™ medio de cultivo) y relacién acetato: propionato, a

diferentes horas de incubacion.

Tiempo

Tratamientos

Testigo

® Cascabillo

Maguey

Chicalote

(horas) AGV GCA-FR Secnidazol de café forrajero Cocoite blanco EEM*

Acético mol L™ 24.52 23.78 24.58 24.2° 23.6° 23.3¢ 0.7
% 78.2 76.7 76.5 78.8 79.2 78.7
ProDidNi mol L 4.28 4.3 4.6% 4.0% 3.8 3.8 0.2
. ropIonico % 13.3 13.8 14.3 13.0 12.7 12.8
. mol L 2.78 3.0°% 3.0°% 2.5° 2.4° 2.5° 0.2

Butirico o
Yo 8.5 9.5 9.2 8.2 8.2 8.4
AGYV total mol L 31.48 31.0°% 32.12 30.7° 29.9% 29.62 1.0
Acetato:propionato 5:1 5:1 5:1 5:1 5:1 5:1
Acético mol L 41.762 39.56° 45.842 42.77° 39.96° 43.692 15
% 78.01 76.89 76.86 78.92 77.89 78.91
Propidnico mol L 6.98%° 7.18° 7.908 6.46% 6.20° 6.47% 0.3
24 % . 13.04 13.89 13.14 11.92 12.10 11.71
Butirico mol L 4.79% 4.80° 6.09°% 4.96° 5.13% 5.18% 0.3
% 8.95 9.22 10.00 9.16 10.01 9.38
AGV total mol L™ 53.532 51.54° 59.822 54.19° 51.3° 55.342 2.0
Acetato:propionato 4:1 4:1 5:1 4:1 4:1 4:1
Acético mol L 44.36° 36.11° 46.69* 4836  42.85" 43.49 1.5
% 79.10 76.94 77.46 80.91 78.22 79.24
Propi6nico mol L™ 6.71% 6.52% 7.49° 6.25% 6.19% 6.03" 0.3
48 % . 11.98 13.77 12.36 10.49 11.30 11.05
Butirico mol L 4,982 4.442 6.22° 5.14° 5.74° 5.328 0.3
% 8.92 9.28 10.19 8.60 10.48 9.71
AGV total mol L*  56.05% 47.06" 60.4% 59.75%  54.78%® 54.84% 2.0
Acetato:propionato 4:1 4:1 5:1 5:1 4:1 4:1
72 Acético mol L™ 45.352 37.64° 49.22° 51.23° 46.04° 50.162 14
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% 79.78 77.66 77.98 81.30 79.00 80.13
Propionico mol L 6.472 6.352 7.50° 6.38° 6.17° 6.442 0.3

% 11.38 13.08 11.79 10.18 10.59 10.31

Butirico mol L 5.02% 454" 6.55° 5.35% 6.07% 5.08% 0.4

% 8.83 9.26 10.23 8.52 10.42 9.56

AGYV total mol L 56.84% 48.53° 63.27° 62.96° 58.29° 62.592 1.9
Acetato:propionato 5:1 4:1 5:1 5:1 5:1 5:1
Acético mol L 46.37° 40.82° 50.76% 54.88°  49.16%® 48.96% 1.3

% 79.26 78.11 77.94 81.73 78.97 80.05

Propionico mol L 6.792 6.692 7.71° 6.65° 6.62° 6.322 0.3

96 % 1 11.62 12.81 11.77 9.92 10.63 10.34
Butirico mol L 5.342 4.78° 6.77° 5.60° 6.49° 5.88° 0.4

% 9.12 9.07 10.28 8.35 10.41 9.61

AGYV total mol L 58.49° 52.29° 65.24% 67.13°  62.27%® 61.17%° 1.8
Acetato:propionato 5:1 4:1 5:1 5:1 5:1 5:1

a5¢ \/alores con diferente literal por hilera presentan diferencias significativas (P<0.05)
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5.6 DISCUSION

El tratamiento testigo a base de glucosa celobiosa, almidon y fluido ruminal (GCA-FR; cuadro
5.1) confirma, que es posible mantener protozoarios viables en cultivo, hasta por 96 h. Por tanto,
la disminucion de protozoarios observada en otros tratamientos es atribuible a su capacidad
desfaunante. La concentracion de protozoarios presenta una disminucién P<0.05 (con relacion al
tratamiento testigo) desde las 24 h de incubacion con todas las plantas y el residuo seleccionados
por su ACD, por tanto, se confirman los resultados obtenidos en un experimento anterior
(Capitulo 1V). Para las 48 h no se presentan diferencias significativas (P >0.05) entre los
tratamientos desfaunantes, pero las plantas de A. mapisaga, A. ochroleuca (follaje) y el
subproducto de cascabillo de C. arabica, tienen una poblacién de < 3X10° protozoarios/mL , un
valor que disminuye a 1X10° protozoarios/mL a las 72 h, con el subproducto y el follaje de
chicalote (ver cuadro 5.3) En un estudio in vitro similar a este, la fraccion soluble de la planta de
Argemone mexicana presento actividad desfaunante desde las 48 h de incubacion (Ley de Coss,
2003). Ya se ha reportado la presencia de taninos condensados en el cocoite (G. sepium); asi
como en subproductos del café (cascabillo, cascara y pulpa; Cliford. 1991, Galindo et al., 2001;
Liu et al., 2011; Hei¢movi¢ et al., 2011; Delgado et al., 2012), por lo que es muy posible que
este metabolito secundario sea el responsable de la ACD detectada en el cocoite y el cascabillo

de café.

Considerando que la concentracion de bacterias ruminales totales, solamente disminuyo (P<0.05)
con respecto al tratamiento testigo, en el tratamiento con Secnidazol® (a las 24 y 48 h de
incubacion), se puede concluir que las plantas y el residuos agricola evaluados, son capaces de
producir desfaunacion, sin afectar negativamente la concentracion de bacterias ruminales totales.

Lo que es mé&s notorio a las 96 h de incubacion, en donde la concentracion de bacterias ruminales
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por mL de medio de cultivo fue similar (P>0.05) entre todos los tratamientos. Aunque en esta
investigacion, el Secnidazol® solo se uso como un tratamiento testigo positivo de desfaunacion,
conviene mencionar, que la toxicidad para los protozoarios, también se ha presentado en algunas
bacterias anaerobias como: Veiollonella sp. Clostridium butyricum, y Clostridium perfingens.
Estos microorganismos son sensibles a la accién inhibitoria de varios nitroimidazoles (p. ej.
metrodinazol, oridazol, Secnidazol® vy tinidazole; Wiist, 1977). Sin embargo, es importante
mencionar que en otros estudios, se ha reportado un aumento, mayor de 1X10° bacterias/mL™
medio de cultivo, asociado a la desfaunacién que produce el Secnidazol® (Ley de Coss, 2003;

Donato, 2006).

