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RESUMEN

La fermentacion entérica del rumiante es una de las principales fuentes de CHa,
un gas de efecto invernadero, que representa una pérdida de energia para el animal.
Existen especies vegetales con propiedades antimicrobianas utilizadas como
modificadores de este proceso. El objetivo de esta Tesis fue determinar si compuestos
bioactivos provenientes de Lippia turbinata G. (LT) y Tagetes minuta L. (TM) evaluados
en ensayos in vitro, modulan el ecosistema ruminal y disminuyen las emisiones de CH4
entérico. Inicialmente, se realiz6 una evaluacion de extractos y materiales molidos de
estas especies a diferentes dosis en una dieta base que inhiban la metanogénesis sin afectar
la degradabilidad del sustrato. Las reducciones en las emisiones de CH4 se lograron con
PAL1 y SE1, afectando este Ultimo la degradabilidad del sustrato. Los extractos
seleccionados se probaron en dos dietas contrastantes simulando sistemas de cria y tambo.
En el primero, el CHs4 disminuyo sdélo con las dosis mayores de los tratamientos
evaluados, mientras que en el sistema de tambo todos lograron reducirlo. También se
cuantificaron compuestos fendlicos de los extractos, del material molido y de los sustratos
utilizados. Estos fueron superiores para TM con respecto a LT, mostrando que el modo
de accion de los mismos depende de su perfil y de las relaciones generadas con los
sustratos. Por ultimo, se evaluaron los materiales vegetales de las especies estudiadas
sobre las poblaciones de archaeas metanogénicas, bacterias totales y protozoos en el
sistema de tambo a través del tiempo mediante gPCR y conteo al microscopio. Ambas
alteraron la dinamica de fermentacion y redujeron la produccion de CH4, pero de manera
diferencial. LT redujo las poblaciones de metanégenos mientras que TM no afect6 a estos
microorganismos. Asimismo, no fue posible establecer una relacién directa entre la
reduccion del nimero de metandgenos con la poblacién de protozoos. Los cambios
poblacionales de bacterias totales no tuvieron relevancia biologica. La incorporacion de
estos aditivos en las dietas de los sistemas planteados representa una estrategia de

adopcidn potencial para reducir las emisiones de metano.

Palabras clave: poleo, suico, metano, fenoles, gPCR
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ABSTRACT

The enteric fermentation of ruminant is one of the main sources of CHs, a
greenhouse gas, which represents a loss of energy for the animal. There are plant species
with antimicrobial properties used as modifiers of this process. The objective of this
Thesis was to determine if bioactive compounds from Lippia turbinata G. (LT) and
Tagetes minuta L. (TM) evaluated in in vitro assay, modulate the ruminal ecosystem and
reduce enteric CH4 emissions. Initially, a screening of extracts and ground materials of
these species was carried out at different doses in a base diet that inhibit methanogenesis
without affecting substrate’s degradability. Reductions in CH4 emissions were achieved
with PAL1 and SE1, the latter affecting substrate degradability. The selected extracts
were tested in two contrasting diets simulating breeding and dairy systems. The first, CH4
decreased only with the higher doses of the treatments, while in dairy systems, all of these
reduce it. Also, phenolic compounds of the extracts, the ground material and the
substrates used were quantified. These were superior for TM with respect to LT where
the mode of action depends on their profile and the relationships generated with the
substrates. Finally, plant materials of the studied species were evaluated on the
populations of methanogenic archaea, total bacteria and protozoa in dairy substrate, over
time using qPCR and microscopic counting. Both altered the fermentation dynamics,
reduced CHs production, through differential ways. LT reduced the populations of
methanogens while TM did not affect these. Likewise, it was not possible to establish a
direct relationship between reduction in the quantity of methanogens with the protozoan
population size. Population changes of total bacteria had not biological relevance. The
incorporation of these additives in diets of the proposed systems represents a potential

adoption strategy on reduction of methane emissions.

Keywords: poleo, suico, methane, phenols, gPCR



CAPITULO 1



ANTECEDENTES GENERALES
1.1. Emisiones de gases de efecto invernadero y calentamiento global

En los Gltimos afios, el incremento de la emisién de gases de efecto invernadero
(GEI) en la atmoésfera terrestre ha sido foco de atencién por la comunidad cientifica. El
di6éxido de carbono (CO2), metano (CHa), 6xido nitroso (N20), hidrofluorocarbonos,
perfluorocarbonos y hexafluoruro de azufre son los GEI méas importantes monitoreados
por la Convencién Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico y listados
en el Protocolo de Kioto (Anexo A) (Sagrera, 2011).

De toda la energia radiante que llega procedente del sol, aproximadamente el
30% es reflejado al espacio (albedo), el 50% es absorbido en la superficie terrestre y el
20% restante es absorbido por la atmosfera (Santamaria, 2010). Esta absorcion se debe a
constituyentes menores de la atmésfera: CO: (0,03 %), CH4 (1,5 x 10 %) y N2O (3 x 10
® %), dado que los mayores componentes como el nitrdgeno (N2, 78 %), oxigeno (Ox,
21%) y argdn (Ar, 0,94%), son transparentes al espectro solar (IPCC, 2007; Santamaria,
2010). Esta transformacion de la luz solar en radiaciéon de menor energia como la
infrarroja que se refleja nuevamente a la atmosfera por estos gases y vapor de agua, entre
otros, es la principal fuente de calor y a lo que se llama efecto invernadero (Figura 1;
Caballero et al., 2007). Si bien, estos gases minoritarios contribuyen con una porcién
muypequefia de los gases en la atmosfera terrestre (<1%), juegan un rol fundamental en
el mantenimiento de la temperatura atmosférica adecuada para los ecosistemas (Sejian,

2011).



