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Resumen

Se evaluo el efecto de la vaina de Enterolobium cyclocarpum (parota), en la dieta de
ovinos de pelo. La duracion del estudio fue de 49 d con 15 d de adaptacion. El
experimento constd de dos etapas una in vivo y otra in vitro. Se utilizaron 15 corderos
machos con peso vivo promedio de 16.0+2 Kg alojados en jaulas individuales. Los
tratamientos incluyeron dos niveles de vaina de parota molida en la dieta (en base a
MS): Testigo (T1), 30 % de parota (T2), 40 % de parota (T3). Las variables medidas
para la etapa in vivo fueron: ganancia diaria de peso (GDP), consumo de materia seca
(CMS), conversion alimenticia (CA), eficiencia alimenticia (EFA), pH del liquido ruminal,
acidos grasos volatiles (AGV), concentracion de bacterias totales, celuloliticas y
protozoarios; se estimo la concentracion de metano (CHa4) y biéxido de carbono (CO2),a
partir de los AGV. Para la segunda etapa las variables medidas fueron: concentraciéon
de AGV, CH4, COg2, y digestibilidad in vitro de la materia seca. Se usO un disefio
completamente al azar con tres tratamientos y 5 repeticiones. La mayor produccion de
CHa4, en ambas etapas se presento en el T1, acompafiada de mayor concentracion de
protozoarios ruminales y de acetato; menor concentracién de propionato. No se observo
efecto (P>0.05) CSM, EA, GDP, EFA, pH, bacterias totales, celuloliticas y en
concentracion de AGV totales. Entre T2 y T3 no se observaron diferencias (P>0.05) en
la produccion de CHa (in vitro e in vivo), en el numero de bacterias celuloliticas,
protozoarios, ni en concentraciones de AGV totales, acetato, propionato y butirato, sin
embargo, la inclusién del 40 % de vaina de parota redujo en un 27 % la produccion de
CHa. Se concluye que la incorporacion de vaina de parota en la dieta de ovinos, no
afecta la eficiencia productiva, ni las variables microbiol6gicas con excepcién de la
poblacién de protozoarios; mejora algunas variables fermentativas; tales como el
aumento en la concentracion de propionato y la disminucion de CHa4 ruminal.

Palabras clave: Fermentacion ruminal, metano, ovinos, parota.



Abstract

This research aimed to evaluate the effect of the sheath Enterolobium cyclocarpum
(parota) in the diet of sheep hair. The study duration was 49 d 15 d with adaptation. The
experiment consisted of two stages in vivo and in vitro another. 15 male lambs with
average live weight of 16.0 £ 2 kg caged individually were used. The treatments
included two levels of sheath parota ground in the diet (based on MS): Witness (T1),
30% of parota (T2), 40% of parota (T3). The variables measured for the in vivo stage
were: average daily gain (GDP), DMI (CMS), feed conversion (CA), feed efficiency
(EFA), pH of the rumen fluid, volatile fatty acids (VFA) concentration of total bacteria,
cellulolytic and protozoa; the concentration of methane (CH4) and carbon dioxide (COz2)
from the AGV was estimated. For the second stage variables measured were: VFA,
CHa4, CO2, and in vitro dry matter digestibility. a completely randomized design with three
treatments and 5 replications was used. Increased production of CHas, in both stages
was presented at the T1, accompanied by greater concentration of rumen protozoa and
ethyl; propionate lower concentration. No effect (P> 0.05) CSM, EA, GDP, EFA, pH,
total bacteria, cellulolytic and VFA total concentrations. between T2 and T3 was
observed no differences (P> 0.05) in the production of CH4 were observed (in vitro and
in vivo) in the number of cellulolytic bacteria, protozoa, or total concentrations of acetate,
propionate and butyrate AGV, however the inclusion of 40% sheath parota reduced CHa4
production by 27%. It is concluded that the incorporation of sheath parota in the diet of
sheep, does not affect production efficiency, and microbiological variables except the
protozoan population; improves some fermentative variables; such as the increase in

the concentration of propionate and decreased ruminal CHa.

Keywords: Sheep, parota, methane, ruminal fermentation
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Introduccion

En la actualidad el calentamiento global es un problema importante que enfrenta el
planeta, se origina por la acumulacion de gases de efecto invernadero (GEI), producto
de las actividades humanas (Moss et al. 2000, Molano et al. 2008). Destaca la actividad
agropecuaria que contribuye de forma importante a las emisiones de GEI, como bioxido
de carbono (COz2), metano (CHas) y oxido nitroso (NO2) (Gleik et al. 2010, Sejian et al.
2011, Naqvi & Sejian 2011). Es el CH4 el que tiene mayor efecto sobre el calentamiento
global al poseer un potencial de calentamiento de 21 a 30 veces mayor que el CO:
(Moos et al. 2000).

Ahora se reconoce que las actividades pecuarias contribuyen con cerca de 9% del total
de las emisiones de CO2, 44 % de CHa4y 65 % de NO2 (FAO 2006, Gerber et al. 2013).
Las emisiones globales de CHas por los rumiantes oscilan entre 80 y 100 millones de
toneladas al afio (Kumar et al. 2008). Se considera que estas emisiones se
incrementaran por el constante crecimiento de la poblacién ganadera (Patra 2013),
debido al aumento de la demanda de proteina de origen animal por la humanidad,
especialmente en paises con un rapido desarrollo econémico (Thornton 2010). De
acuerdo a las proyecciones de la produccion ganadera mundial, para el afio 2030, se
espera que las emisiones de CHa por los rumiantes domeésticos se incrementen en un
60 %, mientras que para el afio 2050 aumentara en 100% (FAO 2008).

La produccion de CHa por los rumiantes se genera como producto secundario de la
fermentacién microbiana de los carbohidratos contenidos en el alimento, el cual se
produce entre 87 y 90 % en el rumen y de 10 a 13 % en el intestino grueso (Murrayet al.
1999, Dini et al. 2012), por microorganismos metanogénicos del grupo Archaea que
usan el Hz para reducir CO2 y sintetizar ATP y CH4 como productos finales (Rusell &
Richlik 2001); lo cual contribuye a mantener constante el pH del rumen (Lana et al.
1998). Sin embargo, la produccion de CHas representa pérdidas de 12 a 15% de la
energia consumida por los rumiantes (DeRamus et al. 2003).

Las alternativas para reducir las emisiones de CH4 se basan principalmente en el
manejo del animal y la manipulaciéon de los microorganismos ruminales mediante los

componentes de la dieta (Eckard et al. 2010). Desde un punto de vista practico, el
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manejo de la dieta de los rumiantes se considera como la alternativa mas viable para
disminuir la produccién de CHay las pérdidas energéticas en el animal (Santacoloma
2011). En condiciones de tropico, el manejo de la dieta resulta muy importante porque
la mayoria de los sistemas de produccion ganadera tienen bajos rendimientos debido a

gue las dietas son de baja calidad nutricional (Carmona el al. 2005).

Recientemente se han realizado diferentes estudios donde se ha propuesto el uso de
arboles, arbustos, frutos o semillas para ser utilizadas como componentes de la dieta,
dado su alto contenido de nutrientes, y con ello se busca mejorar el valor nutritivo de la
racion (Galindo et al. 2003). Se han estudiado distintas especies como la morera
(Morus alba), el quiebrabarriga (Trichantera gigantea) y el guacimo (Guazuma ulmiflora)
entre otras; sin embargo son las leguminosas las que presentan el mayor potencial

nutricional en condiciones tropicales (Carmona 2007).

Entre las leguminosas se encuentra Enterolobium cyclocarpum, conocida cominmente
con los nombres de parota, guanacastle, orejon, conacaste, sonaja, entre otros. Es una
especie endémica del Continente Americano y distribuida en México en la vertiente del
Golfo desde el sur de Tamaulipas hasta la peninsula de Yucatan; en la costa del
Pacifico se distribuye desde Sinaloa hasta Chiapas (Pennington & Sarukhan 2005),
esta especie es propia de los bosques tropicales semi caducifolios (Rocha & Aguilar
2001). Esta leguminosa presenta una gran versatilidad y es una de las especies mas
importantes de México y del mundo por sus caracteristicas, considerando su altura y
diametro, ademas de la gran cantidad de biomasa, asi como por los mdultiples usos
entre los que destacan maderable, cortina rompe vientos, cerca viva, sombra, lefia, es
una fuente de néctar para la industria apicola; complemento proteinico y energético

para la dieta de rumiantes (Gomez et al. 2006).

El uso de Enterolobium cyclocarpum en la alimentacion de rumiantes se realiza en los
agostaderos, debido a que esta especie crece en forma natural en los potreros y
fructifica de enero a mayo, lo que coincide con la época de sequia cuando el forraje es
poco abundante y de mala calidad, contribuyendo en forma importante como
suplemento en la alimentacion. Esta leguminosa arb6rea tiene una producciéon anual de

725 Kg de vainas por arbol con la siguiente composicion quimica: contenido de proteina
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cruda 16.13%, grasa cruda 2.85%, fibra cruda 4.95%, cenizas 2.95% y extracto libre de
nitrégeno 63.1%; asi como la presencia de saponinas triterpenicas, las cuales poseen
un efecto desfaunante y bactericida sobre los microorganismos ruminales (Serratos et
al. 2008), lo cual puede ejercer una modificacion en la fermentacion ruminal,
produciendo un incremento en la produccion de propionato, el cual requiere de Hz para
su formacién por lo que puede ser considerado como una forma competitiva en el uso
del Hz en el rumen (Carmona et al. 2005); lo cual puede causar una disminucion en la
produccion de CHas (Busquet et al. 2006, Patra & Saxena 2010). Sin embargo la
informacion generada sobre el uso de la parota en la alimentacion de rumiantes aun es
limitada, y los estudios disponibles se basan principalmente en la digestibilidad de la
dieta y ganancias de peso de los rumiantes (Serratos et al. 2008). Por lo anterior, esta
investigacion se realizé con el propésito de evaluar la incorporacién de las vainas de
Enterolobium cyclocarpumen las dietas de ovinos en el tropico como un suplemento
alternativo para evaluar las ganancias de peso, parametros de fermentacién ruminal y la

produccion de CHa.
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Antecedentes

Ganaderia del tropico

Desde un punto de vista utilitario, los rumiantes son animales importantes para la
especie humana, debido a que son una fuente de carne, leche o fibras; en algunos
paises son fundamentales como animales de trabajo, y en otros utilizados como recreo
en forma de caza, rodeos y corridas (Church 1988). Su principal funcion es el aporte de
alimento para la especie humana; el crecimiento poblacional y el fendmeno de
urbanizacién son los eventos que originan una mayor demanda de alimentos de origen
animal, por lo que es necesario un incremento en la producciéon (Mendoza-Martinez et
al. 2008). Actualmente la poblacion ovina nacional es de 8.1 millones de cabezas (SIAP
2010), de las cuales 55 % se encuentra en la zona centro, 23 % en la zona norte, 16 %
en la zona sur 16 % y 6 % en el tropico (SIAP 2010). Sin embargo, esta produccién no
satisface la demanda interna, por lo que se importa 60% del consumo nacional,
principalmente de Australia (61%), Nueva Zelanda (23%), Estados Unidos (1%), Chile
(4%), y otros paises (1%) (SIAP 2010), que debido a sus sistemas de produccion, les
permite llegar al mercado nacional a bajo precio. En forma alternativa la produccién de
ovinos en zonas tropicales se incrementd, en gran parte favorecido por la baja
rentabilidad de los sistemas de produccion de bovinos, tanto de leche como de carne,
por lo que los ganaderos aprovechan el potencial de la region, porque han visto a la
ovinocultura como una alternativa rentable (Cruz 1991), siendo las razas predominantes
la Pelibuey, Blackbelly y recientemente razas especializadas para la produccién de
carne como la Dorper y la Katahdin (Ramirezet al. 2011). La ganaderia del tropico se
caracteriza por una alimentacién basada en el pastoreo de agostaderos, en este
sistema las especies forrajeras dominantes son gramineas que tienen bajo contenido
de nutrientes (Pifieiro-Vazquez et al. 2009), situacion que no solo limita la produccion
pecuaria, si no que contribuye con el calentamiento global. Cuando los rumiantes son
alimentados con dietas altas en forrajes, existe en el rumen una mayor cantidad de
microorganismos metanogénicos (Bernalier et al. 1991, Ferry 1992, Breznak 1994,
Baker 1999, Cheng et al. 2009), y por tanto una mayor produccion de CHas, gas de

efecto invernadero, que dafia la capa de ozono, reteniendo la radiacion infrarroja,
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incrementando el calentamiento del planeta y representa pérdidas de 15% de la energia
consumida por los rumiantes (Anderson& Rasmussen 1998).