El chicalote blanco contiene un alcaloide isoquiminolinico denominado berberina, que es tdxico
para bacterias Gram positivas (Reyes et al., 2011). Igualmente, las hojas del cocoite reducen
(P<0.05), la poblacion de bacterias ruminales totales en un 97 y 94%, como efecto de la
presencia de taninos, flavonoides, saponinas, triterpenos y esteroides (Galindo et al., 2001).
Considerando que, tanto el cocoite como el chicalote, promovieron una menor concentracion de
bacterias ruminales, Unicamente a las 24 h de incubacion; y que, posteriormente (48, 72 y 96 h de
incubacion) no se detectaron diferencias (P>0.05) con el tratamiento testigo, se puede suponer,
que la sensibilidad de las bacterias ruminales a diferentes metabolitos secundarios es temporal y
que son capaces de desarrollar resistencia, tal como lo han demostrado con otros agentes

antibacterianos (p. ej. antibioticos).

Se determind que un efecto asociado a la desfaunacion, es un cambio en el tipo de fermentacion
microbiana, que se refleja en la proporcién y produccion total de AGV. A las 48 h de incubacién
la concentracién molar del &cido acético en el tratamiento con Secnidazol®, es menor (P<0.05)

con el tratamiento testigo y se mantiene en los siguientes periodos. Este resultado es similar al
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que reporta Donato (2006), aunque en su estudio las diferencias con el tratamiento testigo
iniciaron a partir de las 24 h de incubacion, manteniéndose esta situacion hasta las 72 h de

incubacion.

5.7 CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de cultivo in vitro de protozoarios ruminales usados en este estudio, se
confirma, que los medios de cultivo anaerobios usados para el crecimiento de protozoarios
ruminales es confiable para seleccionar plantas o residuos agricolas con capacidad desfaunante.
Todas las plantas evaluadas (chicalote, cocoite y maguey forrajero) y el cascabillo de cafg,
logran disminuir la poblacién de protozoarios ruminales, sin que se presente una disminucion
importante en la concentracion de bacterias ruminales. La defaunacion produce cambios en la
produccién total de AGV vy en la proporcion acetato:propionato; sin embargo el efecto depende

del tipo de agente desfaunante, lo que resulto muy evidente con el Secnidazol®.
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CAPITULO VI

COMPARACION DE LA CAPACIDAD DESFAUNATE, PRODUCCION DE BIOGAS Y
DIVMS ENTRE EL CHICALOTE (Argenome ochroleuca), CASCABILLO DE CAFE

(Coffea arabica) Y SECNIDAZOL

6.1 RESUMEN

Se comparo la capacidad desfaunante del follaje de chicalote (Argenome ochroleuca), el
cascabillo de café (Coffea arabica) y el desparasitante Secnidazol®. Ademas se estimo su efecto
sobre la concentracion de bacterias ruminales totales, produccion de AGV, CHy4, COy, vy la
DIVMS usando como sustrato alfalfa. El estudio se realiz6 in vitro usando un medio de cultivo
selectivo para el crecimiento de protozoarios. El Secnidazol® tuvo mayor (P<0.05) capacidad
desfaunante a las 24 h de incubacion con relacion al chicalote y el cascabillo de café. Ademas,
no presentd efecto toxico en bacterias ruminales, mientras que los otros tratamientos
desfaunantes disminuyeron (P<0.05) la concentracion de bacterias ruminales a las 72 h de
incubacion. En cuanto a la produccion de biogas, el farmaco disminuyo (P<0.05) la produccion
de biogas (40.5 mL/g), con relacion a los tratamiento testigo (108.9 mL/g), chicalote (358 mL/qg)
y cascabillo de café (495 mL/g). En general, la produccién total de AGV fue similar entre
tratamientos a las 24, 48 y 72 h de incubacion, y se determino una fermentacion de tipo acético-
butirica en todos los tratamientos desfaunantes. El subproducto de café y el Secnidazol®
estimularon una mayor (P<0.05) DIVMS de la alfalfa a las 72 h de incubacion. Se concluye que
el chicalote y el cascabillo de café no compiten con el Secnidazol® en cuanto a efectividad
desfaunante, capacidad para disminuir la produccion de biogas y metano, y su inocuidad hacia

bacterias ruminales.
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Palabras claves:Metano, Coffea arabica, Argenome ochroleuca, biogas.

ABSTRACT

The defaunation capacity among the leaves of chicalote (Argenome ochroleuca), coffee husk
(Coffea arabica) and the Secnidazole® drug was evaluated. Also, their effect on rumen bacteria
concentration, VFA, CH4 and CO; production, and IVDMD using alfalfa as substrate, was
estimated. This assay was performed in vitro using a selective anaerobic medium for protozoa.
After 24 h of incubation the Secnidazole® treatment had the highest (P<0.05) defaunation
capacity compared with the chicalote and coffee husk treatments. Furthermore, no toxic effects
on rumen bacteria were observed, but the other defaunation treatments decreased (P<0.05) the
rumen bacteria concentration at 72 h of incubation. With respect to the biogas production, the
drug reduced (P<0.05) the biogas production (40.5 mL/g), compared to the control (108.9 mL/g),
chicalote (358 mL/g) and coffee husk (495 mL/g) treatments. In general, the VFA production
was similar among treatments at 24 h of incubation, and a acetic-butyric fermentation type was
observed in all the defaunation treatments. The coffee by-product and Secnidazol® enhanced
(P<0.05) the alfalfa IVDMD after 72 h of incubation. It is concluded that the chicalote and the
coffee husk did not compete with Secnidazole® on defaunation effectiveness, ability to stimulate

less biogas and methane production, and it is not harmful to the rumen bacteria.

Key words: Metano, Coffea arabica, Argenome ochroleuca, biogas.
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6.2 INTRODUCCION

La técnica de produccién de gas in vitro puede ser utilizada para estimar la degradacion
microbiana de la materias seca y sus componentes (Karlssona et al., 2009), asi como la
produccién de metano (CH,) y dioxido de carbono (CO,). La metodologia comdn de esta técnica
contempla la utilizacion de liquido ruminal fresco como inoculo, que se agrega a un frasco
herméticamente sellado que contiene medio de cultivo anaerobio y el sustrato a evaluar (p. €j.
forraje, grano), el medio inoculado se incuba a 39°C por un tiempo determinado (24 a 96 h) y se
estima la produccién de biogas por desplazamiento de una solucién o de una area en una jeringa
(Huntington et al., 1998; Chenost et al., 2001; Camacho et al., 2010). Mientras que la
produccién de metano y dioxido de carbono se puede estimar por cromatografia de gases usando

un detector de conductividad térmica.