ACTIVIDADES

EMISORAS
DE GEI o e

Figura 1: Esquematizacion del efecto invernadero. Tomado de: Ministerio de Ambiente y
Desarrollo Sustentable, 2017.

La temperatura media del planeta se ha incrementado entre 0,5y 1 °C, segun se
tomen las temperaturas registradas entre 1961 a 1990, o se consideren desde la mitad del
siglo XIX en adelante (Brohan et al., 2006; Caballero et al., 2007). Con base en los
registros disponibles, los afios mas calidos se han concentrado desde 1980 en adelante,
(Sejian, 2011) con un aumento estimado entre 1,8 y 3,9 °C hacia el afio 2100 (IPCC,
2007).

El crecimiento de la poblacién mundial y el aumento del poder de compra han
promovido un rapido aumento de la demanda de alimentos de origen animal. Se espera
que la demanda mundial de carne y leche aumente en un 73% y un 58%, respectivamente,
para 2050 en comparacion con los niveles de 2010, debido a la expansidn continua de la
poblacion mundial, una clase media emergente, ingresos crecientes y urbanizacion.
(Gerber et al., 2013). Ademas, se suma a la amenaza la dramatica expansion en la
produccidn de cultivos para biocombustibles, la cual ya esta impactando en los recursos
disponibles a nivel mundial para la produccién de alimentos, y por lo tanto, en el

suministro de alimentos y su costo (FAO, 2017). La seguridad alimentaria sigue siendo



una de las cuestiones de mayor prioridad en los paises en desarrollo, y la produccion de
ganado tiene un papel clave en muchos de estos paises (Sejian, 2011). En este contexto,
América Latina ocupa un lugar destacado como proveedor de proteinas animales para el
mundo (FAO, 2010).

El gas que mas contribuye con las emisiones fue el CO2 con un 77% del total de
emisiones derivadas de actividades humanas (antropogénicas), mientras que el CHa se
ubicdé como segundo contribuyente (16%) (IPCC, 2013). Las emisiones de GEI a nivel
global debidas a estas actividades se han elevado aproximadamente 70% desde el
comienzo de la revolucion industrial entre 1970 y 2004 (Preston and Leng, 1989;IPCC,
2007). De todos modos, se ha reportado que la absorcion de radiacion del CHs es 21 a
28 veces mayor que el CO: por lo que una pequefia concentracion de CHa tiene mayor
capacidad de elevar la temperatura de la atmosfera (Kruger et al., 2006; IPCC, 2007).
Se estima que su vida media en la atmodsfera es de 12 afios y su concentracion aumenta
un 7% por afio (50 a 200 afios si se compara con CO), convirtiéndolo en un gas
importante a la hora de considerar el potencial de calentamiento (IPCC, 2006; Cottle et
al., 2011).

Si bien son muchas las causas que contribuyen con la emision de GEI hacia la
atmosfera, la contribucién por actividades antropogénicas es considerada como el
principal agente del aumento pronunciado en las Gltimas décadas (Caballero et al., 2007).
A lo largo de 30 afios (1970-2000) las emisiones globales antropogénicas aumentaron a
razén de 1,3 % GgCO2-eg/afio, mientras que desde el afio 2000 al 2010 las emisiones se
incrementaron de aproximadamente 3,8x10” GgCOz-eq a 4,9x10" GgCO.-eq (2,2%
GgCOz-eg/afio; Figura 2). En este sentido, Sejian (2011) establece que el foco deberia
concentrarse no solo en cuanto la tierra se esta calentando, sino en la rapidez con la que

lo esta haciendo.
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Figura 2: Emisiones antropogénicas totales anuales de GEI (GgCO.-eqg/afio: gigagramos de
equivalente de CO: por afio) para el periodo 1970 a 2010. Adaptado de IPCC, 2013.

El sector agricola ganadero aporta entre 10 y 12% de las emisiones de los
principales GEl, alcanzando aproximadamente el 50% del CH4 y el 60 a 80% del N2O
producido (IPCC, 2014). Las principales fuentes de emision en este sector son el N2O
liberado de los suelos relacionados con la aplicacion de fertilizantes nitrogenados (38%),
el CH4 de la fermentacion entérica del ganado (25%), el cultivo de arroz (11%), ademas
del CHsy N20 provenientes del manejo del estiércol (15%) y de la quema de pastizales,
bosques y residuos agricolas (13%) (EPA, 2006). Asimismo, el sector agricola es
indirectamente responsable de las emisiones generadas por el sector industrial y
energético a traves de la produccion de insumos como fertilizantes y pesticidas, la
produccién y operacion de maquinaria agricola y el uso de energia en los establecimientos
(West and Marland, 2002). Desde el afio 2000 las emisiones asociadas directamente con
la produccion animal han aumentado alrededor de 1,1% por afio, debido a un crecimiento
constante de la demanda de productos de origen animal. Las emisiones de GEI en los
sistemas ganaderos implican pérdidas de nitrdgeno, materia organica y energia, con una

consecuente disminucidon de la eficiencia del sector (IPCC, 2014).



1.1.1. Emisiones en Argentina

Las emisiones de GEI en Argentina entre los afios 1990 y 2012 se incrementaron
62,6%, alcanzando 368295 GgCO2-eq en 2014. El principal GEI emitido por el pais fue
el CO2 (67%), seguido por el CH4 (21%) y el N2O (12%). El sector con mayores emisiones
de GEI correspondio al de Energia (52,5%), seguido del sector Agricultura y Ganaderia
con 39,2%. En este ultimo sector, se produjo el 70% del CHa, de los cuales el 98% se
origind por la fermentacion entérica. Asimismo, este mismo sector genero el 94% de N2O
como consecuencia de emisiones provenientes de los suelos agricolas (Ministerio de
Ambiente y Desarrollo Sustentable, 2017).