Una opcion para reducir el costo de la alimentacion de los ovinos y rumiantes en
general en el tropico es mediante la incorporacion de los frutos y follaje de arboles y
arbustos en la racién (Ramirez et al. 2011), los cuales contienen cantidades aceptables
de proteina y metabolitos secundarios, por lo que tienen buen potencial para ser

empleadas en la alimentacion ovina (Moscoso et al. 1995, Ramirez et al. 2011).

Cambio climéatico

El cambio climatico es un fendmeno que se manifiesta en un aumento de la
temperatura promedio del planeta, vinculada directamente con el incremento en la
concentracion de GEl, afectando la intensidad de los fendmenos del clima en todo el
mundo (CMCC 2005, IPCC 2001).

Los cambios en el clima se dan por que la Tierra absorbe la radiacién del sol, sobre
todo en la superficie del planeta. Esta energia es redistribuida por las circulaciones
atmosférica y oceanica; irradiada nuevamente al espacio en longitudes de onda
infrarroja mas largas. La temperatura media anual de la Tierra se equilibra entre la
energia de la radiacién solar que ingresa y la saliente de la superficie terrestre.
Cualquier factor que altere, o influya en la redistribucién de energia dentro y entre
atmosfera, tierra y océano, puede afectar el balance y producir un cambio climético
global (Ramirez 2010).

El incremento de la producciéon de GEI por las actividades humanas, se ha convertido
en un importante tema de discusién debido al efecto que causan sobre la composicién
de la atmosfera terrestre, existen diferentes opiniones de la magnitud de este problema,
se espera que un cambio en el clima resulte en un incremento de la temperatura global
de entre 2 a 4% durante los préximos 50 afios (Braswel 1997, Hasselman 1997, Lay et
al. 1997, Weir 1998).
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El metano y su participacion en el efecto invernadero

El CH4 tiene la propiedad de absorber la radiacion infrarroja terrestre generada por el
calor, lo cual contribuye al calentamiento global del planeta, este compuesto actda en
reacciones quimicas que permiten la produccion de ozono en la troposfera y vapor de
agua en la estratosfera. Se estima que el potencial de calentamiento global que causara
el CHa en los proximos veinte afios, sera 62 veces mayor que el causado por el CO2
bidxido de carbono (Kerr 1997, Minami & Takata 1997).

La concentracion media global de CHs en la atmosfera durante 1994 fue de 1,720 ppm,
lo que representa un incremento de 145% en relacién con la concentracion existente en
el periodo previo a la industrializacion que fue de 700 ppm (IPCC 1996). En 1998, la
concentracion atmosférica era de 1745 ppm, con una tasa de cambio en la
concentracion de 7.0 partes por billon anual. El CH4 tiene un tiempo de residencia de 12
afos y es eliminado de la atmosfera por reacciones quimicas. Se estima que de 60 a 80
% de las emisiones actuales de CHa4 provienen de las actividades antropogénicas, es
por ello el reciente interés por reducir el calentamiento global a través del mejoramiento

en el manejo de los sistemas extensivos de la produccion de rumiantes (Mora 2001).
Produccién de metano por el rumiante

La produccion de CHa por los microorganismos del rumen se ha estimado que es entre
300y 600 L*al afio en ganado adulto (Gonzalez et al. 2006), esto representa alrededor
de 80 a 110 millones de toneladas al afio. EI CH4 es producido en el rumen
exclusivamente por microorganismos metanogénicos del grupo Archaea cuya
concentracion en el rumen es de 108 bacterias mL™* (McAllister et al. 1996), siendo las
principales especies; Methanobacterium formicum, Methanobacterium bryantii,
Methanobrevibacter ruminantium, Methanobrevibacter smithii, Methanomicrobium

mobile, Methanosarcina barkeri y Methanoculleus olentangyi (Sosa et al. 2007).

Las condiciones para el crecimiento de los microorganismos metanogénicos deben ser
ambientes libres de oxigeno, con un potencial de 6xido reduccion menor a -330 mV y

un pH de 7.0. A pesar de que la metanogénesis estad ligada a la fermentacion
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anaerdbica, no es un proceso fermentativo, debido a que los microorganismos
metanogénos no realizan fosforilacion a nivel sustrato, siendo la fuente carbono en

estas Archeas el COg, el cual se reduce por hidrogenacion enzimética (Baez 2010).

En la ruta de la metanogénesis, inicialmente el CO2 es reducido hasta nivel de formilo,
por la enzima que contiene el metanofurano (MF), después el grupo formilo se une a
una enzima que contiene metanopterina (MP) y posteriormente es deshidratado y
reducido, en dos pasos distintos, a metileno y metilo. En seguida, el grupo metilo se
transfiere de la MP a una enzima que contiene la coenzima M (CoM). Finalmente, el
metil-CoM es reducido a CHa por la enzima metil reductasa, en la cual intervienen dos
coenzimas la Fa3 y la CoM. La coenzima Fa3o elimina el grupo CHs del CHs-CoM,
formando un complejo Ni?* - CHs, después éste es reducido por los electrones de la
coenzima B (CoB) y un complejo disulfuro de CoM y CoB (CoM-S — S-CoB) (Madigan et
al. 2004). En la metanogénesis se da la sintesis de dos moléculas de adenosin trifosfato
(ATP), uno acoplado a un gradiente de protones y el otro a un gradiente de sodio. El
primero se produce en la reduccion del complejo disulfido CoM-S — S-CoB, tras la
separacion de los grupos —SH, por un flavin adenin dinucleotido (FAD) que contenga
heterodisulfito reductasa formandose un ATP por fuerza motriz de protones. El segundo
se produce en la transferencia del grupo CHs del complejo CH3-MP a CoM por un
gradiente de sodio (Thauer 1998).

Estrategias para lareducciéon de la metanogénesis ruminal

Las estrategias para reducir las emisiones de CHasen rumen, se dividen en tres grandes
grupos: de tipo fisiolégico y de manejo animal; composicion de la dieta; y manipulacion
ruminal (Eckard et al. 2010).

En el primer grupo se han utilizado tres diferentes estrategias: la forma de crianza, el
sistema de produccién animal, y la reduccion directa de las emisiones de GEI por la cria
de animales seleccionados genéticamente. Algunas investigaciones han comprobado
que el ganado sometido a sistemas de produccion intensivas produce menos CHa4 en
relacion a los animales criados en sistemas extensivos; ademas, desechar animales

viejos y reducir los periodos de lactancia minimizan la emision de GEI y mejoran la
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rentabilidad del sistema de produccion (Clements & Ahlgrim 2001). El mejoramiento
genético es otra herramienta que se puede utilizar para reducir las emisiones de CHa
(Cassandro et al. 2013), donde el potencial de mitigacion seria el uso de la variacion
individual dentro de la seleccion de la raza para los animales con menor producciéon de
gramos de CH4 por cada kg de materia seca consumida (Cavanagh et al. 2008, Vlaming
et al. 2008).

Los componentes de la dieta, especialmente los granos de cereales, son capaces de
modificar el pH ruminal, lo cual altera la poblacion microbiana existente (Calsamiglia et
al. 2008). La produccion de CHa en los rumiantes tiende a disminuir al suministrar en la
racion forrajes de mayor calidad nutritiva. Una mayor concentracion de &cido acético en
el rumen es consecuencia de la fermentacién de dietas con altas proporciones de
forraje, como resultado se incrementa la produccion de CHas; en contraste, en dietas con
alto contenido de concentrados se produce en rumen una mayor concentracion de
acido propionico y una menor concentracion de CHa (Mizaei &Maheri 2011). Por lo
tanto, el consumo de forrajes de mayor digestibilidad reducen las emisiones de CHa4 por

parte de los rumiantes (Eckard et al. 2010).

El uso de distintos aditivos en la alimentacion animal ha sido una técnica utilizada para
inhibir la produccién de CHa4en el rumen (Iltabashi et al. 2000). La adicion de grasas a la
racion ha sido una adecuada estrategia. Los 4cidos grasos insaturados compiten con la
metanogénesis por los equivalentes de reduccion durante la biohidrogenacién que
realizan los microorganismos ruminales (Czerkawski et al. 1996). Los inhibidores mas
efectivos incluyen acidos grasos como linoleico y acido cis-oleico y algunos acidos

grasos saturados como behenico y estearico (Zawadzki 1986).

También existen otros métodos experimentales de mitigacion de las emisiones de CHa4
en rumiantes, como la creacion de rebafios aislados libres de protozoarios, la
vacunacion y generacion de anticuerpos salivales especificos contra microorganismos
metanogénos (Shu et al. 2001). Otras estrategias asociadas a la disminucién de
metanogénos del rumen han sido mediante el uso de productos quimicos, como el
cloroformo (Triet et al. 1972), tricloroacetamida, tricloroetil, bromoclorometano, acido 2-

bromoetanosulfonato (Dong et al. 1999). A pesar, que se ha producido una disminucion
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en la producciéon de CH4 con estos compuestos quimicos en la mayoria de los estudios,
el dilema es que ejercen efectos negativos en el consumo de alimento, la digestién y la
fermentacion del rumen, cuando son adicionados en altas concentraciones para lograr
mayor reduccion en la produccion de CH4. Dentro de las técnicas de control biologico,
aun existe poca informacion sobre el uso de bacteriéfagos para disminuir la poblacion
de Archeas metanogenicas, este método parece ser una alternativa viable (Jansen &
Kris 2008), dado que la concentracion de bacteriéfagos se ha estimado en alrededor de
10°%-10%° particulas/mL de contenido ruminal (Swain et al. 1996), los cuales infectan y
lisan bacterias de manera muy especifica, de esta forma se reduciria a la poblacién de
Archeas metanogénicas sin afectar a las distintas especies bacterianas del rumen, sin
embargo, por su complejidad aun no se han desarrollado totalmente estas técnicas para

uso practico.