Las emisiones de metano (CH,) provenientes de la fermentacion ruminal representan el 16% del
total mundial de gases efecto invernadero (GEI), este gas tiene una vida atmosférica de 9-10 afios
y un efecto invernadero 25 veces mayor que el CO, (Scheehle y Kruger, 2006; Unger et al.,
2010;). En México el 19.8% de sus emisiones del sector ganadero, se producen por fermentacion
entérica (Comité Intersecretarial sobre Cambio Climatico, 2009). Las estrategias de desfaunacion
tienen como objetivo eliminar o disminuir la poblacién de protozoarios ciliados del rumen, los
cuales mantiene una interaccion ectosimbiotica con arqueobacterias metanogénicas (Vogelsy
Stumm, 1980; Hans-Dieter, 2006; Ozutsumi et la., 2006; Tdthova et la., 2008). Por tanto, la
desfaunacion afecta la poblacidn de estas bacterias, disminuyendo asi las emisiones de metano de

los rumiantes y su contribucion al cambio climético global.

Para lograr la desfaunacion y la mitigacion de las emisiones de en rumiantes, se a utilizado

estrategias como, la suplementacion con 1.5 mL de cloroformo, diluido en aceite de girasol, en
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dietas para ganado lechero a base de ensilado y concentrado (87:13, respectivamente, base seca),
como resultado, disminuyo la concentracién de protozoarios ruminales de 2.17X10° (inicial) a
1.88 X10° (7 d); sin embargo, durante el 8 d hasta 32 d, la poblacién de protozoarios regreso a su
nivel inicial (2.77X10°%). Mientras que, la poblacién inicial de arqueobacterias metanogénicas
(4.8X10%/mL) disminuyo (P< 0.01) con relacién al tratamiento testigo, entre 1.24X10%/mL a
5.21X10°%mL, entre los 7 a 32 d que dur6 el experimento. A pesar de que la concentracién de
protozoarios se volvié a incrementar, las emisiones de metano, fueron numéricamente mas
elevadas en el tratamiento testigo que en el tratamiento con cloroformo (184 vs 146 g/d)
manteniéndose asi hasta el dia 32 (Knight et al., 2011). Sin embargo, el uso de cloroformo,
aunque en pequefias dosis, puede producir efectos nocivos para el animal y por tanto no se

recomienda Su Uso.

El uso del follaje y frutos de arbdreas que contienen metabolitos secundarios (p. €j. taninos,
alcaloides y saponinas) representan una alternativa sostenible en la disminucion de las emisiones
de metano (Animut et al., 2008; Guo et al., 2008). En condiciones in vivo, la adicion de taninos
de castafa (30 g /KgMS) en al dieta, reducen la produccién de metano en 31% en comparacion
con el tratamiento control (Liu y et al., 2011). En condiciones in vitro la mezcla de 30% de
pasto estrella con leguminosas arbustivas como: Samanea saman, Albizia lebbeck, Albizia indica,
Tithonia diversifolia, Morus alba, Leucaena leucocephala, P. dulce, Moringa olifera, ocasionan
una reduccién promedio de 23% en la produccion de metano (CH4 mL/100 mL gas; Delgado et
al., 2012). Estas plantas tienen metabolitos secundarios como: taninos, flavoniodes, saponinas,
triterpenos, esteroides, antocianinas, alcaloides (Delgado et al., 2012). El uso de los extractos de
Salix babylonica y Leucaena leucocephala (1.8 mL/g MS) disminuye la produccién de gas in

vitro a 242.1 mL/ g MS. (Jiménez, 2011). La produccién de gas in vitro fue mayor (P<0.05) con
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arbustos de bajo contenido de taninos como Quercus laeta y Pithecellobium dulce. Efecto
contrario presenta Lysiloma acapulcencis planta que presenta un alto contenido de taninos

(Camacho et al., 2010).

En este experimento se evalio la planta de chicalote blanco (Argemone ochroleuca) y el
subproducto de cosecha, cascabillo de café (Coffea arabica), materiales que presentaron alta
capacidad desfaunante (ACD) en un experimento previo (ver Capitulo V). El follaje del chicalote
blanco (Argemone ochroleuca) contiene flavonoides y alcaloides (Chemler et al., 2009) que le
confieren capacidad inhibitoria al chicalote contra protozoarios (Abdel et al., 2010) y algunas
bacterias patdgenas (Reyes et al., 2011). Asi mismo, la presencia de taninos en los subproductos
cascarilla, cascabillo y pulpa de café (Coffea arabica), limitan su uso en la alimentacion animal
debido al efecto anti-nutricional que presentan (Esquivel y Jiménez, 2012; Ulloa et al., 2002). En
la actualidad no se encontraron reportes cientificos sobre el usos de este tipo de materiales
desfaunantes, por lo tanto el objetivo de este trabajo es determinar el su efecto en variables de
fermentacion ruminal, la produccion total de biogas, metano y dioxido de carbono, asi como la

degradacion in vitro de la materia seca.

6.3 MATERIALES Y METODOS

6.3.1 Ubicacidn geografica del estudio

El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia Ruminal

y Genética Microbiana, perteneciente al programa de Ganaderia del Colegio de Postgraduados,

ubicado en Montecillo, Texcoco, Estado de México.
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6.3.2 Medio de cultivo para la sobrevivencia de protozoarios en los tratamientos evaluados

El medio de cultivo usado en el experimento tuvo como componentes principales glucosa,
celobiosa, almidon y fluido ruminal (GCA-FR), y se adiciono penicilina y estreptomicina para
limitar el crecimiento de bacterias ruminales. La composicion exacta del medio de cultivo GCA-
FR se describe en el cuadro 6.1. Los medios fueron preparados usando la técnica anaerobica
descrita por Hungate (1950). En tubos de cultivo de 18X150 mm que contenian 0.01 g del
sustrato a evaluar (planta o residuo agricola) se adicionaron 9 mL de medio de cultivo GCA-FR.
Ademas, a cada tubo se le adicionaron 100 pL/9 mL medio de cultivo, de una solucién de
antibiéticos (HIDRO-PEN®) que contiene 25 mg mL™ de estreptomicina y 20,000 Ul mL™ de
penicilina (Ley de Coss 2003). La planta chicalote blanco. (Argenome ochroleuca) y el
subproducto agricola cascabillo de café (Coffea arabica), fueron deshidratados por 48 h en una
estufa de secado a 60°C, posteriormente este material se molié en un molino Willey (criba de 1
mm) y se pulverizo en un mortero de agata (Fritsch). Para el experimento se agregaron 0.02 g del
material molido en 20 mL de medio de cultivo. ElI farmaco usado como control positivo
(desfaunante) se adiciono de acuerdo a la metodologia descrita por Ley de Coss (2003) y Donato

(2006), agregando 0.65 mg de Secnidazol®/9 mL de medio de cultivo (Ley et al., 2011).