La cantidad de cabezas de ganado bovino en Argentina es de aproximadamente
52 millones de animales, de los cuales 50 millones corresponden al ganado de carne y el
resto a vacas en ordefie (SENASA, 2013). De todos modos, las emisiones de GEI
provenientes del sector ganadero, no tienen aun una incidencia directa en el valor de la
carne, ni en la definicion de politicas sectoriales de mitigacion. Sin embargo, se espera
que los paises desarrollados que compran alimentos de Argentina, trasladen las
obligaciones de reduccion de emisiones a los paises oferentes de los productos agricolas
y ganaderos (Basso et al., 2013).

La emision de CH4 desde el animal se estima como una pérdida de energia que
puede oscilar entre 2% y 15% de la energia bruta (Johnson and Johnson, 1995). Por
ello, el desarrollo de estrategias para disminuir estas emisiones en el rumen puede
contribuir, tanto a mitigar sus efectos en el calentamiento global, como a beneficiar la
produccién ganadera eficientizando a los animales en el uso de la energia contenida en
los alimentos (Benaouda et al., 2017).

La comprension del mecanismo de metanogénesis seria una adecuada

herramienta usada como estrategia de mitigacion para asegurar una intervencion



especifica sobre los organismos metan6genos y mantener las funciones normales de otros
microbios en el rumen (Qiao et al., 2014). En este contexto se requiere una vision global
que ayude a entender donde un sistema productivo basado en el ganado es beneficioso y
donde se transforma en un problema para alcanzar los objetivos de los ecosistemas y
medios de vida resilientes y globales (Herrero et al., 2011).
1.2. Rumiantes

Tanto los mamiferos, como otros grupos de animales, no son capaces de
degradar la celulosa, principal polisacarido presente en los vegetales. Por ello, se
establecen relaciones de caracter simbiotico con microorganismos, como es el caso del
rumen, cuyo ecosistema microbiano complejo participa en la fermentacion de los
polisacaridos vegetales (Figura 3; Russell and Rychlik, 2001; Madigan et al., 2004). Se
genera una relacion de mutualismo entre la comunidad microbiana ruminal y el animal
hospedero, donde los microorganismos se encargan de la digestién anaerobia de los
componentes de la pared celular de los vegetales, la sintesis de proteinas y de vitaminas.
A su vez el animal provee el medio adaptado para el mantenimiento de esta compleja
comunidad (Castillo-Gonzalez et al., 2014). La acciébn enziméatica de los
microorganismos permite la degradacion del alimento hasta llegar a los monémeros
constituyentes del material vegetal, lo cual mejora la degradabilidad de los sustratos
lignoceluldsicos (Leonowicz et al., 1999). Este proceso ocurre en la parte anterior del

tracto y es denominado fermentacion entérica (Relling and Mattioli, 2003).
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Figura 3: Metabolismo y degradacion de los carbohidratos estructurales por parte de los
microorganismos que habitan en el rumen. Adaptado de: Seshadri et al., 2018.

El rumen requiere, para funcionar adecuadamente, el aporte constante de un
medio que asegure el crecimiento de los microorganismos y una continua fermentacion.
Tanto el pH de la ingesta como el del fluido ruminal se mantienen a nivel relativamente
constante debido al ingreso del alimento, agua y saliva, la cual posee propiedades
amortiguadoras principalmente por el bicarbonato presente en ella (Castillo-Gonzalez et
al., 2014). El pH oscila entre 5,5 a 7 (Krause and Oetzel, 2006), el cual depende de la
produccidn de saliva, de la generacién y absorcion de AGV (acidos grasos volatiles), del
tipo y la cantidad de alimento ingerido, del intercambio de bicarbonatos y fosfatos
generados por la saliva a través del epitelio ruminal (Aschenbach et al., 2011). La

temperatura del rumen se mantiene en el rango de 39 °C a 39,5 °C (Relling and Mattioli,



2003), pudiendo incrementarse a 41 °C inmediatamente después que el animal ha comido,
debido a que los procesos de fermentacion producen calor (Brod et al., 1982).

El suministro de alimento, la remocion de productos de fermentacién y la
temperatura se mantienen casi sin variaciones (Bryant, 1959; Mackie et al., 2000). La
velocidad con la que pasa el alimento depende del tipo de dieta, variando el tiempo de
retencion en el reticulo-rumen desde 10 a 24 h para el agua, los microorganismos y los
componentes mas solubles; hasta 30-50 h para aquellos mas insolubles o de baja
digestibilidad (Relling and Mattioli, 2003). A partir de la fermentacion de los azucares
que componen la fibra vegetal se forman AGV, Hz, CO., CH4, amonio (NHs") y un
aumento en la temperatura (McAllister et al., 1996). Los AGV principales son el acido
acetico, acido butirico y acido propionico, que constituyen la mayor fuente de energia
para el animal y son absorbidos a través del epitelio ruminal. La proporcion sintetizada
de cada uno de ellos dependera del tipo de alimento que haya consumido el animal
(Relling and Mattioli, 2003).