Por su parte, Thornton & Herrero (2010) mencionan que para resolver el problema de la
produccion de CHas, mas que intentar disminuir su produccion, se deben identificar las
causas que predisponen a la emisién en los sistemas de produccion de rumiantes, en la
mayoria de los casos se relaciona con el tipo y la frecuencia de alimentacion, la especie
y las caracteristicas quimicas del alimento, su digestibilidad, asi como el sistema de

pastoreo de los animales (Beauchemin & McGinn 2005).
Empleo de leguminosas

En distintas investigaciones se ha comprobado que el uso de plantas leguminosas son
fuentes valiosas de proteinas, minerales y vitaminas, requeridas por los
microorganismos ruminales para su crecimiento y actividad enzimatica; ademas de
contener algunos compuestos quimicos que modifican la fermentacién ruminal, con lo
cual se reduce la formaciéon de CH4 (Cardoso 2005). Algunas plantas 0 sus extractos
pueden contener metabolitos secundarios con potente actividad defaunante que
tendran efecto en la reduccion de la produccion de CHa. Dentro de los metabolitos
secundarios de estas leguminosas se incluyen los taninos, saponinas y aceites
esenciales, los cuales pueden afectar el desarrollo de las poblaciones microbianas del
rumen (Busquet et al. 2006, Calsamiglia et al. 2008,Maoet al. 2010, Goel & Makkar,
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2012). En las regiones tropicales los follajes y vainas de los arboles y arbustos
contienen éstos metabolitos que pueden contribuir a reducir las emisiones de CHa4 en
los sistemas de produccion de rumiantes. Hess et al. (2003), reportaron que las vainas
completas de parota, poseen 19.0 mg de saponinas g de materia seca, que pueden
disminuir la concentracion de los protozoarios (Koenig et al. 2007). Se ha considerado
que los protozoarios ejercen una importante funcion en la produccion de CH4 debido a
la estrecha relacion con las Archeas metanogénicas, debido principalmente al
fendmeno de transferencia interespecifica de Hz (Johnson & Johnson 1995, Moss et al.
2000); se ha estimado que esta asociacion es la responsable de la produccion de 9 a
27% de CHa4 en el rumen (Moss et al. 2000). En algunos estudios se ha determinado
que la remocién de los protozoarios del rumen o defaunacién, puede disminuir la
produccion de metano hasta en 50% (Moss et al. 2000, McAlllister 1996).

En la mayoria de los estudios se ha reportado que el uso de los aditivos inhibidores
disminuyen la produccion de CHas; sin embargo, estos aditivos a menudo ejercen
efectos adversos en el consumo de alimento, la digestion y la fermentacion del rumen al
ser adicionados en concentraciones altas para reducir de forma significativa la
produccion de CHs4, y cuando éstos son agregados en concentraciones bajas a las

dietas de los rumiantes tienen poco efecto en la disminucién de CHas (Patra 2012).

Una alternativa muy viable y poco estudiada en las regiones tropicales para disminuir la
producciéon de metano en rumiantes, la constituye el uso de las vainas de parota como
componentes de la racidn. En algunas investigaciones se ha reportado su uso con éxito
al incluirlas en la racién de los ovinos en el tropico en concentraciones de 25 hasta
35%, obteniendo buenas ganancias de peso (Moscoso et al. 1995). En un estudio
realizado por Amaro et al. (1993), se reportd6 que el consumo voluntario y la
digestibilidad en dietas isoproteinicas con 0%, 12%, 24%, 36%, 48% y 60% de inclusion
de vaina de parota en la dieta, no afectaron las ganancias de peso y conversion
alimenticia; aunque, se ha observado que niveles del 75% o mayores provocan
toxicidad en los animales (Negrén et al. 1993); originando una dermatitis serosa severa,
asi como linfocitosis. Por lo anterior, se ha establecido como limite maximo en la dieta

un nivel de inclusion de 48% de vaina de parota, lo cual permite consumos elevados de
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MS; aunque se han reportado efectos negativos en la digestibilidad de la dieta
(Gonzalezet al. 1989). En otro estudio, se evalud la digestibilidad y los patrones de
fermentacion ruminal en borregos criollos, donde se utilizaron niveles de 15.55% vy
31.11% de vaina de parota en la racion y se concluyé que niveles de 31% de parota,
permiten consumos elevados de MS, pero, la digestibilidad de la dieta disminuye con
niveles superiores (Alvarez et al. 2003). En estudios mas recientes se ha reportado la
misma tendencia, al incluir las vainas de parota en la dieta de los rumiantes; Bricefio-
Poot et al. (2012), evaluaron la digestibilidad, el consumo de materia seca y la
produccion de CHa al incluir vaina de parota en la racién de ovinos, y encontraron que
no afecto el consumo de MS; sin embargo, la digestibilidad disminuy6é en comparacion
con la dieta testigo. La produccion de CH4 no mostré una reduccion al incluir la vaina de
parota; empero, fue calculada por estimacion estequiométrica; no obstante, esta
metodologia asume que todo el exceso de Hz es convertido en CH4 y no hay hidrégeno
asociado con la sintesis de microorganismos ruminales, y también supone que la
fermentacién de los sustratos que no son carbohidratos no producen AGV. De tal
manera que cuando los microorganismos ruminales son incluidas en la estequiometria
de la fermentacion, las estimaciones de la produccion de CHs pueden disminuir
(Carmona et al. 2005).

Metodologias para medir la produccion de metano

Un problema muy frecuente, para evaluar la produccion de CHaen los rumiantes, es la
disponibilidad de técnicas para medirlo. Las técnicas in vivo para la determinacion de
CHa4 en rumen requieren equipos sofisticados, instalaciones especiales o animales
entrenados (DeRamus et al. 2003); por otra parte, las técnicas in vitro, que Unicamente
simulan la fermentacion de los alimentos en biodigestores, son efectivas y eficientes por
su rapidez y bajo costo de operaciéon (Ramirez 2010); ademas, permiten determinar la
extension y la cinética de la degradacion del alimento a través del volumen de gas
producido durante el proceso fermentativo, bajo condiciones controladas (Posada et al.
2006).
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Autores como Wolin (1960) han determinado mediante estequiometria la estimacion de
CHa4 y COz2 con relacion a la distribucion molar de los AGV. En donde se estima que
57.5 moles de glucosa producen 65 moles de acético + 20 moles de propidnico + 15
moles de butirico + Y moles de CO2+ Z moles de CHa. Para calcular la produccion de

CO2y CH4 (Y y Z) se usan las siguientes ecuaciones.

y-Ma, Mp 3Mb
2 4 2

Donde:

Y = moles de CO2

Ma = proporcion molar de &cido acético

Mp = proporcion molar de &cido propionico

Mb = proporcion molar de &cido butirico

Para el célculo de CHa, la propuesta de Wolin (1960) es la ecuacion:
Z =Ma+2Mb-Y

Donde:

Z = moles de CHas

Y = moles de CO2

Ma = proporcion molar de &cido acético

Mb = proporcion molar de acido butirico

Las caracteristicas quimicas del alimento también se usan para calcular la produccion
de metano. La ecuacion de Blaxter & Claperton (1969), considerd inicialmente las
caracteristicas quimicas del alimento y es la base en la cual la mayoria de los

estimativos de produccién de metano se han derivado. Otra ecuacién fue propuesta por
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Moe & Tyrrel (1979), la cual incorpora las caracteristicas del alimento. Se deriva de
mediciones realizadas en ganado con raciones diarias de alta calidad y su relacion con
residuos solubles, como la hemicelulosa y celulosa en la produccion de metano

(Johnson & Johnson 1995). Esta se determina como sigue:
CH4 = 3.406 + 0.510 (residuo soluble) + 1.736 (hemicelulosa) + 2.648 (celulosa)
Donde el CHs esta en MJ dia! y los residuos solubles, hemicelulosa y celulosa en kg/d.

En términos generales se ha sefialado que las ecuaciones de prediccion de produccion
de metano en el ecosistema ruminal requieren de mayor informacion como son: el
consumo de materia seca por el animal, composicién quimica de la dieta (incluyendo
solubilidad y tasa de degradabilidad) y otras variables como la tasa de pasaje de las
fracciones sdlida y liquida del rumen, volumen ruminal y pH (Benchaar et al. 1998).

Cromatografia de gases

La determinacién del biogas se realiza mediante cromatografia de gases (Steele et al.
1987), Pecsok & Shields (1990), consideran que la aplicaciébn de las técnicas de
cromatografia de gases para la investigacién de la cinética y el mecanismo de las
reacciones organicas es fundamental. Esto se debe a su gran versatilidad como técnica
analitica y a sus ventajas en cuanto a tamafio de muestra, sensibilidad y rapidez de
analisis (Mahy 1979); sin embargo, esta técnica requiere de personal capacitado

técnicamente, asi como métodos especificos por analito (Ramirez 2010).

El poder de la cromatografia de gases proviene de su capacidad de separar
componentes individuales de una mezcla inyectada en la columna cromatogréafica
identificando los analitos uno a uno, tal como salen de ella (Baird 2001). La separacion
ocurre bajo la influencia de la temperatura de la columna y de la superficie
cromatografica. Un gas denominado gas portador o fase movil fluye a través de ella y
los compuestos gaseosos sufren una serie de interacciones no destructivas ligeramente
diferentes, con la superficie cromatogréfica, el resultado es la obtencién de un tiempo
de transito distinto para cada compuesto y por tanto un tiempo de retencién individual
(Baird 2001).
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Objetivos
Objetivo general

Evaluar el efecto de la incorporacién de vaina de Enterolobium cyclocarpum en la

ganancia de peso y producciéon de metano en ovinos de pelo.
Objetivos especificos

» Determinar el efecto de la incorporacion de la vaina de parota durante la
fermentacién ruminal in vitro, en la produccion de metano (CHas), dioxido de
carbono (COz2), acidos grasos volatiles (AGV) y potencial de hidrégeno (pH) en
dietas para ovinos.

» Evaluar el consumo voluntario, ganancias de peso, conversion alimenticia, y las
principales variables fermentativas (AGV y pH) y microbiol6gicas del rumen
(bacterias totales, bacterias celuloliticas y protozoarios) al incorporar vaina de
parota en la dieta de corderos destetados.

» Estimar el efecto de la incorporacion de la vaina de parota durante la
fermentacién ruminal in vivo, sobre la produccién de metano a partir de los

paradmetros de fermentacion ruminal.

Hipotesis
La adicién de 30 y 40 % de vaina de parota como componente de la racion en ovinos de
pelo en el tropico, mejora las variables productivas (ganancias de peso, consumo

voluntario, conversion y eficiencia alimenticia) y reduce la produccion de metano.
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Materiales y Métodos
Localizacion geografica

El estudio se realiz6 en el Campo Experimental de la Universidad del Mar, Campus
Puerto Escondido, en el area de Corrales de Ensayos Metabolicos para Ovinos y en los
Laboratorios de Microbiologia, Bioquimica y Nutricién, de los laboratorios de la
Licenciatura en Zootecnia, el cual se encuentra ubicado en la comunidad de Bajos de
Chila, localizado en el Kilometro 128.1 de la carretera Federal Pinotepa Nacional-Puerto
Escondido. El clima de la region se ubica entre los climas A(c) w2 y AwO0, con dos
estaciones bien diferenciadas (secas y lluvias), con una precipitacion media anual entre
839.1 y 1587.1 mm y una temperatura media anual entre los 24 y 27.2°C (Serrano-
Altamirano et al. 2005). Los analisis quimicos (AGV, CH4 y COz2) de las muestras se
realizaron en el laboratorio de Microbiologia Ruminal y Genética Microbiana, del
Colegio de Postgraduados, ubicado en Montecillo, Texcoco, Estado de México.

Etapa 1. Experimento in vivo

Animales experimentales

Se utilizaron 15 ovinos machos criollos de pelo destetados, de aproximadamente 3
meses de edad, con un peso promedio de 12.88+0.48 Kg, provenientes de partos
dobles y distribuidos al azar a cada uno de tres tratamientos (homogenizando las
unidades experimentales entre y dentro de tratamientos) (Cuadro 1). Los animales
fueron alojados en jaulas individuales de 1 m de ancho por 1.96 m de longitud, provistas

con comederos y bebederos (Figura 1).