6.3.3. Recuperacioén del inoculo de protozoarios

El fluido ruminal (FR) se obtuvo entre las 8:00-9:00 de la mafiana, de un toro Holstein fistulado
de 2.5 afios de edad. ElI FR se filtro con una tela de manta con el fin de eliminar particulas
grandes de alimento. Posteriormente, se deposito (500 mL) en un embudo de separacion y se
coloco en una incubadora a 39°C hasta que se precipitaron los protozoarios que se observan
como un anillo blanquecino en el fondo del embudo (tiempo aproximado de 15 min). De la masa
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de protozoarios precipitados (anillo blanquecino) se tomaron, en promedio, 5 mL y se
depositaron bajo flujo de CO,, en un tubo de cultivo 18X150 que contenia 5 mL del medio de
cultivo GCA-FR. Una gota de esta mezcla se deposito por capilaridad en las dos cuadriculas de
la camara Neubauer, y se realizd el conteo de protozoarios de acuerdo a la técnica descrita por
Ogimoto y Imai (1981). Una vez conocida la concentracion de protozoarios por ml del medio de
recuperacion, se calcula la cantidad que se deberia agregar en los diferentes tratamientos y sus
repeticiones, para asegurar una concentracion inicial de protozoarios (hora “cero” de incubacién)

igual o mayor a 1X10°/mL™ del medio de cultivo.

Cuadro 6.1. Composicién de los medios de cultivo usados para evaluar la capacidad desfaunante,
produccidn de biogas, AGV y DIVMS del chicalote blanco y el cascabillo de café.

Cantidad/100 mL de medio

Compuesto MR Testigo Desfaunante T1 T2
Agua destilada 4742mL  4742mL  4742mL 47.42mL 47.42mL
Liquido ruminal clarificado ™ 30.0mL  30.0mL 30.0 mL 30.0mL 30.0mL
Solucién mineral 1 @ 5.0 mL 5.0 mL 5.0 mL 50mL  5.0mL
Solucién mineral 11 ® 50mL  5.0mL 5.0 mL 50mL  5.0mL
Carbonato de sodio. solucion 8% ¥  50mL  5.0mL 5.0 mL 50mL  5.0mL
Acetato de sodio. 1.5 % © 50mL  5.0mL 5.0 mL 50mL  5.0mL
Solucién sulfido-cisteina © 2.0mL 2.0mL 2.0 mL 20mL  2.0mL
Solucién rezarsurina al 0.1% 01mL  01mL 0.1 mL 01mL 0.1mL
Tripticasa-peptona 0.20¢g 0.20¢ 0.20¢ 0.20¢ 0.20¢
Extracto de levadura 0.10¢g 0.10g 0.10g 0.10g 0.10g
Glucosa 0.06 g
Celiobiosa 0.06 g
Almidén 0.06 g
Alfalfa 1g 19 19 19
Chicalote blanco (follaje) 01g
Cascabillo de cafe 0.1g
Secnidazol® 6.5¢g

(1) Liquido ruminal clarificado previamente filtrado en una gasa triple y centrifugado a 10. 000 rpm. por 15 minutos a 4 °C.
esterilizado 20 minutos a 15 psi. 121°C; (2) Conteniendo (por 1000 mL) 6 g de K,HPOy; (3) Conteniendo (por 1000 mL) 6 g de
KH,PO,; 6 g (NH,),SO4; 12 g NaCl; 2.45 g MgSO, y 1.6 g de CaCl, H,0; (4) 8 g de carbonato de sodio en 100 mL de agua
destilada; (5) 1.5 g de acetato de sodio en 100 mL de agua destilada; (6) 2.5 g de L—cisteina (disuelta en 15 mL de 2N NaOH) + 2.5 g
de Na,S-9H,0 (en 100 mL de H,0); (7) 0.1 mL de resazurina en un volumen final de 100 mL. calentado hasta que el indicador
pierde su coloracion y esterilizado.
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6.3.4 Técnica de inoculacion de los medios de cultivo de los tratamientos evaluados

Antes de la inoculacién con los protozoarios, los tubos de cultivo anaerobio que contenian el
medio GCA-FR y el sustrato a evaluar se mantuvieron a una temperatura de 39°C y se les agregd
la mezcla de antibidticos descrita anteriormente. La inoculacién de los medios de cultivo con el
concentrado de protozoarios viables (1 mL por 9 mL de medio de cultivo), se realizd bajo flujo
de CO,. Para realizar el conteo y determinar la concentracion de protozoarios existentes en el
medio de cultivo se utilizd una camara Neubauer y un microscopio de contrastes (Zeiss,
Axiostar) a 400X de magnificacion (Ogimoto y Imai. 1981), el conteo se realizo a las 0, 24, 48,

72 h de incubacion.

6.3.5 Conteo de protozoarios viables

Debido a su gran movilidad, es dificil contar protozoarios viables en la cAmara Neubauer, por lo
que se procedid a considerar como protozoarios viables a aquellos protozoarios que mantuvieron
su integridad morfoldgica después de ser fijados en una solucién de formaldehido al 10% (Figura

1.1ay 1.1b; Capitulo I11).

Se estimo la concentracion de protozoarios por mL del medio de cultivo de cada tratamiento a las
0, 24, 48 y 72 h de incubacién. En cada tiempo, se extrajo con una pipeta Pasteur 0.5 mL de
medio inoculado con protozoarios y se deposito por capilaridad en las dos cuadriculas que
conforman la camara de conteo Neubauer, posteriormente se observo en un microscopio de
contraste modelo Axiostar (Zeiss) a 400X magnificaciones. El conteo de protozoarios se realizo
en ocho cuadrantes (cuatro de cada cuadricula) que tienen un &rea de 1 mm?. El nimero de

protozoarios por mL de medio de cultivo se estima de acuerdo con la siguiente formula:
Protozoarios mL™ = (X)* (FD)* (10%)
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Donde:
X = media de los conteos de protozoarios en ocho cuadrantes (1mm?) de la camara Neubauer.
FD = valor inverso de la dilucién usada.

10* = Factor de correccién del volumen muestreado para conversion de datos a un volumen de 1

mL.

6.3.6 pH ruminal.
Se midid el pH a las 0 y 72 h de incubacidn de iniciado el experimento, con un potenciometro

marca ORION 250, calibrado a dos buffers (pH 4y 7).

6.3.7. Conteo de Bacterias ruminales totales

El conteo de bacterias totales se realizé en una cémara Petroff-Hausser (Halisser Scientific®) y
un microscopio Olimpus (modelo BX51) a una magnificacion de 1000X. La formula para
estimar la concentracion de bacterias ruminales totales por mL de medio de cultivo fue la

siguiente:
Bacterias totales mL-1 = (X) (FD) (2X10")
Donde:
X = media de los conteos de bacterias en los cuadros de la camara Petroff-Hausser.
FD = valor inverso de la dilucion usada.