La eliminacion de los gases que se producen a diario (principalmente CO. y CHa)
se realiza por medio del orificio reticulo ruminal y del cardias debido a las contracciones
ruminales, a través de las vias respiratorias. Mientras que, por medio del aparato
digestivo, se expulsa la fraccion del alimento que no ha sido degradado aun y que debe
continuar con su transito (Relling and Mattioli, 2003). En cuanto a los AGV e iones
hidrogeno formados, se deben retirar del rumen para evitar una acumulacién excesiva en
la presion osmética y valores de pH que puedan resultar nocivos; esta eliminacion se
realiza mediante la absorcién de las paredes del rumen y la formacion de metano
respectivamente (Relling and Mattioli, 2003). Las fermentaciones entéricas del ganado
originan el 25% de las emisiones de CH4 (Olivier et al., 2005; Sejian, 2011). En los

rumiantes se produce aproximadamente el 89% del CHa4en el rumen, de los cuales, el
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90% se excreta a través de la eructacion y el resto a través del ano (Murray et al., 1976;
Bertrand and Hacala, 2007).
1.2.1. Ecosistema ruminal

El ecosistema ruminal se compone de un amplio rango de microorganismos que
se encuentran en una relacién simbidtica en un ambiente estrictamente anaerobico
(Ozutsumi et al., 2005). Esta interaccidn entre los microorganismos y el animal hospedero
permite a los rumiantes poder digerir dietas ricas en fibra y de baja proteina (Castillo-
Gonzélez et al., 2014). La estructura de la comunidad microbiana del rumen posee una
gran flexibilidad para adaptarse ante cambios en el medio, lo que le brindaria al animal
huésped tanto estabilidad como la capacidad de aprovechar diferentes vegetales como
alimentos (Henderson et al., 2015). Esta comunidad es compleja y esta compuesta por
microorganismos como bacterias, protozoos, hongos y archeas metanogénicas, que
conforman una unidad ecoldgica altamente integrada con un rol fundamental en la
nutricion y bienestar del animal (Van Soest, 1994). La asociacién rumiante-microbioma
es considerada como un superorganismo (Morgavi et al., 2013), dejando en evidencia la
influencia reciproca entre la condicion fisiologica de un animal y su ecosistema
microbiano.

Dentro del rumen, los microorganismos ruminales se distribuyen en tres
ambientes diferentes. Algunos estan libres en el liquido ruminal, otros estan unidos a
sustratos insolubles y los restantes adheridos al epitelio ruminal. Al ser ambientes tan
diversos, tanto las comunidades que los habitan como los productos que se generan son
diferentes (Cheng et al., 1979; Olubobokun and Craig, 1990; Larue et al., 2005). Sin
embargo, mas alla de la complejidad de este ecosistema, el mismo puede ser manipulado

para mejorar la eficiencia de conversidn del alimento en productos de interés humano, lo
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cual constituye desde hace tiempo uno de los principales objetivos de nutricionistas y
microbi6logos (Martin, 1998).
1.2.1.1. Bacterias

Constituyen la poblacion predominante en el rumen (10%-10™ células/g de
contenido ruminal), pudiendo representar entre 50 y 60% de la masa microbiana total
(Wolin et al., 1997; Mackie et al., 2000; Nagaraja and Titgemeyer, 2007). Este grupo
comprende mas de 200 especies (McSweeney et al., 2005), pero solo 20 géneros son los
responsables de la mayor cantidad de reacciones dentro del rumen. Las bacterias se
caracterizan por presentar plasticidad dado que cuando se incluye un nuevo componente
en la dieta, son capaces de redireccionar la fermentacion (Puniya et al., 2015). Los grupos
filogenéticos predominantes en la microbiota bacteriana pueden representar hasta el 80%
del total de bacterias y son tres: Firmicutes, Bacteroidetes y Proteobacteria (Brulc et
al.,2009; Nathani et al., 2015).

La poblacion bacteriana total se divide en tres grupos de acuerdo a su ubicacion:
en la parte liquida, asociadas a particulas de alimento y adheridas al epitelio ruminal
(Miron et al., 2001). EI primer grupo (alrededor de 18%) estd compuesto por bacterias
libres en el fluido ruminal que consumen los componentes solubles (McAllister et al.,
1994). El segundo grupo (70-80%) representa el 90% de la actividad endoglucanasa y
xilanasa, asi como el 70-75% de la actividad amilasa y proteasa del rumen (Miron et al.,
2001). El tercer grupo (1-2%) (Cheng et al., 1980; Russell and Montovani, 2002), es muy
diverso y puede estar asociado a la superficie de protozoarios y hongos (Miron et al.,
2001). Se encuentra relacionado con las actividades metabdlicas del huésped como la
captacién de oxigeno, el reciclado de tejido (Cheng et al., 1980) y la hidrélisis de la urea

que ingresa al rumen a través de la pared (Wallace et al., 1979).
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Los principales géneros bacterianos ruminales se muestran en la Cuadro 16 del
Anexo. Los requerimientos generales para crecer y desarrollarse son presencia de bajo
potencial redox, rango de pH de 5,5-6,9 y temperatura de 39 °C (Puniya et al., 2015). La
competencia entre bacterias dentro del rumen est& condicionada por varios factores tales
como la preferencia por ciertos sustratos, los requerimientos de energia y la resistencia a
ciertos productos metabdlicos toxicos (Russell and Montovani, 2002). Una de las formas
mas habitual y difundida de clasificar las bacterias se basa en el sustrato principal que
utilizan, ya sea fibras, almidon, proteinas y otros posibles (Yokohama and Jonhson,
1988). Con base en ello se detallan a continuacion los siguientes grupos:
1.2.1.1.1. Bacterias fibroliticas

Dentro de este grupo de bacterias, las especies celuloliticas mas importantes son
Fibrobacter succinogenes, Ruminococus flavefaciens y Ruminococci albus, que originan
diferentes productos de fermentacion especificos (Cuadro 16 del Anexo) (Naas and Pope,
2019).