Los corderos tuvieron un periodo de adaptacion de 15 d a las dietas experimentales.
Durante este periodo los animales se desparasitaron; internamente con fenbendazol
(Panacur® suspension al 10%; Intervet) y a los 15 d con closantel (closantil suspensién
al 5%, Laboratorio Chioin); externamente con ivermectina (Virbamec®L.A. Virbac); se
administraron vitaminas (A, D y E Vigantol, Bayer); se vacunaron con la bacterina
toxoide (Triangle 8V®, Fort Dodge).
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Cuadro 1. Pesos de los corderos al destete, distribuidos aleatoriamente en los
diferentes tratamientos.

Tratamientos

T1 T2 T3
12.96 + 0.452 12.84 + 0.482 12.84 + 0.512
Ccv 7.75 8.27 8.83

CV coeficiente de variacion.

T1: Testigo 0% de parota.

T2: Inclusién de 30 % de vaina de parota.
T3: Inclusién de 40 % de vaina de parota.

Figura 1. Jaulas individuales

Dietas experimentales

Las dietas se formularon con el programa Nutrion® (Nutrion 2002) de acuerdo con los
requerimientos nutritivos establecidos en tablas del NRC (1985) para ovinos machos
enteros con un peso promedio de 16 kg y una ganancia diaria de peso de 200 g
(Cuadro 2).
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Analisis quimico de la dieta

A las dietas experimentales se les determiné el contenido de materia seca, cenizas,
nitrogeno total por el método Microkjeldahl (AOAC 1990); fibra detergente neutro (FDN)
y fibra detergente acido (FDA) de acuerdo a la metodologia descrita por Van Soest et
al. (1991).

Recoleccién de la vaina de parota

La recoleccion de la vaina de parota se realiz6 durante los meses de abril y mayo de
2014; en la ciudad de Puerto Escondido, y las comunidades de Bajos de chila y
Pochutla; se obtuvieron 450 kg los cuales se secaron bajo la sombra, y se molieron en

un molino de martillo a un tamafo de particula de 3 mm (Figura 2).

be. ;e_f“' “ .‘ -
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Figura 2. Secado y molienda de la vaina de parota.

Tratamientos experimentales
Para los tratamientos (T) evaluados, se formularon dietas con un contenido nutricional
isoprotéico (16 % PC) e isoenergético (2.8 Mcal EM/Kg MS) (Cuadro 2). Los ovinos

fueron alimentados diariamente a las 06:00 y 16:00 h a libre acceso.

Muestreo de liquido ruminal

Las muestras de liquido ruminal (100 mL animal?') se colectaron via esofagica por
medio de una sonda (Figura 3), 2 h después de la alimentacion de las 06:00 h, para lo
cual se muestrearon los 5 animales de cada tratamiento a los 49 dias de haber iniciado

el experimento.

En las muestras de liquido ruminal se midieron las variables fermentativas del rumen
(pH y AGV) y microbiolégicas (concentracion de bacterias totales, bacterias celuliticas y

protozoarios).
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Figura 3. Extraccion de liquido ruminal.

Cuadro 2. Composicién de las dietas experimentales (g 100 g MS).

Ingredientes Tratamientos
T1 T2 T3
Rastrojo de 11.4 11.7 12.0
cacahuate
Heno de alfalfa 66.6 50.3 42.0
Maiz 0.0 6.0 4.0
Concentrado 20.0 0.0 0.0
comercial
Vaina de parota 0.0 30.0 40.0
Premezcla mineral 2 2 2
Total 100 100 100
PT (%) 16.6 16.6 16.6
EM, Mcal kg! 2.80 2.80 2.80

T1: Testigo 0% de parota.
T2: Inclusion de 30 % de vaina de parota.
T3: Inclusion de 40 % de vaina de parota.
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Variables evaluadas

Consumo y rechazo de alimento
Se cuantifico diariamente el alimento consumido, registrando la cantidad ofrecida y la
cantidad rechazada, el consumo voluntario se obtuvo por la diferencia entre ambos

valores (g d1).

Figura 4. Recoleccién de alimento rechazado.

Cambios de peso vivo

Los ovinos fueron pesados al inicio del experimento y posteriormente cada 15 d, antes
de ofrecer el alimento (06:00 h). La ganancia diaria de peso (GDP, en kg), se calculo
por diferencia entre el peso final menos el peso inicial de cada animal, dividido entre los

dias transcurridos en el periodo evaluado.

Eficiencia alimenticia

Se obtuvo dividiendo la GDP (kg), entre el consumo de materia seca del alimento (kg).

Conversion alimenticia
Se obtuvo dividiendo la GP (kg) total por periodo, entre el consumo de materia seca

total por perdido.

Determinacion del pH ruminal
Se midié inmediatamente después de recolectar el liquido ruminal con un potenciémetro

portatil (Thermo Orion® modelo 290), calibrado a dos niveles de pH (4.0 y 7.0).
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Figura 5. Potenciometro utilizado para medir pH.

Concentracion de AGV.

La concentracion de AGV, se determind a los 49 d de haber iniciado el experimento, por
medio de cromatografia de gases; se transfirieron 1 mL de cada una de las muestras en
tubos Eppendorf de 2.0 mL que contenian 0.25 mL de acido metafosférico al 25 %. En
una centrifuga (Eppendorf 5810R) se centrifugaron a 11 000 rpm por 10 min a 4°C.
Posteriormente, se tomo el sobrenadante y se coloco en viales para cromatografia. La
concentracion de AGV se determiné en un cromatografo de Gases Perkin Elmer modelo
Clarus 500 con automuestreador y una columna capilar Elite FFAP. Las condiciones
usadas fueron: velocidad del gas acarreador nitrégeno, 15 mL min; volumen de
inyeccion, 1uL de muestra; temperaturas de inyector, detector y horno, 200, 250 y 140
°C, respectivamente, tiempo de retencion del acetato 2.19 min, propionato 2.62 min,

butirato 3.14 min y un tiempo total de corrida de 5 min (Pérez 2006).

Concentracion de bacterias ruminales totales

La determinacion de la concentracion de bacterias ruminales se realizé a los 49 d de
haber iniciado el experimento, por método directo en una camara Neubauer-improved y
un microscopio éptico (MOTIC®, modelo DMB3), tifiendo la Ultima dilucién con 1 gota de
azul de metileno y observando a una magnificacion total de 40X, el procedimiento se
realiz6 de acuerdo a lo descrito en el manual de operacion SIGMA (1990). La
concentracion de bacterias mL* de fluido ruminal se estimé de acuerdo con la siguiente

formula;
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Bacterias totales mL1 = X x 25 x FD x 50000

Dénde:

X : Promedio de células contadas en los 5 cuadros.
FD: Factor de dilucion.
25: NUmero de cuadros en la cuadricula central.

50000: Constante de la camara.

Concentracion de bacterias celuloliticas ruminales

La concentracion de bacterias celuloliticas se estim6 por el método del nimero més
probable (NMP) segun Harrigan & McCance (1979), tomando como fuente de inoculo el
fluido ruminal de 3 ovinos de cada tratamiento; para estimar la concentracion de las
bacterias celuloliticas se utilizé el medio de cultivo anaerobio para bacterias celuliticas
(Cuadro 3), la prueba se realiz6 por triplicado con diluciones de 0.5 mL en tubos de 13
X 100 mm que contenian 4.5 mL de medio de cultivo para bacterias celuloliticas. Las
diluciones fueron de 10! a 101° de medio de cultivo para bacterias celuloliticas. Se
consideré como crecimiento positivo a los tubos de cultivo que presentaron degradacion

de la tira de papel y turbidez después de los 7 dias de incubacion a 39°C.

Concentracion de protozoarios ruminales

La concentracion de protozoarios se determiné a los 49 d de haber iniciado el
experimento. Se cuantificé por método directo en una camara Neubauer-improved y
microscopio o6ptico, a una magnificacion total de 40X (Stewart et al. 1997), para
mantener la integridad de las células microbianas se fijaron 5 mL de liquido ruminal en
5 mL de solucién para conteo de protozoarios (5 mL solucién mineral | + 5 mL solucion
mineral Il + 3 mL formaldehido al 3% aforadas a 87 mL con agua destilada) (Dehority
2003); se contd el nimero de protozoarios en 5 cuadros con un area de Imm? y una
profundidad de 0.1 mm. El nimero de protozoarios mL* se estim6 de acuerdo con la

siguiente formula:
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Protozoos por mL = NP x FD x 50000
Donde:

NP: Numero de protozoarios contados.
FD: Factor de dilucion.

50000: Constante de la camara.

Cuadro 3. Componentes del medio de cultivo para bacterias celuloliticas.

Ingrediente Cantidad en 100 mL
Agua destilada 56.2
Fluido ruminal clarificado 30.0
Solucién mineral 1 5.0
Solucién mineral 2 5.0
Resarzurina al 0.1% 0.1
Tripticasa peptona 0.2¢g
Extracto de levadura 0.1g
Carbonato de sodio 8% 5.0
Solucién de sulfato cisteina 2.0
Papel Wathman 541 1 tira

1 Fluido ruminal clarificado: liquido ruminal filtrado en gasa a cuatro capas, centrifugado 15 min a 8,000
rpm y esterilizado 35 min a 15 psiy 121 °C (el proceso se realizé tres veces).

2 Solucién mineral 1: 6 g de K2HPO4 por cada 1000 ml de agua destilada.

8 Solucién mineral 2: 6 g de KH2PO4; 6 g (NH4)2S04; 12 g NaCl; 2,45 g MgSOa4 y 1,6 g de CaClz H20; por
cada 1000 ml de agua destilada.

4 Solucién de sulfato-cisteina: Agregar 2.5 g de L—cisteina en 50 ml de agua destilada, ajustar el pH a 10
con solucién de NaOH al 10 % (4 N), afadir 2.5 g de Na=S-10H:20 y aforar a 200 ml. Pasar la mezcla a un
matraz de bola, calentar con flujo de CO:z y se esteriliza 15 min a 121°C.

Cobos & Yokoyama (1995).

Estimacién de la produccién de CHsy CO2
La estimacion de la produccion de metano se realiz0 de acuerdo a la metodologia

propuesta por Wolin (1960), mediante las siguientes formulas:
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Ma 4 Mp 4 3Mb
2 4 2
Donde:
Y = moles de CO2
Ma = proporcién molar de acido acético
Mp = proporcion molar de &cido propionico

Mb = proporcion molar de &cido butirico

Para el calculo de CHg4, la propuesta de Wolin (1960) es la ecuacion:
Z=Ma+2Mb-Y

Donde:

Z = moles de CHas

Y = moles de CO2

Ma = proporcion molar de &cido acético

Mb = proporcién molar de acido butirico

Etapa 2. Experimento in vitro

Tratamientos experimentales
Se evaluaron mediante fermentacion ruminal in vitro las tres dietas experimentales; T1,
dieta testigo; T2, inclusién de 30 % de vaina de parota; T3, inclusion de 40 % de vaina

de parota.

Montaje del sistema de produccion de gas in vitro

Para medir la produccién de biogas total se utilizaron 15 viales serolégicos de vidrio de
100 mL, como biodigestores, los cuales se dividieron en 3 grupos de 5 biodigestores; de
forma aleatoria a cada grupo de 5 viales se les asignaron los tratamientos respectivos,

cada vial fue identificado con el numero del animal, del cual se extrajo el inoculo.
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Después de agregar las dietas, y bajo condiciones de anaerobiosis se adicionaron 45
ml de medio de cultivo GCAFR (Cuadro 2). Los viales fueron sellados con tapones de
goma y arillos de aluminio. Se esterilizaron a 121°C y 1.5 atm durante 15 min en
Autoclave (LAB-MED), posteriormente fueron sometidos a prueba de esterilidad en una
incubadora (RIOSSA, modelo E-71D), a una temperatura de 39 °C por 48 h.