2X10" = Factor de conversion de la cantidad de protozoarios contados en la camara Petroff-

Hausser a bacterias por mL del medio de cultivo.
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6.3.9 Concentracion de acidos grasos volatiles (AGV)

Para determinar la produccion de &cidos grasos volatiles, se recolectaron 4 mL del medio de
cultivo de cada tratamiento y sus repeticiones, se adiciono acido metafosforico al 25% en una
proporcion de 4:1 mL de muestra: &cido, respectivamente. Se homogenizo la mezcla, se
transfirieron 2 mL en viales para centrifuga y se centrifugaron las muestras en a 14,000 rpm
(20,817 X g) por 10 min a una temperatura de 4°C, en una centrifuga Eppendorf, modelo 5810R.
Finalmente, se recolecto el sobrenadante y se almaceno en refrigeracion hasta su analisis. El
contenido de AGV de las muestras se determino por cromatografia de gases, en un cromatégrafo
Clarus 500, marca PerkinElmer con automuestreador, se uso una columna capilar empacada Elite
FFAP (PerkinElmer). El gas nitrégeno fue usado como gas acarreador. El proceso de calibracion
del estandar de AGV se realiz6 por triplicado. Las temperaturas del horno, el detector de
ionizacion de flama (FID) e inyector fueron de 120°C, 250°C y 250°C, respectivamente. El
tiempo de retencidn de los analitos fue: acetato 2.25 min, propionato 2.75min y butirato 3.25min,

con un total de 4.62 min de corrida.

6.3.10. Degradacion in vitro de la MS de la alfalfa

La alfalfa se molié en un molino Willey (criba de 1 mm). Tanto la alfalfa como el papel filtro
Whatman NUm. 541 se colocaron en una estufa de secado por 48 h a 70°C con el fin de eliminar
el contenido de humedad, posteriormente, se dejo en una desecadora (PIREX) por 24 h, se
registro el peso de los filtros. Se adiciono 0.2 g de alfalfa en frascos seroldgicos de 100 mL de
capacidad que contenian 20 mL del medio de cultivo liquido anaerobio (Cuadro 6.1) junto con
0.02 g de planta y subproducto a evaluar (chicalote o cascabillo de café). Los frascos seroldgicos
se dejaron en incubacion durante 24 h para comprobar esterilidad y se dejaron en refrigeracion
hasta su uso. Antes de iniciar la inoculacion, los frascos serologicos de cada tratamiento (cinco
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repeticiones por tratamiento) se calentaron a 39° C. Los frascos fueron inoculados con 2 ml del
inoculo de protozoarios y se incubaron a 39°C por 72 h. Al término del periodo de incubacion el
residuo no degradado se filtro en papel Whatman del namero 541 con ayuda de una bomba de
vacio. El papel filtro junto con el residuo se seco a 60°C por 48 h, posteriormente las mas
muestras se pasaron a un desecado por 24 h para estabilizar su peso constante y finalmente se
peso el residuo junto con el papel filtro. Por diferencia entre peso inicial y final (del papel fitro y
de la muestra) se determino la degradacion de la materia seca de la alfalfa (Argyle y Hespell,
1987). La formula utilizada para calcular el % de degradacion in vitro de la MS de la alfalfa fue

la siguiente:

peso inicial — peso final
% de DIVMS de la alfalfa = — x 100
peso inicial

6.3.11. Inoculacion, incubacion de medios e instalacion del sistema de produccion de gas in
vitro

La solucion salina saturada (SSS) se prepar6 en un matraz aforado de 2000 mL, agregando 608 g
de cloruro de sodio (NaCl) y 1600 mL de agua destilada, esta solucion se mezclo en un
termoagitador (Marca Cimarec 2 Mod. SP4692) hasta lograr diluir la sal. Posteriormente, se
agregaron 16 mL de naranja de metilo al 0.1% (Marca Hycel), ajustando el pH a 2.3. Frascos
seroldgicos de 100 mL de capacidad fueron llenados con la SSS, para ser usados como trampas
del biogas (CH4 y CO,) producido durante la incubacién. Los viales serolégicos que contenian el
medio de cultivo, alfalfa y el sustrato desfaunante (biorreactor) de cada tratamiento, se colocaron
en un bafio Maria a 39 °C, después de una hora, fueron inoculados con 2 mL de medio del
inoculo de protozoarios ruminales, esto se realizd con jeringas estériles desechables de 5 mL y

agujas hipodérmicas de calibre 20GX1%" Marca Terumo. Cada biorreactor se conecto a una
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trampa de captura de biogas, usando una manguera de hule marca Festo (0.25 m pneumatic, de
10 bar) de 40 cm de largo que en cada extremo tenia una aguja calibre 20GX1%4". Cada trampa
de biogas tenia insertada una aguja que funcion6é como valvula de alivio para la salida de la SSS
originada por la presidn del biogas que se acumula en la trampa. La SSS desplazada se colecto en
una probeta de 50 mL y se midid la cantidad desplazada en mL a las 24, 48, y 72 h de incubacion

(ver figura 2.1ay 2.1b).

6.3.12. Determinacion de la produccién de biogas, metano (CH,) y dioxido de carbono
(COy).

Para la determinacion de biogas total, se registro la cantidad de mL de solucidn salina desplazada
después de 0, 24, 48 y 72 h de incubacién. Para estimar la produccion de metano (CH,) vy
dioxido de carbono (CO;) se inyecto 0.3 mL de muestra en un cromatografo de gases
PerkinElmer, modelo Clarus 500. Se uso un detector de conductividad térmica las temperaturas
del horno, columna y TCD fueron de 80°C, 170°C y 130°C respectivamente. Los tiempos de

retencion fueron 0.73 min y 1.05 min para CH4 y CO, respectivamente.

Figura 2.1. a) Sistema de produccion de gas in vitro. b) Esquema descriptivo del sistema de
produccién de gas in vitro, donde: 1. Trampa con solucién salina saturada (SSS); 2. Probeta de
recoleccion de la SSS desplazada; 3. Manguera y aguja para guiar el flujo del biogas; 4.
Biorreactor, frascos seroldgicos de cada tratamiento con el medio de cultivo inoculado; 5. Bafio
Maria.
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6.3.13. Disefio experimental

Para estas pruebas, en el tratamiento testigo, se utilizo la alfalfa como sustrato (0.2g/ 20 mL
medio de cultivo), usada para confirmar la sobrevivencia de protozoarios durante las 72 h de
incubacién, en una concentracion de por lo menos 1X10%/mL medio de cultivo. El tratamiento
denominado como de desfaunacién tenia Secnidazol® (0.65 mg) ademés de los componentes del
tratamiento testigo, lo cuales también fueron constantes para el T1 y T2, cambiando para estos
tratamientos Unicamente la adicion de follaje de chicalote blanco (Argenome ochroleuca) 6
cascabillo de café (Coffea arabica) en la cantidad de 0.02g/ 20 mL medio de cultivo. En total,
fueron 4 tratamientos, cada uno con 5 repeticiones. El conteo de protozoarios viables, conteo de
bacterias totales, pH, concentracion de AGV, CO, y CH, se realizd a 0, 24, 48 y 72 h de
incubacion. Para el andlisis de los datos del conteo de protozoarios viables, se utilizo un modelo
de regresion binomial negativa, realizando la comparacion de medias por el método de
Bonferroni (P< 0.05; SAS 2002). Las variables de conteo de bacterias ruminales totales, pH,
AGV, mL de SSS desplazada por gramo de alfalfa, proporcion de CO, y CH,, fueron analizadas
en un disefio completamente al azar (GLM; SAS) y las diferencias entre las medias de cada

variable se estimaron con el método de Tukey (P<0.05).