La fibra vegetal esta compuesta por una compleja matriz de polimeros la cual
requiere la accion en conjunto de una amplia gama de enzimas hidroliticas (Koike and
Kobayashi, 2009). El proceso de degradacion de la fibra depende principalmente del tipo
de forraje, la madurez del cultivo y los miembros de las comunidades bacterianas
presentes (Fondevila and Dehority, 1996). Esto se desarrolla gracias a la proliferacion de
bacterias que se adhieren al sustrato, lo que les permite ingresar e invadir los tejidos
vegetales formando microcolonias (Cheng et al., 1980). Como principales productos se
producen AGV, CHs y CO:, donde los primeros cubren el 70% de las necesidades
energéticas del rumiante (Hill and Wyse, 2006). Estos AGV estan compuestos por acido
acetico, acido propidnico y acido butirico en una relacion aproximada de 70:20:10 (Lana

et al., 1998; Bannink et al., 2006).
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1.2.1.1.2. Bacterias amiloliticas

Las especies Ruminobacter amylophilus, Selenomonas ruminnantium,
Succinomonas amylolitica y Streptococci bovis son las que se encuentran con mas
frecuencia digiriendo elalmidén en el rumen (Puniya et al., 2015) (Cuadro 16 del Anexo).

Los productos de fermentacion que se obtienen a partir del almidén son AGV,
principalmente acido propionico (Relling and Mattioli, 2003). Estas bacterias tienen
menos sensibilidad a los cambios de pH que los otros grupos, pudiendo crecer en un rango
entre 5,5y 6 (Mould and @rskov, 1983).
1.2.1.1.3. Bacterias proteoliticas

Butyrivibrio fibrisolvens, Bacteroides rutminicola y amylophilus son las
especies mas importantes que degradan proteinas (Cuadro 16 del Anexo). Los péptidos
llegan intactos al abomaso o se hidrolizan en el rumen para obtener aminoacidos, quienes
pueden ser convertidos en AGV, CO. y amoniaco (NH3), o ser utilizados por los
microorganismos del rumen para la sintesis de sus propias proteinas (Mackie and White,
1990).
1.2.1.1.4. Otras bacterias

En los rumiantes donde la dieta esta compuesta por un gran porcentaje de granos
(Brown et al., 2006), las bacterias que degradan el lactato tienen un rol importante, ya
que metabolizan el &cido lactico controlando su acumulacion y manteniendo el pH
ruminal (Mackie and Heath, 1979). Ademas, el lactato es un producto intermediario en la
fermentacion ruminal, el cual es metabolizado a AGV (Castillo-Gonzélez et al., 2014).
Megasphaera elsdenii es la principal especie responsable de este proceso, constituyendo
un rol importante en la prevencion de la acidosis durante el periodo de adaptacion cuando

los rumiantes son alimentados con dietas ricas en concentrados (Counotte et al., 1981).
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Otro grupo de bacterias a destacar son aquellas que hidrolizan los lipidos por
medio de la produccion de lipasas que liberan &cidos grasos (Liu et al., 2009). Asi, los
lipidos son modificados por la fermentacidn microbiana, donde los &cidos grasos
insaturados son transformados en &cidos grasos saturados en el rumen. Los
microorganismos ruminales transforman los lipidos por dos vias metabdlicas principales
que son la lipdlisis y la biohidrogenacion (Jenkins et al., 2008).
1.2.1.2. Archaeas metanogeénicas

Estos organismos pertenecen al Dominio Archaea (Morgavi et al., 2010) y al
filo Euryarchaeota. Los Ordenes que lo componen son Methanobacteriales,
Methanosarcinales, Methanomicrobiales, Methanococcalea y Methanopyrales (Joblin,
2005). Representan menos del 1% del total de la poblacién microbiana del rumen (Wright
and Klieve, 2011), alcanzando 108 células/g de contenido ruminal en animales con dietas
a base de concentrados y 10° células/g de contenido ruminal en aquellos alimentados a
base de pasto (Joblin, 2005). Estos representantes de la microbiota ruminal mantienen
relaciones de sinergismo con las bacterias y de simbiosis con los protozoos (Wright and
Klieve, 2011).

Son organismos estrictamente anaerobios y cuentan con cofactores y coenzimas
especificas involucradas en la generacion de CH4 (Woese et al., 1990; Thauer et al.,
2008). Se distinguen de otros procariotas debido a que tienen pseudomureina y proteinas
en la capa superficial de pared celular, ademéas presentan ARN (&cido ribonucleico)
polimerasas y lipidos en la estructura de las membranas, enlazados al glicerol (Thauer et
al., 2008; Puniya et al., 2015).

Se considera que la produccion de este GEI es un proceso necesario dentro del
rumen, ya que es la via por la cual se mantiene baja la concentracion de Hz en el ambiente

ruminal mediante la reduccion del CO- (Bodas et al., 2012). Los principales sustratos para
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la formacion de CH4 son Hz y CO: liberados en el rumen a partir de la fermentacion del
alimento (Van Zijderveld et al., 2011). Este gas es uno de los productos finales de la
fermentacion ruminal (Garnsworthy et al., 2012), siendo el 80% proveniente de la
fermentacién de la fibra, mientras que el 20% restante se genera durante la
descomposicion del estiércol (Vergé et al., 2007). Los metandgenos desempefian un papel
fundamental sobre la captacion del H> generado durante la fermentacién en el rumen,
debido a que lo metabolizan rapidamente (Castillo-Gonzalez et al., 2014). La sintesis de
CH, depende principalmente del nivel de consumo, tipo de dieta, procesamiento del
alimento y proporcion de los acidos acético/propionico (A/P) (Johnson and Johnson,
1995).