Cuadro 4. Componentes del medio de cultivo glucosa, celobiosa, almidéon y fluido
ruminal (GCA-FR).

Ingrediente Cantidad en 100 mL
Agua destilada 56.2
Fluido ruminal clarificado? 30.0
Solucién mineral 12 5.0
Solucién mineral 113 5.0
Resarzurina al 0.1% 0.1
Tripticasa peptona 0.20¢g
Extracto de levadura 0.10 g
Glucosa 0.06 g
Celobiosa 0.06 g
Almidon 0.06 g
Carbonato de sodio 8% 5.0
Solucién de sulfato cisteina® 2.0

1 Fluido ruminal clarificado: liquido ruminal filtrado en gasa a cuatro capas, centrifugado 15 min a 8,000
rpm y esterilizado 35 min a 15 psi 'y 121 °C (el proceso se realiz6 tres veces).

2 Solucién mineral 1: 6 g de K2HPO4 por cada 1000 ml de agua destilada.

8 Solucién mineral 2: 6 g de KH2PO4; 6 g (NH4)2S04; 12 g NaCl; 2,45 g MgSOa4 y 1,6 g de CaCl2 H20; por
cada 1000 ml de agua destilada.

4Solucion de sulfato-cisteina: Agregar 2.5 g de L—cisteina en 50 ml de agua destilada, ajustar el pH a 10
con solucién de NaOH al 10 % (4 N), afadir 2.5 g de Na2S-10H:20 y aforar a 200 ml. Pasar la mezcla a un
matraz de bola, calentar con flujo de CO:z y se esteriliza 15 min a 121°C.

Cobos & Yokoyama (1995).

Para las trampas de biogas total se utilizaron 15 viales de 100 mL, a los cuales se les
agreg6 solucion salina acida (400 g L't de NaCl + HCI 2 N hasta disminuir el pH a 2.0;

ademas, se agrego 0.5 % de anaranjado de metilo como indicador de pH), hasta su
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llenado total; posteriormente, todos los viales fueron sellados con tapones de goma y

arillos de aluminio.

In6culo ruminal

El in6culo ruminal se obtuvo a partir de los ovinos alimentados con las dietas
elaboradas para cada tratamiento, a los 49 d de haber iniciado el experimento. El fluido
ruminal se colecto via esofagica por medio de una sonda (Figura. 3), 2 h después de la
alimentacion de las 06:00 h, para lo cual se muestrearon los 5 animales de cada
tratamiento, el contenido se filtr6 en manta de cielo a cuatro capaz con la finalidad de
eliminar las impurezas y se depositd en frascos cerrados herméticamente, los cuales
fueron identificados por cada animal, se cubrieron para evitar su exposicion a la luz del
sol hasta su traslado al laboratorio. El fluido ruminal de cada animal experimental fue
depositado en un matraz con flujo de CO2 a 39 °C. El tiempo transcurrido entre la

extraccion del fluido y su inoculacion en los biodigestores fue de 30 min.

Acoplamiento de biodigestores y trampas de gas

Los biodigestores fueron colocados en un bafio maria (RIOSSA modelo BMME), hasta
que se estabilizd la temperatura a 39 °C. Posteriormente los biodigestores fueron
inoculados con 5.0 ml de fluido ruminal fresco con jeringas estériles desechables de 10
mL, en una campana de flujo laminar (Tecni-lab modelo LMGE7CM), bajo flama de
mechero. En cada biodigestor se acopld una trampa de gas por medio de mangueras
de Taygon® de 45 cm de largo (diametro externo e interno de 3.63 x 2.38 mm), a las
cuales se les colocaron en sus extremos agujas hipodérmicas (Nipro 20G x 31.8 mm).
La manguera Taygon® fue asegurada con una pinza para evitar pérdidas de gas antes

del montaje del sistema de produccion de gas in vitro.

Las trampas contaron con una valvula de alivio (aguja hipodérmica 20G x 31.8 mm)
para igualar la presion atmosférica. Finalmente, la trampa de gas fue colocada en forma
invertida sobre una probeta de plastico de 50 ml, para medir el desplazamiento de la
solucion interna en la trampa de gas. Con la finalidad de evitar el estrangulamiento de la
manguera, las probetas se adaptaron recortando en forma de triangulo la parte
superior; el sistema de produccion de gas in vitro fue cubierto con un lienzo de tela

obscuro para evitar la entrada de luz (Figura 6).
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Figura 6. Acoplamiento del sistema de produccion de gas.

Variables evaluadas

Concentracion de AGV

La concentracion de AGV se determind después de 72 h de incubacién. Se transfirié 1
mL de cada una de las muestras en tubos Eppendorf de 2.0 mL que contenian 0.25 mL
de &cido metafosférico al 25 %. En una centrifuga (Eppendorf modelo 5810R), se
centrifugaron a 11, 000 rpm durante 10 min a 4°C. Posteriormente, se tomé el
sobrenadante y se colocé en viales para cromatografia. La concentracion de AGV se
determin6é en un Cromatégrafo de Gases (Perkin Elmer® modelo Clarus 500) con
automuestreador y una columna capilar Elite FFAP. Las condiciones usadas fueron:
velocidad del gas acarreador nitrégeno, 15 mL min't; volumen de inyeccion, 1uL de
muestra; temperaturas de inyector, detector y horno, 200, 250 y 140 °C,
respectivamente, tiempo de retencion del acetato 2.19 min, propionato 2.62 min,
butirato 3.14 min y un tiempo total de corrida de 5 min (Pérez 2006).

Producciéon de CHsy CO2
Se registro el volumen de solucion salina desplazada a diferentes tiempos, a las 0, 6,
12, 24, 48 y 72 h de incubacion (Rodriguez 2009). Posteriormente, las trampas salinas
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se almacenaron en refrigeracion a 4°C hasta su posterior andlisis. Las tapas de las
trampas fueron cubiertas con parafilm, para evitar la pérdida de biogas. El gas
capturado en las trampas de solucion salina fue sometido a conductividad térmica por
Cromatografia de Gases para determinar el porcentaje de CHs y CO2 de cada una de
las muestras. Se utiliz6 un cromatégrafo de gases (Perkin EImer® modelo Clarus 500),
con detector de conductividad térmica (TCD) y una columna PE 6’x1/8 ODSS: Propak
080/100. Se inyect6 0.1 ml de muestra de forma manual. Las caracteristicas y
condiciones del método fueron: a) temperatura de la rampa en el horno de inicio 28 °C
min, rampa 2.5°C min, final 80°C 0.5 min'; b) temperatura del inyector TCD 130 °C;
c) volumen de inyeccién 0.1 ml, d) flujo del gas acarreador (helio) 23.5 ml min?, y e)
tiempo de retencion fue: CH4 1 min £ 0.05 y CO22 min * 0.05.

Degradabilidad in vitro de la materia seca

Después de las 72 h de incubacion (McAllister et al. 1994), se filtr6 el contenido de los
biodigestores; con un equipo de filtracion con bomba de vacio (GAST, modelo DOA-
P704-AA), el residuo se secé en una Estufa (FELISA) a 75 °C por 48 h; para obtener el

peso constante, posteriormente el residuo se peso en una balanza analitica.

Figura 7. Biodigestores utilizados para la determinacion de la degradabilidad ruminal.

Se determind la degradabilidad de la materia seca (MS) por medio de la siguiente
férmula (Mellenberger et al. 1970);

MSi — (PMS — (DB + PS))

DIV % = 100
% MSi
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Donde:

DIV %= Degradabilidad in vitro en porcentaje
MSi = Materia seca inicial (muestra)

PS = Peso constante del papel

DB = Degradabilidad de los blancos

PMS = Peso del papel mas el residuo de la muestra

Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente aleatorio, teniendo como fuente de variacion al
tratamiento considerando el tipo de dieta. Para todas las variables evaluadas se realizé
un analisis de varianza por medio del procedimiento PROC GLM del paquete
estadistico SAS (SAS 2003) y la comparacion de medias a través del estadistico de
prueba Tukey (Daniel 2012). La concentracion de bacterias celuloliticas se analizé

mediante intervalos de confianza descritos por Harrigan & McCance (1979).
El modelo estadistico fue el siguiente:
Yij=p+ Tj+Ej

Yij = Variable respuesta.
u = Media general.
T; = Efecto del j-ésimo tratamiento.

Eij = Error experimental.
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Resultados y Discusion

La composicion quimica (MS, PC, FDN, FDA y su contenido de cenizas) de las dietas

fue similar entre tratamientos (Cuadro 5).

Cuadro 5. Andlisis quimico (%) de las dietas experimentales.

Compuesto T1 T2 T3
Materia seca 89.17 87.50 86.90
Proteina cruda 16.50 17.53 16.42
FDN 32.95 31.28 29.34
FDA 22.38 24.87 25.44
Cenizas 9.25 8.39 7.32

T1: Dieta Testigo.
T2: Dieta con la Inclusion de 30 % de vaina de parota.
T3: Dieta con la Inclusion de 40 % de vaina de parota.

Consumo de materia seca

El consumo de MS fue similar (P>0.05) entre tratamientos, entre periodos de tiempo y
en el promedio general (Cuadro 6). La inclusién de la vaina de parota en las dietas 2 y
3, no afecté negativamente el consumo de materia seca (CMS) por parte de los ovinos
de los distintos tratamientos.

Se ha determinado que el consumo voluntario maximo de MS de vaina de parota en MS
se encuentra en un porcentaje de inclusion en la racién del 31 al 48 (Gonzalez et al.
1989, Amaro et al. 1993); los valores anteriores son similares a los utilizados en este
experimento. EI consumo voluntario reportado en el presente estudio coincide con los
reportes de Bricefio et al. (2012), quienes no encontraron diferencias en el consumo
voluntario al incluir vaina de parota en 45% en la dieta de ovinos pelibuey, comparado
con una dieta testigo; de igual manera Esquivel-Mimenza et al. (2010), no encontraron
diferencias al incluir en la dieta 20, 30, 40 y 50% de vaina de parota, esta tendencia
también fue reportada por Peralta et al. (2004). Por otra parte, Francis et al. 2002
reportan un aumento en el consumo de materia seca al incrementar la cantidad de
parota en la racion, afirmando que las saponinas tienen efectos positivos sobre el

consumo voluntario; ademas, este aumento disminuye la cantidad de FDN, FDA, y
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también ejerce un efecto importante en los microorganismos del rumen, favoreciendo la

degradacion de la fibra.

Cuadro 6. Consumo de materia seca (kg animal? d') en corderos postdestete,

alimentados con una dieta con diferentes proporciones de vaina de parota.

Per_iodos de Tratamientos
tiempo
Dias T1 T2 T3 Significancia

7 0.908+0.054  0.877+0.079  0.992+0.035 NS
14 1.087+0.035 0.983+0.082 1.140+0.025 NS
21 1.182+ 0.039 1.104+0.074 1.270+0.051 NS
28 1.298+ 0.047 1.251+0.086 1.309+0.072 NS
35 1.355+ 0.048  1.318+0.083  1.368+0.068 NS
42 1.360+ 0.049 1.326+0.074 1.369+0.071 NS
49 1.431+0.043 1.438+0.064 1.495+0.058 NS

MEDIA 1.23+0.03 1.19+0.04 1.27+0.03 NS

NS = Medias en misma hilera son estadisticamente iguales (P>0.05).
T1: Testigo 0% de parota.

T2: Inclusién de 30 % de vaina de parota.

T3: Inclusién de 40 % de vaina de parota.