6.4 RESULTADOS

Del analisis bromatoldgico de las plantas de alfala, chicalote y el residuo agricola cascabillo, se
destaca el alto contenido de proteina y bajo contenido de fibra detergente acido y detergente
neutra del follaje del chicalote. Esta planta es nativa de México y es comun encontrarla en zonas

sin labranza (ver cuadro 6.2).

95



Cuadro 6.2. Andlisis bromatoldgico de las plantas alfala (Medicago sativa), chicalote
(Argenome ochroleuca) y el cascabillo de café (Coffea arabica).

Plantas y subproducto MS, %  Cenizas, % PC, % EE,% FDN,% FDA, %

Alfalfa 95,23 0.73 18,23 1,36 54,53 42,15
Chicalote blanco (follaje) 94,25 10.04 21,15 4,02 26,90 19,45
Cascabillo de café 96,09 10.76 3,45 0,62 89,18 69,75

A las 24 h de incubacién, el Secnidazol® disminuyo (P<0.05) la concentracién de protozoarios
con relacion a los demas tratamientos, efecto constante hasta las 72 h de incubacion (Cuadro
6.3). A las 48 h de incubacion, los tratamientos con chicalote y cascabillo de café también
disminuyeron su concentracion de protozoarios con relacion al tratamiento testigo (P<0.05). Este

efecto se mantuvo a las 72 h de incubacion sin diferencias (P >0.05) con el Secnidazol®.

Cuadro 6.3. Concentracion de protozoarios y bacterias ruminales totales a las 0, 24, 48, 72 h de
incubacion, pH de los biorreactores a las 0 y 72h y DIVMS de alfalfa a las 72 h de incubacion.

Tiempo Testigo Secnidazol® Chicalote Cascabillo de café
Concentracién de protozoarios ruminales, 10* mL EEM+
0h 13,3° 13,5° 13,4° 19,82 1,1
24 h 6,25 0,0° 1,1° 1,3 0,3
48 h 1,9° 0,0° 0,8° 0,7° 0,2
72 h 1,4° 0,0° 0,6° 0,4° 0,1

Concentracion de bacterias totales ruminales, 108 mL

Oh 10,64 9,76 10,32 9,84 0,3
24 h 8,72 9,2 7.52 7,76 0,6
48 h 8,8 9,44 8,96 7,84 0,6
72 h 9,36° 8,64° 6,16° 6,0° 0,5
pH
Oh 6,91 6,95 6,92 6,93 0,01
72 h 6,38 6,31 6,28 6,23 0,04
DIVMS, %
72 h 5.7° 7.0 5.7° 14.9° 1,6

b Valores con diferente literal por columnas presentan diferencias significativas (P<0.05) .
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La concentracion de bacterias ruminales totales durante las 0, 24 y 48 h de incubacion no
presenta diferencias significativas (P >0.05) entre los tratamientos evaluados y el testigo; pero, a
las 72 h los tratamientos con chicalote y cascabillo de café disminuyeron la concentracién de
bacterias ruminales totales, con relacién a los tratamientos testigo y Secnidazol® (P<0.05). De
acuerdo con varios autores, se espera que con la desfaunacion aumente el nimero de bacterias
ruminales, debido a un aumento en la disponibilidad de nutrientes en el medio y a la disminucion
en la depredacion por parte de lo protozoarios ciliados. (Orpin y Lectcher, 1984). Sin embargo,
en este estudio no se detecto un aumento importante en el numero de bacterias debido a la

desfaunacion.

El pH en los biorreactores a las 0 h y 72 h de incubacién no presento diferencias significativas
entre tratamientos y se mantuvo en valores adecuados para el crecimiento de bacterias y
protozoarios ruminales. Finalmente la degradacion in vitro de la materia seca (DIVMS) de la
alfalfa, fue mayor en el tratamiento con cascabillo de café presentando diferencias significativas

(P<0.05) con todos los tratamientos (ver cuadro 6.3).

La mayor produccion de biogas a las 24 h de incubacion, se presento en el tratamiento con
chicalote y cascabillo de café (P<0.05) con relacién al tratamiento Secnidazol® (Cuadro 6.4). A
las 48 h de incubacion, no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos para
ninguna de las variables evaluadas (P>0.05). A las 72 h de incubacidn, el Secnidazol® muestra
una mayor produccion de biogas, asociada a una mayor produccion de CO; y una disminucion en
la produccion de CH4 (P<0.05) con relacion a los demas tratamientos. La mayor produccion de
biogas total al finalizar el experimento (72 h) la presento el cascabillo de café, sin diferencias
significativas (P >0.05) con el tratamiento de chicalote, pero si presento diferencias (P > 0.05)

con el testigo y el desfaunante.
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Cuadro 6.4. Produccidn total de biogas, y porcentaje de metano y dioxido de carbono en los
biorreactores a las 24, 48, 72 h de incubacion.

Cascabillo
Variable Testigo Secnidazol® Chicalote de café EEM+
24 h de incubacion 0.7
Biogés, mL 108.90° 40.50" 358.00° 495.00°
CH4, % 27.04° 43.70° 29.57° 27.81°
CO,, % 72.96° 56.30° 70.43° 72.19°
48 h de incubacion
Biogés, mL 43.80° 119.60° 92.90° 56.30° 0.8
CH4, % 48.12¢ 36.642 36.19° 36.112
CO,, % 51.87° 63.35% 63.80° 63.89
72 h de incubacion
Biogés, mL 7.90° 79.00° 22.00° 2.00° 0.4
CH4, % 16.532 5.13° 14.09 17.132
CO,, % 83.46" 94.87° 85.90" 82.86"
Biogas total, mL 160.60° 239.10° 472.90° 548.30°

b valores con diferente literal por hilera presentan diferencias significativas (P<0.05) .

Los resultados de la produccion de acidos grasos volatiles (acético, propionico y butirico) y la
proporcion acetato:propionato se muestran en el cuadro 6.5. A las primeras 24 horas de
incubacion no se detectaron diferencias estadisticas en ninguna de las variables analizadas entre
los tratamientos (P>0.05), la proporcidn acetato:propionato se mantuvo 5:1. A las 48 h de
incubacion la produccién de acético, butirico y la produccidn total de AGV es menor (P<0.05) en
los tratamientos con Secnidazol® y chicalote. Mientras que, la proporcién mas alta de
acetato:propionato (7:1) se detecto en el tratamiento con cascabillo de café. A las 72 h de
incubacion, la Unica diferencia observada fue una menor produccion de acido butirico (P<0.05)
en el tratamiento con Secnidazol®. El tratamiento con cascabillo de café obtiene una vez més la

mas alta proporcion acetato:propionato (6:1).
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Cuadro 6.5. Efecto de los tratamientos en la produccion de &cidos grasos volatiles y relacion
acetico (C2): propionico (C3), a diferentes horas de incubacion.