Se han identificado 113 especies pertenecientes a 28 géneros, pero solo 12 de
ellas han sido aisladas del rumen (Tajima et al., 2001; Whitford et al., 2001). Estas
corresponden a: Methanobacterium  formicicum, Methanobacterium  bryantii,
Methanobrevibacter gottschalkii, Methanobrevibacter ruminantium,
Methanobrevibacter olleyae, Methanobrevibacter millerae, Methanobricobium mobile,
Methanosarcina barkeri, Metahnosarcina mazei, Methanoculleus olentangyi,
Metahnospahera sp., y Methanomassiliicoccaceae. De ellas, las primeras cinco especies
son predominantes en el rumen, con una presencia que varia entre 30 y 90% (Cuadro 17
del Anexo) (Paynter and Hungate, 1968; Kumar et al., 2012).

La comunidad de metandgenos presenta cierta plasticidad en cuanto a su
respuesta al H. metabolico, dado que hasta el momento existen al menos cinco vias
metabolicas distintas descritas (Poulsen et al., 2013). La ruta principal se conoce como
hidrogenotropica, basada en la actividad de Methanobrevibacter ruminatum (Leahy et al.,

2010; Knapp et al., 2014). Esta via parte de CO: e H> y produce CH4 y H.O. Existen dos
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vias alternativas, son la metilotrépica y la aceticlastica, que parten de alcohol metilico y
acetato respectivamente.
1.2.1.3. Protozoos

Los protozoos constituyen el 40-80% de la biomasa del rumen (Firkins et al.,
2007; Puniya et al., 2015) y son organismos unicelulares, anaerobios estrictos, con un
tamafio que varia entre 15-250 um de largo y 20-200 um de ancho (Dehority, 2003).
Representan una fraccion pequefia (10%-10%/mL de fluido ruminal) del nimero total de
microorganismos en el rumen, pero si solo se toma en cuenta su masa, representan
practicamente lo mismo que las bacterias (Puniya et al., 2015). Esta poblacion se
encuentra envolviendo a las particulas de los alimentos y a las bacterias, lo cual facilita
su participacion en la digestion de los carbohidratos, proteinas y grasas (Williams and
Colleman, 2012). Su actividad fibrolitica es relevante (Kamra et al., 1991), mientras que
su actividad proteolitica es extremadamente baja (6 a 10 veces menor que en las bacterias)
(Brock et al., 1982).

Los d6rdenes mas abundantes son Entodiniomorphida y Holotricha (Firkins et
al., 2007) (Cuadro 18 del Anexo). Aproximadamente el 90% del total de protozoos
pertenece al orden Entodiniomorphida, los cuales son mas complejos en cuanto a su
morfologia que el érden Holotricha. Poseen especificidad en cuanto a los requerimientos
nutricionales y estan involucrados en la hidrélisis y fermentacion de la celulosa (Yarfiez-
Ruiz et al., 2004), hemicelulosa y pectina (Van Soest, 1994). Ademas, estos pueden
depredar bacterias e incluso a otros protozoos, provocando un reciclado de nitrogeno
(Koenig et al., 2000). A partir de la fermentacidn de estos compuestos se obtienen AGV
(acetato y butirato principalmente) e H> (Williams and Coleman, 2012). Este Gltimo es

utilizado por las archaeas metanogénicas que se encuentran adheridas a los protozoos
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para producir CHa, pudiendo representar hasta el 45% del total de este gas producido por
el rumiante (Finlay et al., 1994; Hegarty, 1999).

El segundo orden en cuanto a su abundancia corresponde a Holotricha. Estos
organismos pueden asimilar azlcares solubles y carbohidratos no estructurales
disminuyendo el riesgo de acidosis del animal. Asimismo, pueden retener algunos
polisacaridos como reserva en su interior confundiéndose con el macronicleo celular
(Van Zwieten et al., 2008).
1.2.1.4. Hongos

Los hongos ruminales constituyen entre 5 y 8% del total de la biomasa del
ecosistema ruminal, son anaerdbicos y pertenecen al dominio Eukarya. Constituyen los
primeros colonizadores de los tejidos vegetales debido a su tamafio, estructuras
morfoldgicas y actividad enzimatica (Akin et al., 1990). Los hongos ruminales presentan
la capacidad de hidrolizar completamente los tejidos no lignificados de las plantas,
mientras que los lignificados solo son parcialmente degradados (Akin and Benner, 1988).
Hasta ahora los géneros identificados en el rumen corresponden a Neocallimastix,
Piromyces, Caecomyces, Orpinomyces (Kittelman et al., 2012), Anaeromyces (Ho et al.,
1990) y Cyllamyces (Ozkose et al., 2001).

1.3. Estrategias de mitigacion de CH4 ruminal

Desde hace algunas décadas, varios grupos de investigacion se han enfocado en
probar diversas estrategias con el fin de mejorar la fermentacidén ruminal, especialmente
orientados a disminuir la produccion de CH4. Tales estrategias tienen como objetivos
incrementar la performance animal, mejorarlos genéticamente o modular la fermentacion
ruminal a través del uso de aditivos en alimentos y raciones (Basarapet al., 2013; Cobellis
etal., 2016). Estas estrategias pueden agruparse de acuerdo a su modo de accion: (a) por

medio de la disminucién en la produccion de CHa indirectamente (ej.; defaunacion,
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estimulacion de la produccién de propionato, reduccion de carbohidratos estructurales o
aumento de aquellos facilmente fermentables), (b) por inhibicion directa de las archaeas
metanogeénicas a través de la evaluacion de productos (ej.; vacunas, uso de compuestos
derivados de plantas, antibioticos ionoforos) y (c) por el aprovechamiento de vias
metabdlicas alternativas para el uso de Ha.