Ganancia de peso
La ganancia diaria de peso (GDP) fue similar (P>0.05) entre tratamientos y en los

diferentes periodos de tiempo (Cuadro 7).

Las dietas experimentales se formularon para obtener una GDP de 200 a 250 g animal?
d?; sin embargo, las GDP obtenidas fueron menores en los distintos tratamientos; para
la dieta testigo fue de 123 + 11.72 g animaltd, para la dieta que contenia de 30 % de
vaina de parota fue de 108.57 + 12.14 g animal* d'y para la dieta que contenia 40 %
de vaina de parota fue de 133.06 + 12.28 g animal*d. A pesar de ello, las GDP de los
ovinos del presente experimento, se encuentran en el rango 6ptimo para ovinos de pelo

en México, el cual va de 90 a 181 g animal*d?! (Reséndiz 2011).
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Cuadro 7. Ganancia de peso vivo (g animal? d¥) en corderos postdestete, alimentados

con una dieta con diferentes proporciones de vaina de parota

Periodo de Tratamientos
tiempo
Dias T1 T2 T3 Significancia
7 102.86+14.57 80.00+16.66 131.43+19.38 NS
14 102.86+17.14 97.14+11.43 131.43+19.38 NS
21 137.14+24.58 137.14+22.86 154.29+17.14 NS
28 131.43+19.38 102.86+11.43 120.00+14.00 NS
35 114.28+28.57 108.29+20.20 108.57+10.69 NS
42 131.43+07.00 114.29+70.00 137.14+14.00 NS
49 142.86+20.20 120.16+x70.00 148.57+22.85 NS
MEDIA 123.27+11.72 108.57+12.14 133.06+12.28 NS

NS = Medias en misma hilera son estadisticamente iguales (P>0.05).
T1: Testigo 0% de parota.

T2: Inclusién de 30 % de vaina de parota.

T3: Inclusién de 40 % de vaina de parota.

Las GDP obtenidas en el presente experimento coinciden con los reportes de Moscoso
et al. 1995, Alvarez et al. 2003, Peralta et al. 2004, Bricefio et al. (2012), quienes no
encontraron diferencias en las ganancias diarias de peso al incluir distintas
proporciones de vaina de parota en la racion. Sosa et al. (2004), reportaron GDP de
120 g d* al incluir Guazuma ulmifolia en la racién para ovinos; por su parte, Moscoso et
al. (1995), al incluir 36 % de parota en la racion como sustituto de grano de sorgo y
pasta de algodon en borregos Katahdin, Black Belly y sus cruzas, obtuvieron valores

promedio de 223 g d?, los cuales fueron superiores a los obtenidos en el presente
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estudio; sin embargo, esta diferencia puede ser explicada por las caracteristicas
genéticas de razas utilizadas. En otro estudio realizado por Peralta et al. (2004), al
incluir 10, 20 y 30% de harina de parota en sustitucion del grano de maiz en dietas para
ovinos de la raza pelibuey de 3.5 meses de edad, reportaron GDP de 168, 160y 125 g
d! respectivamente. Alvarez et al. (2003), obtuvieron GDP de 86.74 g d'%, al incluir 30 %
de vaina de parota en la dieta de ovinos hembras de 2 meses de edad, las menores

GDP en este experimento pueden ser atribuidas a la variable sexo.

Conversion alimenticia

La conversion alimenticia fue similar (P>0.05) entre tratamientos, considerando los
diferentes periodos de tiempo y el promedio general (Cuadro 8). Los resultados de esta
investigacion coinciden con los datos reportados por Alvarez et al. (2003) y Peralta et al.
(2004), quienes no encontraron diferencias en la conversién alimenticia al incluir 30 %

de vaina de parota en una dieta de ovinos.

Los indices de conversion alimenticia que se obtuvieron en el presente estudio son
superiores a los encontrados en otros estudios en condiciones similares. Alvarez et al.
(2003), reportaron un indice de conversion alimenticia de 7.5; Peralta et al. (2004),
reportaron una conversion alimenticia de 3.9; Pérez et al. (2010), al utilizar follaje de G.
ulmifolia, obtuvieron indices de conversion alimenticia de 5.8; en contraste, Bonilla
(1999), reporta valores de conversion alimenticia de 9 al incluir 48 % de harina de vaina
de parota; de igual manera Gonzalez-Gardufio et al. (2011), reportaron para ovinos de
pelo valores de conversion alimenticia de 9; los datos antes mencionados son muy
similares a los reportados en el presente experimento. La variaciéon de la conversiéon
alimenticia entre las distintas investigaciones y los resultados obtenidos en el presente
estudio, pueden deberse al efecto de la raza, la edad y sexo de los corderos, las
anteriores variables afectan la conversion alimenticia de acuerdo a las diferentes
condiciones en que se realiz0 cada uno de los diferentes estudios (Avendafio et al.
2004).
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Cuadro 8. Conversién alimenticia en corderos postdestete alimentados con una dieta

con diferentes proporciones de parota.

Periodo de Tratamientos
tiempo
Dias T1 T2 T3 Significancia

7 9.37+0.96 12.08+1.67 8.19+1.20 NS
14 11.91+2.13 10.46+0.97 9.42+1.34 NS
21 9.46+1.25 8.68+0.94 8.80 £ 1.30 NS
28 10.50+1.09 12.49+1.46 11.59 + 1.60 NS
35 13.68+1.88 12.15+0.49 13.09 +1.39 NS
42 10.46+0.68 11.58+0.97 10.68+1.76 NS
49 7.70+£0.10 10.08+1.62 8.04+1.46 NS

MEDIA 10.44+0.60 11.07+0.52 9.97+1.18 NS

NS = Medias en misma hilera son estadisticamente iguales (P>0.05).
T1: Testigo 0% de parota.

T2: Inclusion de 30 % de vaina de parota.

T3: Inclusion de 40 % de vaina de parota.

Eficiencia alimenticia

La eficiencia alimenticia fue similar (P>0.05) entre tratamientos en los diferentes
periodos de tiempo y en el promedio general (Cuadro 9). Los resultados del presente
experimento coinciden con los reportes de Alvarez et al. (2003), quienes al incluir 30 %
de vaina de parota en la dieta para corderas de la raza pelibuey de 60 d de edad, no
encontraron diferencias con relacion a una dieta testigo; aunque el indice de eficiencia
alimenticia fue ligeramente mayor (147 g d'), esto puede ser debido a la edad de las
corderas al iniciar el experimento. Por su parte Jaramillo et al. (2008), obtuvieron una
eficiencia alimenticia de 125 g para ovinos de pelo, siendo similar al obtenido en el
presente experimento. Moscoso et al. (1995), reportaron un indice de eficiencia
alimenticia de 138 g d, en corderos de la raza Katahdin, Blackbelly y sus cruzas al
incluir 36 % de vaina de parota en la dieta; por otra parte, Pérez et al. (2011),
obtuvieron un indice de eficiencia alimenticia de 177 g d, para ovinos de pelo con

diferentes grado de encaste de las razas Pelibuey, Dorper y Katahdin de tres meses de

43



edad. El menor indice de eficiencia alimenticia obtenido en el presente experimento
puede ser explicado por el tipo racial de los ovinos, puesto que las caracteristicas
genéticas del animal y la composicion quimica de la dieta son los principales factores

gue afectan la eficiencia alimenticia (Lanza et al. 2003).

Cuadro 9. Eficiencia alimenticia en corderos postdestete (kg dia) alimentados con una

dieta con diferentes proporciones de parota.

Periodo de Tratamientos
tiempo
Dias T1 T2 T3 Significancia
7 0.111+0.011 0.091+0.015 0.133+0.020 NS
14 0.094+0.016  0.098+0.007 0.116+0.018 NS
21 0.115+0.018 0.121+0.013 0.124+0.039 NS
28 0.100+0.011 0.082+0.007 0.093+0.012 NS
35 0.083+0.018 0.083+0.004 0.081+0.010 NS
42 0.097+0.006  0.089+0.008 0.102+0.014 NS
49 0.099+0.012 0.078+0.011 0.100+0.017 NS
MEDIA 0.100+0.007 0.090+0.004 0.106+0.012 NS

NS = Medias en misma hilera son estadisticamente iguales (P>0.05)
T1: Dieta Testigo.

T2: Dieta con la Inclusién de 30 % de vaina de parota.

T3: Dieta con la Inclusién de 40 % de vaina de parota.

En otras investigaciones, Peralta et al. (2004), incluyeron 30 % de vaina de parota en
una dieta para ovinos y obtuvieron un indice de eficiencia alimenticia de 214 g d, lo
anterior se puede explicar por el bajo porcentaje de forraje utilizado en la dieta (20 %),
con lo cual disminuyo el contenido de FDN e incrementé la cantidad de carbohidratos
de facil fermentacion y con ello aument6 la energia disponible para mantenimiento y
ganancia de peso (Gill & Oldham 1993).

Valores de pHy concentracion de microorganismos ruminales
En los valores de pH obtenidos (Cuadro 10) no se encontraron diferencias significativas

(P>0.05) entre los distintos tratamientos, se mantuvieron dentro del rango de 6.2 a 7.2,
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lo cual indica que se presentaron las condiciones adecuadas para la actividad de los

microorganismos ruminales.

El comportamiento del pH del medio ruminal en el presente estudio vario entre
6.87+0.06 y 7.20+0.04, encontrandose dentro del rango de pH Optimo para la actividad
y desarrollo de la microbiota ruminal (Yokoyama & Johnson 1988); los resultados del
presente experimento coinciden con los valores obtenidos por Negron et al. (1993),
quienes reportaron un pH de 6.8, al incluir el 50 % de vaina de parota; de igual manera
Hess et al. (2003), al incluir 20 % de parota en la dieta obtuvieron un valor de pH de
6.80; al respecto Patra & Saxena (2009a), mencionaron que los efectos de los
diferentes metabolitos de plantas se encuentran regulados por el pH ruminal; mostrando

mayor actividad antimicrobiana a pH acidos (Li et al. 2009).

En la concentracion de bacterias totales no se encontraron diferencias significativas
(P>0.05) entre los distintos tratamientos (Cuadro 10), sus valores estan en el rango
normal de 10° 102 bacterias por mL? de fluido ruminal. Los resultados obtenidos
coinciden con los datos reportados por Hess et al. (2003), quienes mediante estudios in
vitro evaluaron la inclusion de 20% de parota en una dieta como fuente de saponinas y
no encontraron diferencias en la concentracion de las bacterias totales del rumen. De
igual manera Sliwinski et al. (2002), no reportaron algun efecto en la concentracion de
bacterias totales al agregar en condiciones in vitro, concentraciones de saponinas
bajas, medias y altas. Aunque, se ha mencionado que la incorporacion de saponinas en
la dieta disminuye la concentracion de bacterias ruminales, debido a su actividad
antibacteriana sobre todo contra las bacterias Gram positivas (Patra & Saxena 2009a),
los efectos son variables; y pueden ser potencializados por el pH ruminal que tiende
hacia la acidez; Li et al. (2009), han demostrado que las saponinas de té (tipo
triterpenoides) mostraron una mejor actividad antimicrobiana in vitro a un pH menor a
6.2. Por otra parte, Sen et al. (1998), mencionaron que la poblacion microbiana del
rumen se puede mejorar con un bajo suministro de saponinas; sin embargo, se reduce
cuando las dosis llegan a ser excesivas (Wallace et al. 1994, Cheeke 1996, Sen et al.
1998). Considerando lo anterior y tomando en cuenta que la concentracion de

saponinas en la vaina de parota son relativamente bajas (Babayemi 2006), y teniendo
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en cuenta que se obtuvo pH mayor a 6.3 en los tratamientos del presente experimento,
ello pudo ser la causa de que no existiera una disminucion en la concentracién de

bacterias totales al incluir la vaina de parota en la dieta de ovinos de pelo.