Tratamientos

Ir'ggg;) AGV _ _ . Chicalote Cascat,)illo
Testigo Secnidazol blanco de cafe EEMz
Acético ™! Lt 5041 51.24 47.5 54.46 34
% 75.75 76.98 76.53 75.00
Propisnico mol LY  7.50 7.63 7.38 7.78 0.4
o4 % 1 11.35 11.50 12.05 10.72
Butiicoc  MOILT 764 7.00 6.93 10.1 0.9
% 11.26 10.44 11.12 13.80
AGVtotal molL? 66.61 66.59 61.99 72.65 457
C2:C3 5:1 5:1 5:1 5:1
Acético MO LY 5290  47.95° 46.69° 70.86° 4.8
% 78.7 79.7 78.1 79.3
Propi6nico mol Lt 7.36 7.05 6.54 7.94 0.8
18 % 1 11.0b 11.7b 11.1b 9.3
Butirico MO L 6.96 5.14 6.56 10.242 0.7
% 10.4 8.6 10.8 11.4
AGVtotal molL? 67.22"  60.14° 59.80° 89.052 5.6
C2:C3 5:1 5:1 5:1 7:1
Acético MO Lt 5245 47.73 49.73 56.17 2.6
% 78.54 80.13 78.67 78.45
Propi6nico mol Lt 7.23 6.77 6.68 7.32 0.2
- % 1 10.85 11.4:3 10.81 10.24
Butirico  MOILT 7.022 5.01 6.73b* 8.09° 0.3
% 10.61 8.44 10.52 11.31
AGVtotal molL? 66.74 59.51 63.14 71.59 3.1
C2:C3 5:1 5:1 5:1 6:1

6.5 DISCUSION

A las 24 horas de incubacién después de la inoculacién, se presento una desfaunacion parcial,
que se ve reflejada en la disminucién de la concentracion de protozoarios viables en los
tratamientos con chicalote blanco (Argenome ochroleuca) y residuo de cosecha cascabillo de
café (Coffea arabica), aunque estos valores no presentaron una diferencia significativa (P> 0.05)
con el tratamiento testigo. A las 48 horas, si se presenta diferencias significativas (P< 0.05) en

comparacion con el tratamiento testigo en esta variable, y se determino un mejor efecto con el
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cascabillo, estas condiciones son constantes hasta las 72 horas de incubacién. Aun asi, el
Secnidazol® es el desfaunante mas potente con una efectividad del 100% desde las 24 h de
incubacion. Los metabolitos secundarios como alcaloides (Abdel et al., 2010 Reyes et al., 2011)
y taninos (Clifford, 1991; Hei¢movi¢ et al., 2011) presentes en el chicalote y el cascabillo de
café (respectivamente), son producidos como una linea de defensa o resistencia contra diferentes
plagas (p.ej. insectos) (Patra y Saxena, 2009). Durante el proceso de degradacion y digestion
ruminal, estos metabolitos secundarios son liberados y actlan sobre los microorganismos,
precipitando proteinas de transporte integradas a la membrana celular (Haslam, 1988). En
condiciones in vitro los alcaloides inhiben en un 50% el crecimiento de los protozoarios (Abdel
et al., 2010). En la planta de chicalote, los alcaloides estdn presentes generalmente en forma de
sales de las bases alcaloideas, las cuales son solubles en agua, mientras que, las bases libres son
insolubles en agua y solubles en disolventes organicos no polares, presentando afinidad por los
lipidos. En la literatura no se encontraron reportes de experimentos in vitro o in vivo de
desfaunaciéon usando estos materiales vegetales; sin embargo, plantas que contienen taninos
como la especie Enterolobium cyclocarpum, en dosis de 200g/Kg MS de dieta para borregos,

causa una reduccion del 75% en la poblacion de ciliados del rumen (lvan et al., 2004).

De acuerdo con los resultados obtenidos, los agentes desfaunantes no tienen una actividad
bactericida importante. La concentracion de bacterias totales ruminales a las 0, 24 y 48 h de
incubacion fue similar (P>0.05) entre los tratamientos desfaunantes y el testigo. Solamente se
observo una disminucion de bacterias a las 72 h de incubacion en los tratamientos con chicalote
y el cascabillo de café (P<0.05) con relacién al tratamiento testigo. Sin embargo, el Secnidazol®
mostro el efecto desfaunante mas potente y no afecto negativamente la concentracion de las

bacterias ruminales. Con respecto a la planta, este efecto, puede estar asociado a la liberacion del

100



alcaloide isoquimnolinico berberina. El cual, ademas de tener actividad desfaunante, también,
afecta el desarrollo de bacterias Gram positivas (Reyes et al., 2011). El subproducto de café,
contiene taninos (Clifford, 1991; Esquivel y Jiménez, 2012), que pueden limitar el crecimiento
de bacterias ruminales. Dentro de la poblacién de microorganismos ruminales que pueden ser
contabilizados, ademas de las bacterias se encuentran las arqueobacterias (10’-10°
microorganismos/mL) (Wright y Klieve, 2011). La poblacién y concentracion de
arqueobacterias, puede ser modificada con diferentes compuestos desfaunantes (p.ej.
monensina), aungue su uso in vivo durante largos periodos, pierde su efecto, debido al desarrollo

de resistencia por parte de las bacterias metanogenicas (Hook et al., 2009).

En general se determino una baja DIVMS de la alfalfa en todos los tratamientos (5.7 a 14.9%),
debido a la adicién de antibioticos al medio de cultivo para protozoarios (ver seccion de
materiales y metodos), lo que seguramente limito el crecimiento y actividad de las bacterias
celuloliticas. La mayor (P<0.05) DIVMS de alfalfa molida se presento en el tratamiento con el
cascabillo de café, seguido del tratamiento con Secnidazol®. De manera similar, en un estudio
realizado por Donato (2006), se reporta que la degradacion in vitro de la alfalfa usando
Secnidazol®, fue de 8.4% y no presento diferencias significativas (P>0.05) con el tratamiento
testigo. En el tratamiento con cascabillo, el aumento de la degradacion, puede estar asociado a la
estimulacion de la poblacion de bacterias celuliticas. Por otra parte, el testigo y el tratamiento
con chicalote, presentan una menor degradacion, sin presentar diferencias significativas (P>0.05)
entre ellos. Tanto los valores de pH inicial como final, no fueron diferentes entre tratamientos
(P>0.05) y los valores determinados se encuentran dentro del rango optimo para el crecimiento