Para abordar el primer objetivo en cuanto a la performance animal se recurre al
uso de suplementos energéticos o proteicos en alimentos deficientes, con el objeto de
mejorar la calidad de las pasturas por incremento de la digestibilidad (Hristov et al.,
2013). Esta estrategia permite reducir la produccion de CH4 como consecuencia del
aumento en la eficiencia de la fermentacion ruminal, ya que se incrementa la produccion
de propionato y disminuye la disponibilidad de H» para generar CHa4 (Lovett et al., 2003).
También se ha reportado que los forrajes C3 (ryegrass o trigo) producen menos CHa por
unidad de materia seca digestible que los C4 (maiz y sorgo), posiblemente debido a la
alta cantidad de fibra presente en estos ultimos (Ulyatt et al., 2002). La suplementacion
con grasas incrementa la densidad de energia de la dieta, lo cual también aumentaria la
perfomance del animal (Grainger et al., 2008; Grainger and Beauchemin, 2011) y la
eficiencia del alimento (Jordan et al., 2006).

En cuanto al segundo objetivo, la estrategia se enfoca a la mejora de la salud
animal, la resistencia a enfermedades y la disminucién de la mortalidad y la morbilidad.
Todo ello podria aumentar la productividad del rebafio y reducir la intensidad de las
emisiones de GEI en todos los sistemas pecuarios (Herrero et al., 2011). La seleccién
genética apunta a elegir animales de baja emision de CHa. Se han identificado animales
en pastoreo como altos y bajos emisores de CH4 por unidad de alimento consumido bajo
el mismo tipo de dieta (Pinares-Patifio et al., 2003; Zhou et al., 2010; Wallace et al.,

2019). En estos trabajos se demostrd que los volimenes de emisiones de CHa de diferentes
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animales se basan en sus diferentes microbiomas ruminales y que la propiedad es
persistente y hereditaria. Con base en ello, se podria seleccionar generaciones futuras de
ganado que hayan sido determinadas genéticamente (Goopy et al., 2016). De este modo,
rebafios con animales altamente productivos generarian incremento de la produccién
total, con disminucion de las emisiones de CH4 por producto (Patra, 2012; Haque, 2018).
Con respecto al tercer objetivo, se han reportado diversos trabajos en cuanto a la
modulacion de la fermentacion ruminal a traves del uso de aditivos de alimentos o
raciones. En este sentido se usan en rumiantes compuestos o antibi6ticos ion6foros tales
como la monensina para mejorar la eficiencia de produccion de carne, leche y reducir la
produccién de CHs de manera dosis dependiente (Van Nevel and Demeyer, 1996;
Beauchemin et al., 2008). Estos compuestos no alteran ni la cantidad ni la diversidad de
las archaeas metanogénicas (Hook et al., 2009), pero favorecen a las poblaciones
bacterianas Gram (-), lo que conlleva a un aumento en la concentracion de propionato.
Este cambio en la fermentacion disminuye la disponibilidad de H para generar CHas y
por ello se considera una estrategia de mitigacion. La monensina podria utilizarse en
periodos cortos de tiempo para disminuir las emisiones de CHa, lo cual también mejoraria
la eficiencia de utilizacion del alimento. Sin embargo, el uso de ion6foros como aditivos
en el alimento ha sido restringido en la Unién Europea (European Commission 2003;
Patra, 2012), ya que se considera una posible resistencia de los microorganismos a estos
compuestos y que podrian transmitirse a los humanos mediante los productos de origen
animal (Durmic and Blache, 2012). Se ha reportado que el uso de productos a base de
levadura (Saccharomyces cerevisiae) mejoran tanto la produccién de leche como la
ganancia de peso (Robinson, 2010). En el mercado se encuentran disponibles numerosos
productos comerciales que varian ampliamente tanto en la cepa de S. cerevisiae utilizada,

como en el nimero v la viabilidad de las mismas (Beauchemin et al., 2003). Asimismo,
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se han probado enzimas como aditivos para digerir la fibra, entre ellas celulasas y
hemicelulasas. Las enzimas pueden mejorar la digestion de la fibra ruminal y la
productividad de los componentes (Beauchemin et al., 2003). Otra estrategia disponible
es el uso de compuestos bioactivos o metabolitos secundarios, que corresponden a
grandes grupos quimicos que forman parte del metabolismo de los vegetales (Busquet et
al., 2006; Bodas et al., 2012). Las plantas medicinales son el recurso bioldgico mas rico
de drogas de los sistemas tradicionales de medicina, medicinas modernas, nutracéuticos,
suplementos alimenticios, medicinas populares, farmacéuticas y entidades quimicas para
drogas sintéticas (Ncube et al., 2008). Estos compuestos bioactivos abundan en las
plantas medicinales y se caracterizan por estar presentes en bajas concentraciones,
variando sus niveles en el tiempo, espacio y entre especies (Wenk, 2003). Algunos de
estos productos son considerados moduladores selectivos de las poblaciones microbianas
del rumen y amigables con el ambiente, por lo que tendrian una mejor aceptacion por los
consumidores dado que son reconocidos como “seguros” para el consumo humano
(Agarwal et al., 2009; Patra and Yu, 2012; Pal et al., 2015). Mediante el uso de estos
compuestos es factible lograr una importante disminucién de CHs sin alterar de manera
perjudicial la fermentacién ruminal (Bhatta et al., 2009; Kim et al., 2012). A partir de los
vegetales se puede extraer una amplia gama de componentes (Hartmann, 2007) y separar
diferentes fracciones (por ejemplo: hidrofilicas, lipofilicas) segun el solvente o el método
que se utilice (Tian et al., 2009; Banik et al., 2016). Resulta dificil clasificar estos
compuestos debido a que sus vias metabolicas de sintesis, sus propiedades y sus
mecanismos de accidén a menudo se superponen (Bodas et al., 2012). Los grandes grupos
mas conocidos son clasificados segln la ruta metabdlica de sintesis en: (a) terpenos o
isoprenoides y esteroides, (b) alcaloides y (c) fenoles. Los terpenos o isoprenoides se