La concentracion de bacterias celuloliticas (Cuadro 10) no presenté diferencias
significativas (P>0.05), en los distintos tratamientos; las concentraciones estimadas de
este tipo de microorganismos ruminales fueron de 10° mL* de fluido ruminal, las cuales
se encuentran dentro del rango 6ptimo de una adecuada fermentacion ruminal. Estos
resultados coinciden con los reportados por Galindo et al. (2001), quienes al evaluar en
condicionesin vitro follaje de parota, no encontraron diferencias en la concentracion de
bacterias celuloliticas. Aunque, las investigaciones sobre el efecto en las
concentraciones de bacterias celuloliticas del rumen utilizando vaina de parota en la
dieta de rumiantes, aun son escasas; algunos autores mencionaron que las saponinas
ejercen un efecto inhibidor en la concentracion de las bacterias celuliticas (Wallace et
al. 1994, Babayemi et al. 2004, Zhou et al. 2011). Wallace et al. (1994) reportaron que
el extracto de saponinas de yuca, inhibe el crecimiento de Butyrivibrio fibrisolvens y
Streptococcus bovis y estimulan el crecimiento de Prevotella ruminicola. En estudios
realizados por Zhou et al (2011), al evaluar saponinas extraidas de té (Camellia
sinensis) observaron una disminucion enla concentracion de Ruminococcus
flavefaciens y Fibrobacter succinogenes, de igual manera Wang et al. (2000),
mencionaron que la actividad de Fibrobacter succinogenes no se vio afectada, pero si
las poblaciones de Ruminococcus albus y Ruminococcus flavefaciens; estos estudios
sugieren claramente que existen efectos sobre algunas especies especificas sensibles
a las saponinas, lo que podria ofrecer una manipulacién selectiva del metabolismo
ruminal (Patra & Saxena 2009a). Patra & Yu (2013), observaron que la adiciéon de dosis
bajas de saponina combinada con nitrato, aumentan la poblacion de Fibrobacter
succinogenes, mientras que al utilizar dosis altas se provoca su reduccién. En
contraste, al utilizar parota en la dieta se ha reportado un incremento en la
concentracion de bacterias celuloliticas (Newbold et al. 1997), al respecto Wang et al.
(2000) reportan que las saponinas de Yucca schidigera alteran la pared celular de
bacterias no celuloliticas; en tanto, Russell & Rychlik (2001), mencionaron que al incluir

saponinas en las dietas con alto porcentaje de concentrado se puede reducir la
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incidencia de acidosis al inhibir el crecimiento de Streptococcus bovis. También se ha
mencionado que las leguminosas forrajeras como componentes de la racion son
adecuadas fuentes de proteina, lo cual propicia mayor disponibilidad de compuestos
como amoniaco, aminoacidos, péptidos, asi como acidos grasos de cadena corta
ramificados (Hoover & Stokes 1991, Galindo et al. 2009), sustancias que incrementan el
crecimiento microbiano, en particular de las bacterias celuloliticas; por tanto, favorecen
la degradacion de la fibra (Hoover & Stokes 1991); ademas, la concentracion de FDN y
FDA fue similar en los tratamientos, lo que podria explicar por qué no existieron

diferencias significativas en los tratamientos evaluados.

Cuadro 10. Valores de pH y concentracion de bacterias totales, bacterias celuloliticas y
protozoarios (por mL* de fluido ruminal), en corderos alimentados con dietas con

diferentes proporciones de parota.

Parametros Tratamientos
T1 T2 T3
pH 7.12+0.252 7.20+0.142 6.87+0.06 2

Bacterias totales 1019 mL"! 1.76+0.2602 1.83+0.1742 1.27+3.022
Bacterias celuloliticas 10> mL1 9.262 7.482 3.922

Protozoarios 108 mL™! 11.16+0.2342 5.93+0.331%  4.56+1.058"

a.b. medias con diferentes literales en una misma hilera son diferentes (P<0.05).
T1: Dieta Testigo.

T2: Dieta con la Inclusién de 30 % de vaina de parota.

T3: Dieta con la Inclusion de 40 % de vaina de parota.

Por otra parte, la concentracion de protozoarios (Cuadro 10), fue mayor (P<0.05) en el
T1, la concentracién de protozoarios del T2 fue similar a los T1 y T3; en contraste, al
incrementar el porcentaje de vaina de parota, disminuyo la concentracion de

protozoarios.

Se ha demostrado que el pH del liquido ruminal ejerce un efecto en el crecimiento de
las poblaciones de protozoarios, por lo que un pH mayor de 7.8 o menor de 5.5 puede

provocar una disminucién significativa en la concentracién de protozoarios (Dehority
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2003); sin embargo, en el presente experimento, el pH se mantuvo en el intervalo de
6.87 a 7.20, por lo que la disminucién en la concentracion de protozoarios no puede ser
atribuido a esta variable; probablemente fue causada por el contenido de saponinas

presentes en la vaina de parota incluida en la dieta.

La reduccién de la concentracion de protozoarios en el rumen de ovinos, debido a la
inclusion de parota en la dieta, se ha reportado en numerosos estudios (Leng et al.
1992; Navas-Camacho et al. 1992, Chaudhary et al. 1997); lo cual coincide con los
resultados obtenidos en el presente estudio. Ivan et al. (2004), al incluir 16.6 % de
follaje de parota en la dieta observaron una reducciébn en la concentracion de
protozoarios; por su parte, Zhou et al. (2011), observaron una reduccion en la poblacién
de protozoarios con el suministro de saponinas de té verde (Camellia sinensis) en la
dieta de ovinos. Hu et al. (2005), reportaron una disminucién en la concentracion de
protozoarios al incluir diferentes niveles de concentrados de saponinas; Navas-
Camacho et al. (1992), indicaron que elfollaje de parotay Sapindus
saponaria presentan un efecto defaunante debido a la presencia de sustancias
detergentes, como las saponinas. Al respecto Moss et al. (2000), mencionaron que las
saponinas son téxicas para los protozoarios del rumen, cuyo efecto parece estar
mediado por su capacidad para formar complejos con los esteroles de las membranas
celulares, produciendo grandes poros en las mismas, lo cual altera su permeabilidad
provocando la lisis celular (Francis et al. 2002), lo que traeria como consecuencia la
reduccion de la produccién de CHas. Debido a que existe una endosimbiosis entre
protozoarios y Archeas metanogenicas, que ejercen un efecto importante en la
disminucion de la metanogénesis, consecuentemente animales defaunados tienden a
reducir la emisiébn entérica de CH4. Debido al incremento en la relacidn
acetato/propionato y en el flujo de células microbianas desde el rumen, ambos eventos
considerados sumideros de electrones (Leng 2014). Sin embargo, el efecto
antiprotozoario de las saponinas puede ser transitorio (Koenig et al. 2007) y no es
siempre acompafiado por una disminucién en la produccion de CH4 (Goel et al. 2008).
Guo et al. (2008) mencionaron que con saponinas de hojas de té de saponinas
disminuy6é la poblacibn de protozoarios en 50 %, sin afectar la poblacion de

metanogenos pero redujo la metanogenesis en un 8%.
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Concentracion de AGV CH4 y CO2 en el ensayo in vivo

La produccién de los distintos AGV en el rumen se considerada como uno de los
principales indices de fermentacion ruminal, y representan el patron de fermentacion
ruminal y la eficiencia de la degradabilidad de los nutrientes del alimento, la
concentracion total se encuentra en el intervalo de 30 — 200 mol L (Dijkstra et al.
2005), y su produccién tanto como sus proporciones individuales estan influenciadas
por la composicion de la materia organica de la dieta, del tipo y concentracion de
carbohidratos en la dieta fermentada, asi como del consumo de materia seca
(Calsamiglia & Ferret 2002). La produccién total de AGV en el presente experimento fue
mayor (P<0.05) en T1, en comparacion con T2; pero similar (P>0.05) a T3 (Cuadro 11).
La concentracion de acetato fue mayor (P<0.05) en T1, presentandose la menor
concentracion (P<0.05) en los tratamientos T2 y T3. La concentracion de acido
propiénico fue mayor en los tratamientos donde se incluyo6 vaina de parota (P<0.05); en
contraste, la menor concentracion (P<0.05) fue obtenida en el T1. La concentracion de

butirato fue similar (P>0.05) entre los distintos tratamientos.

Los resultados de distintos estudios in vivo acerca de la concentracion de los AGV en el
liquido ruminal al incorporar vaina de parota en la alimentacion de rumiantes aun son
escasos (Patra & Saxena 2009a, Castro-Montoya et al. 2011). Por otra parte existe
mayor informacion sobre las saponinas, metabolitos secundarios contenidos en la vaina
de parota, por su parte Malecky et al. (2009), al utilizar compuestos terpenoides,
encontraron una ligera disminucion en la concentracion de AGV totales, lo cual coincide
con los resultados obtenidos en el presente estudio, donde se muestra una disminucién
en la concentracion total de AGV al incorporar vaina de parota en la dieta; sin embargo,
contrasta con los resultados obtenidos por Hess et al. (2003), al utilizar 20% de vaina
de parota y Koening et al. (2007), al agregar 20% de forraje de parota; en ambos
estudios no se encontraron diferencias en la concentracion total de AGV, ni en el
porcentaje de acetato, ademas, reportaron un menor porcentaje de propionato, lo cual
puede ser explicado por la baja concentracion utilizada, y con ello escaso efecto de las
saponinas sobre los microorganismos ruminales o por su adaptacion a estos
compuestos. Hussain & Cheeke (1995), encontraron en estudios in vivo una menor

concentracion de propionato, al utilizar 75 ppm de saponinas de yuca; sin embargo,
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Valdez et al. (1986) y Wu et al. (1994), no observaron cambios significativos en la
concentracion de propionato en estudios in vivo al agregar saponinas en concentracion
de 77 y 125 ppm respectivamente, lo que sugiere que la respuesta de las saponinas en
la produccion de AGV del rumen es variable (Hess et al. 2003; Beauchemin et al. 2008;
Guo et al. 2008) y no solo dependen de la concentracion existente, sino también
depende de su interaccién con la dieta (Patra & Saxena 2009b).

La disminucién en la concentracion de acetato por efecto de las saponinas en el
presente estudio es consistente con lo reportado en distintas investigaciones (Lila et al.
2003, Santoso et al. 2004, Devant et al. 2007, Guo et al. 2008, Holtshausen et al. 2009),
aunque este efecto ha sido relacionado con dietas altas en grano y en particular a pH
de 5.5 a 6.0 (Hess et al. 2003); en la presente investigacion los niveles de pH se
mantuvieron entre 6.8 a 7.1; por lo tanto, la disminucién de acetato puede ser explicada
por la disminucion en la concentracién de protozoarios ruminales. Williams & Coleman
(1997), mencionan al respecto que el acetato es uno de los principales productos de
desecho de la degradacion de azucar por parte de los protozoarios ruminales; aunado a
ello, algunas especies de bacterias celuloliticas (R. albus y R. flavefaciens), y ciertas
especies de hongos ruminales (Neocallimastix frontalis y Piromyces rhizinflata) estan
relacionados con una mayor produccion de acetato, los cuales son inhibidos por la
presencia de saponinas (Patra & Saxena 2009a), lo que origina una menor

concentracion de acetato.