de protozoarios y bacterias ruminales.
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A las 24 horas de incubacidén, la mayor produccion de biogas se presento en el tratamiento con
cascabillo de café, sin diferencias significativas (P>0.05) con el follaje de chicalote y el
tratamiento testigo. Mientras que, la proporcion de metano y de diéxido de carbono fue similar
(P>0.05) en todos los tratamientos. Diversos reportes indican que la desfaunacién produce un
incremento en la poblacion de bacterias ruminales, debido a la disminucion en la competencia
por nutrientes y la depredacion por parte de los protozoarios ciliados (Orpin'y Lectcher, 1984);
en consecuencia, se favorece la fermentacion y la produccién de biogas (Hidayat et al., 1993);
sin embargo, en este estudio se determiné que la concentracion de bacterias no disminuyo
(numéricamente) de manera importante con la desfaunacion, incluso a las 72 h de incubacion,
cuando se determind una diferencia significativa (P<0.05) entre el tratamiento testigo y los
tratamientos con chicalote y cascabillo de café (ver cuadro 6.3). Por tanto, se estima que el efecto
de la desfaunacién en las bacterias ruminales es un aumento en su eficiencia fermentativa y
produccién de biogas, sin que se aumente la produccion de CH,. Este efecto es diferente a
estudios en rumiantes alimentados con dietas que contienen una alta proporcién de forraje, en
donde se ha determinado una mayor produccion de metano por unidad de alimento digerido

(Beauchemin y McGinn, 2005).

La adicion de algunas leguminosas forrajeras en la dieta de rumiantes, disminuye la produccion
de metano (CH,), efecto asociado a la presencia de taninos condensados, contenido de fibra y
una rapida tasa de pasaje ruminal (Beacheimin et al.,2007). El cascabillo tiene taninos
condensados (Clifford. 1991; Hei¢movi¢ et al., 2011); sin embargo, los resultados en las
emisiones de metano, son diferentes a los reportados en otros estudios in vivo e in vitro, en donde
se reporta que la presencia de estos metabolitos secundarios disminuye la produccién de metano.

Por ejemplo, en el experimento realizado por Lui et al (2011) determinaron que los taninos de la
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castafia (Castanea sp.) disminuyen la produccion de metano (P<0.05) en comparacion con el
tratamiento testigo (31.07 g CH4/kg CMS), cuando adicionan 30 g de castafia/Kg de dieta (base
seca) (23.58 g CH4/kg CMS). Los resultados obtenidos son similares a los reportados con la
arnica americana (Arnica. chamissonis), esta planta contiene taninos, alcaloides y saponinas, y se
reporta que tiene capacidad desfaunante, pero, no tiene efecto significativo en la produccion de
metano (Broudiscou et al., 2000). De acuerdo a Sharp y et al (1998), cuando la poblacién de
protozoarios es disminuida o eliminada, las arqueobacterias asociadas a su superficie (p.gj.
Methanobacterium spp.) desaparecen, pero son remplazadas en el rumen, por otras
arugeobacterias metanogénicas de vida libre, por lo tanto, la desfaunacion no disminuye la
produccién de metano. También Morgavi et al (2011), concluyen que la ausencia de protozoarios
en rumen, no esta relacionada con la reduccion de metano en carneros con diferentes tiempos de
desfaunacion (D- = un par de semanas y D += dos afios). Ademas, en dietas a base de forrajes,
los hongos ruminales y las bacterias del genero Ruminococcus, son los principales productores
de H, y CO,, por lo que la desfaunacién no limita los sustratos necesarios para la poblacion de
metanogénos ruminales (Chaucheyras et al., 2010). Resultado contrario presento el farmaco
Secnidazol® a las 72 h de incubacién, este tratamiento presento la mayor (P<0.05) produccién de
biogas; asi mismo, redujo la produccion de metano y aumento la de diéxido de carbono (P<0.05)
con relacion a los otros tratamientos. Compuestos nitrogenados como nitroetano y el 2-
nitroetanol reducen la produccion de biogas (P<0.05). Una dosis de 12 umol de nitroetano/10mL
de medio de cultivo, reduce hasta el 99.3% de la produccion de metano (Zhou et al., 2011).
Dosis de 12, 24, 36 y 48 umol /10mL de medio de cultivo de compuestos nitrogenados (2-
nitroetanol y nitrato de sodio) causan una disminucion (P<0.05) de hasta el 70% de la produccion

in vitro de metano (Zhou et al., 2012). En cuanto a los tratamientos con la planta de chicalote y

103



el subproducto cascabillo, el total de biogas producido al finalizar el experimento, fue el mas alto
en comparacion con el farmaco y el testigo, sin modificaciones (P>0.05) en la produccion de
metano. A las 48 horas de incubacion, la mayor produccién de AGV totales se presento en el
tratamiento con cascabillo (P<0.05) en comparacién a los otros tratamientos desfaunantes.
Ademas se observo una fermentacion de tipo acético-butirica en todos los tratamientos
desfaunantes. Zhou et al (2011) reportan que el uso de compuestos nitrogenados como nitroetano
y el 2-nitroetanol disminuyen (P<0.05) a 34.80 umol/mL la produccion total de acidos grasos
volatiles a este mismo periodo de incubacién. Finalmente para la 72 h de incubacion, la
produccién de acido butirico del tratamiento con el farmaco disminuye, presentando diferencias
significativas (P<0.05) con los demas tratamientos desfaunantes y el testigo, este efecto es
similar al reportado por Zhou et al (2012) en donde los compuestos, 2-nitroetanol y nitrato de
sodio, alteran la produccion total de AGV disminuyendo (P<0.05) la producciéon de acido

propidnico y butirico.

6.6 CONCLUSIONES

El follaje de chicalote blanco (Argenome ochroleuca) y el cascabillo de café (Coffea arabica)
disminuyen la poblacién de protozoarios desde las 24 h de incubacion un efecto que es constante
hasta las 72 h de incubacion. Sin embargo, a pesar de no presentar diferencias significativas

(P>0.05) con el Secnidazol®, no logran la eficacia desfaunante del farmaco.

Los agentes desfaunantes evaluados (chicalote blanco, cascabillo de café y Secnidazol®) no
tienen un efecto toxico en el crecimiento de las bacterias ruminales. Aunque, se determino un
efecto negativo en la concentracion de bacterias ruminales a las 72 h de incubacion en los

tratamientos con chicalote blanco y cascabillo de café con relacion al tratamiento testigo.
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La DIVMS de la alfalfa a las 72 h de incubacion fue muy baja en todos los tratamientos y se
debi6 a la presencia de los antibidticos penicilina y estreptomicina, que se agregaron para
controlar el crecimiento de las bacterias ruminales en el medio de cultivo para protozoarios. Bajo

estas condiciones el cascabillo de café fue el que estimulo una mayor DIVMS de la alfalfa.

Tanto el chicalote como el cascabillo de café, presentaron alta capacidad desfaunante, pero no
disminuyen la produccién de metano. Por el contrario, el Secnidazol® es un potente agente
desfaunante (100% de efectividad desde las 24 h de dosificacion) y disminuye la produccion de

metano.

Se recomienda continuar con la evaluacion de otras plantas y residuos agricolas con capacidad

desfaunante, similar o superior a la mostrada por el Secnidazol®.
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