También se ha reportado que las saponinas estimulan el crecimiento de Selenomonas
ruminantium (Wang 2000), microorganismo responsable de la produccion de propionato
en el rumen (Wolin 1997). El incremento de la concentracion de propionato se traduce
en una mayor eficiencia de utilizacion de la energia por el animal; por su parte,
Goodrich et al. (1984) y Weimer (1998), mencionan que en la engorda de ganado, es
recomendable una menor proporcion de acido acético y una mayor concentracion de

acido propionico, esta situacion se presento en la presente investigacion.

Se ha estimado que la contribucion de CHa, por parte del ganado ovino, se encuentra
en el rango de 2.5 a 4.0% del CHa4 total producido por las actividades pecuarias
(Crutzen et al. 1986). En el presente estudio, la mayor concentracion de CHs se
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determind en T1, que consisti6 en la dieta testigo (P<0.05), en relacion a los
tratamientos T1 y T2 donde se incluy6é vaina de parota en las dietas; los resultados
obtenidos en esta investigacion difieren con las estudios reportados por Bricefio et al.
(2012), donde incorporaron 45% de vaina de parota, y no encontraron diferencias en la
concentracion de metano estimado; sin embargo, en este estudio no midieron la
concentracion de AGV, los cuales fueron estimados a partir de la cantidad de almidon y
celulosa aportada en la dieta, razon que explica el por qué sus resultados varian con los
obtenidos en la presente investigacion. Por su parte, Zhou et al. (2011), en un estudio in
vivo reportaron una reduccion de la produccion de CHas, en ovinos de la raza Hu,
alimentados con saponinas de plantas de té, atribuyendo esta reduccion al efecto

negativo que las saponinas ejercen sobre los protozoarios ruminales.

Cuadro 11.Concentracion de AGV, CHa y CO2 en muestras de liquido ruminal (in vivo),
en corderos alimentados con dietas con diferentes proporciones de parota

Parametros Tratamientos
T1 T2 T3
Total AGV mol L?  210.44 +5.032 198.58 +5.172>  188.58 + 2.03°
Acetato % 50.58 + 0.952 47.29 £ 0.26° 45.99 + 0.70°
Propionato % 32.65+0.51° 36.86 +1.082 39.27+0.592
Butirato % 16.76+0.502 15.85+1.08% 14.72+0.772
*COz2mol L1 58.60+0.612 56.63+1.342 54.90+0.862
*CHamol L 25.51+0.382 22.35+0.81° 20.53 +0.44°

a.b. medias con diferentes literales en una misma hilera son diferentes (P<0.05).
*estimado a partir de férmulas (Wolin 1960).

T1: Dieta Testigo.

T2: Dieta con la Inclusion de 30 % de vaina de parota.

T3: Dieta con la Inclusion de 40 % de vaina de parota.

Se ha estimado que la relacion simbidtica entre los protozoarios y metanogénos del

rumen es responsable de la produccion de 9 a 25% del CHa4 total (Newbold et al. 1995),
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lo cual coincide con los resultados del presente estudio en donde la concentracion de
protozoarios disminuyo al agregar vaina de parota, teniendo la menor concentracion en
el T3; ademas, el porcentaje de propionato aumentd. Se ha propuesto que las
saponinas favorecen la produccion de propionato en el rumen, un factor que puede
ademas reducir la formacion de CHa, ya que este AGV puede servir como un receptor
de Hz (Lila et al. 2003, Wina et al. 2005; Pen et al. 2006). La produccion estimada de

CO: en los distintos tratamientos no presento diferencias (P>0.05).

Concentracion de AGV CHsy COzen el ensayo in vitro

La produccién total de AGV en el ensayo in vitro no mostrd diferencias significativas
(P>0.05) entre los tratamientos (Cuadro 12). La menor concentracion de acetato se
obtuvo (P<0.05) en T3, el cual fue similar al T2; presentandose la mayor concentracion
(P<0.05) en T1. La concentracion de acido propiénico fue mayor en T2 y T3 donde se
incluyé la vaina de parota (P<0.05); en tanto que, la menor concentracién (P<0.05) se
obtuvo en T1, el cual fue similar al T2; La concentracion de butirato no presento
diferencias significativas (P>0.05) entre los tratamientos. La produccion de CO:2
determinada mediante cromatografia de gases a partir de las trampas de gas, fue
mayor (P<0.05) en T3. La mayor concentracion de CHa4 se encontré en T1 (P<0.05), en
tanto que la menor produccion de CHs se obtuvo en T2 y T3, en donde se incluy6 vaina

de parota.

Wang et al. (2000), no encontraron diferencias significativas en la concentracion total de
AGV, al agregar extracto de Yucca schidigera, en un sistema in vitro; por su parte,
Anugara et al. (2014), al realizar un meta-analisis del efecto de las saponinas, menciond
gue se presentd un incremento en la concentracion de propionato y una disminucion en
las concentraciones de acetato, asi como en la concentraciobn de protozoarios,
acompafnado también de reduccion en la poblacion de hongos, bacterias celuloliticas y
concentracion de CHa, lo cual coincide con lo encontrado en el presente estudio; sin
embargo, difiere de lo reportado por Wei-Lian et al. (2005), quienes al agregar 13-26 mg
de saponinas de hojas de té, no encontraron diferencias en la concentracion individual y

total de AGV pero si en la concentracion de CHa.
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Cuadro 12. Concentracion de AGV, CHs4 y COz2, DVIM durante una fermentacion in vitro

después de 72 h de incubacién.

Parametros Tratamientos
T1 T2 T3

Total AGV mol L?  67.84+5.722 80.02+5.232 81.86+4.122
Acetato % 75.52+0.952 73.23+1.95% 68.52+0.20°
Propionato % 15.04+0.98° 16.67+1.60% 20.71+0.552
Butirato % 9.42+0.122 10.10+0.42 @ 10.76+0.692
CO2% 88.07+0.75P 89.54+0.64aP 91.40+0.662

CH4% 11.93+0.752 10.46+0.64a° 8.60+0.66°
DIVM % 52.48+1.462 49.63+1.04 2 47.86+0.83°

&b, medias con diferentes literales en una misma hilera son diferentes (P<0.05).
T1: Dieta Testigo.

T2: Dieta con la Inclusién de 30 % de vaina de parota.

T3: Dieta con la Inclusién de 40 % de vaina de parota.

En diversos estudios en condiciones in vitro (Kita et al. 1996, Hess et al. 2003, Koenig
et al. 2007, Holtshausen et al. 2009), se ha sefialado que la incorporacién de parota o
saponinas en la dieta de rumiantes disminuye la degradabilidad de la materia seca en
4.0 %, afectando sobre todo la degradacion de la FDN y de la proteina en mas de 10.0
%, (Patra 2010). Makkar & Becker (1997), reportaron una disminucién en la
digestibilidad in vitro al incluir saponinas de Quillaja saponaria; de igual manera Hess et
al. (2003) observaron una reduccion en la degradacion de celulosa, cuando incluyeron
fruto de S. saponaria en un sistema in vitro, lo cual coincide con los resultados
encontrados en el presente estudio. Por otra parte, en estudios in vivo la tendencia es la
misma, Navas-Camacho et al. (1993), observaron una disminucion en la degradabilidad
al incluir follaje de parota en la dieta. Wina et al. (2006) mencionaron al respecto, que el

incremento de saponinas en la dieta de rumiantes puede disminuir la degradabilidad de
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la proteina; Yogianto et al. (2014), reportaron una disminucion en las concentraciones
de nitrégeno amoniacal al incluir una fuente de saponinas, lo cual refleja una
disminucién en la degradabilidad de la proteina, que puede ser causada de manera
directa por la formacion del complejo saponina-proteina impidiendo su degradabilidad a
pH neutros o ligeramente acidos (Potter et al. 1993). Esta situacidon esta presente en el
rumen; y de manera indirecta se afecta la degradacién de proteina, por el efecto
negativo sobre los protozoarios (Van Soest 1994). También disminuye la degradabilidad
de la fibra cuando las saponinas afectan el crecimiento de las bacterias celuloliticas y
hongos ruminales (Delmas et al. 2000, Wang et al. 2000) asi como la disminucion de
las enzimas xilanasa y celulasa (Francis et al. 2002); aunque en este estudio no se
encontraron diferencias, si se observé una tendencia negativa al incrementar el nivel de

parota en la dieta.

Es importante sefialar que la disminucion de la degradabilidad en el rumen, no influye
sobre la digestibilidad total en el tubo digestivo (Wina et al. 2006), por lo que autores
como Wina et al. (2006), Yogianto et al. (2014), consideran que la disminucién de la
degradabilidad en el rumen puede ser compensada por la degradacion y fermentacion

microbiana que ocurre en el ciego del intestino grueso.

La disminucion en la concentraciéon de metano puede ser explicada por la degradacion
parcial de las saponinas, que dejan libre el azlicar ligada a los terpenos (Wina et al.
2005), para después ser fermentada para la produccion de AGV, dirigiendose hacia la
produccién de propionato, siendo necesario para ello la presencia de H* y por tanto,
compitiendo de ésta manera con un precursor fundamental para la produccion de CHas
(Moss et al. 2000).

Tanto en el estudio in vivo como in vitro, se presentd una mayor concentracion de
propionato, una menor concentracion de acetato y CHa al incluir 40% de vaina de parota
en la dieta; aunque no fue el objetivo de este estudio comparar el estudio in vivo e in
vitro, se observa una tendencia similar en ambos experimentos. Hatewa et al. (2015),
mencionaron al respecto que existe una falta de comparacion directa entre los estudios
realizados en condiciones in vitro y en condiciones in vivo, que puedan dar

sustentabilidad a los primeros, por la razon de que generalmente los dos tipos de
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estudios se realizan por separado, en diferentes condiciones y en distintos tiempos, por
lo cual, los resultados obtenidos en la presente investigacion representan una clara
evidencia para demostrar la robustez o la eficacia y utilidad de la técnica de simulacién

de fermentacion in vitro utilizada.
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Conclusiones

De acuerdo con las condiciones de la presente investigacion se concluye lo siguiente:

La inclusion de 30 y 40% de vaina de parota en la dieta de ovinos de pelo después del
destete en el tropico, no tuvo impactos negativos en el consumo de materia seca,

ganancias de peso, conversion alimenticia y eficiencia alimenticia.

La inclusion de vaina de parota en las dietas de ovinos redujo la concentracion de
protozoarios; no afecto la concentracion de bacterias totales, bacterias celuloliticas y los
valores de pH; por otra parte, tuvo efectos en la disminucion de la concentracion de
AGV totales, particularmente se present6 una disminucidon en la concentracion de

acetato y un incremento la concentracion de propionato.

En el experimento en condiciones in vitro, la incorporacion de vaina de parota
disminuy6 la degradabilidad de la materia seca, no afecté la concentracion de AGV
totales, se present6 una disminucion en la concentracion de acetato y un incremento en

la concentracion de propionato.

La incorporaciéon de 40% de vaina de parota en la dieta, redujo la concentracion de
protozoarios del rumen, produjo una disminucién en la concentracion de acetato,
aumento en la concentracion de propionato; todo lo cual se tradujo en disminucion de
27% de la produccion de metano tanto en el experimento en condiciones in vivo, como

en el experimento en condiciones in vitro.

Con base a los resultados obtenidos en el presente estudio en condiciones in vivo e in
vitro, se recomienda la incorporacion de 40% de vaina de parota en las dietas para
ovinos de pelo en condiciones en el tropico, desde el destete hasta alcanzar el peso
para el abasto; con el propésito de evaluar las ganancias de peso, la produccion de
metano ruminal, asi como la posible presencia de algunos trastornos metabdlicos que
pudieran presentarse durante periodos de tiempo mas prolongados de suministro de la

vaina de parota.
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