clasifican segin el nimero de unidades de terpeno. Los monoterpenos (C10) son las
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moléculas méas representativas, constituyendo el 90% de los aceites esenciales (AE)
(Bodas et al., 2012). Los diterpenos (C20) presentan una amplia gama de usos en la
medicina tradicional (Mendoza et al., 2002; Santos et al., 2008). Los triterpenos (C30)
son importantes debido a su amplia distribucién en el reino vegetal y a sus aplicaciones
en farmacologia (saponinas triterpénicas o glucosidos cardiotonicos) (Bakkali et al.,
2008). Los esteroides conforman un grupo importante en esta categoria, ya que estimulan
el crecimiento de las plantas y son utilizados en la industria farmacoldgica debido a sus
efectos antinflamatorios y antimicrobianos (Grassmann, 2005). El segundo grupo,
corresponde a los alcaloides que son compuestos que contienen nitrégeno. Muchos son
extremadamente toxicos o teratogénicos para otros organismos, pero algunos pueden
tener efectos farmacologicos (Bruneton, 1999). Los fenoles constituyen el tercer grupo y
son una familia ampliamente distribuida en la naturaleza. Se caracterizan por tener al
menos un anillo aromatico con uno 0 mas grupos oxidrilo y se pueden encontrar desde
moléculas fendlicas simples, hasta compuestos altamente polimerizados. Contribuyen en
la pigmentacion, en el crecimiento y en la reproduccion de las plantas, asi como tambien
proporcionan resistencia a patdgenos y depredadores (Bravo, 1998). Se encuentran
comunmente en las plantas superiores debido a que estan involucrados en la sintesis de
ligninas (Bravo, 1998; Medjekal et al., 2017). Ademas, se ha reportado que tienen una
marcada actividad antimicrobiana (Dorman and Deans, 2000).

Sobre la base de las estrategias disponibles, en América Latina se han realizado
diferentes ensayos in vitro empleando una variedad de suplementos dietarios para analizar
el potencial de reduccion de CH4. En este sentido, el uso de AE de Lippia turbinata G.
(LT) y Tagetes minuta L. (TM) mostré buenos resultados en la reduccion de CHa entérico
(Garcia, 2018; Garcia et al., 2018; 2020). El uso de AE de Lippia origanoides Kunth

modula la estructura de la comunidad de los metandgenos ruminales, la actividad
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fibrolitica y, consecuentemente, la metanogénesis ruminal (Rodriguez, 2014). También
se han probado variedades de Morus alba, pero no se lograron resultados positivos
posiblemente debido a la dosis utilizada (Gonzélez et al., 2010). Asimismo, otros estudios
destacan el potencial de los propdleos para modelar la fermentacién ruminal con el fin de
reducir la produccion de CHa (Selem, 2012; Montiel et al., 2018). Los resultados
reportados son diversos y se requiere de la ejecucion de ensayos a nivel in vivo para
verificar el potencial de reduccion de CHs de los suplementos dietarios.

Por todo lo expuesto, resulta importante concentrar esfuerzos en desarrollar
estrategias de mitigacion que abarquen un enfoque con perspectivas mas sistematicas,
garantizando beneficios tanto a nivel productivo, social y ambiental (Benaouda et al.,
2017). En este abordaje, es necesario comprender las funciones y composiciones de las
comunidades microbianas del rumen para mejorar la productividad animal y reducir la
cantidad de energia perdida como CH4 (Henderson et al., 2015). Las alternativas de
mitigacion pueden diferir por su factibilidad, costo y posibilidad de aplicacion por los
usuarios finales. Esta claro que es poco probable que los agricultores adopten estas
medidas a menos que haya un impacto econdémico positivo en la produccion animal
(Beauchemin et al., 2008).

1.3.1. Aproximaciones in vitro para el estudio de la dindmica de la fermentacion

Los sistemas in vitro han sido disefiados con el objetivo de testear un gran
nimero de compuestos en un tiempo corto, de manera simple, selectiva, facilmente
interpretable y de bajo costo (Borris, 1996). Este tipo de aproximaciones simulan una
simplificacion de los complejos procesos que suceden en el rumen (Merry et al., 1990).
El funcionamiento consiste en la incubacion de uno o varios sustratos o moduladores de
la microbiota en condiciones que representan el ambiente ruminal, donde el gas producido

se toma como un indicador indirecto de la cinética de fermentacion (Schofield et al.,
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1994; Rymer et al., 2005). Si ademés se mide la degradacion de los sustratos incubados,
la informacion obtenida representa la proporcion de lo que se ha fermentado y ha sido
utilizado para el crecimiento bacteriano. Las mediciones que se obtienen complementan
los analisis de laboratorio estandar y por lo tanto ofrecen una alternativa mas rapida y
barata para la determinacion de la digestibilidad de los nutrientes in vivo. Ademas, se
pueden definir factores especificos que en estas condiciones pueden ocultarse por una
gran complejidad de situaciones (Kajikawa et al., 2003) y se pueden predecir las
respuestas con gran precision (Jayanegara et al., 2013). Los resultados de este tipo de
ensayos estan sujetos a limitaciones tales como pequefia replicacion experimental,
posibles falsos negativos y positivos, etc (Newbold et al., 2004). Ademas, se requiere un
largo tiempo para realizar un analisis y una gran cantidad de pasos, ya que la muestra no

tiene flujo de recambio (Yafiez-Ruiz et al., 2016).

En resumen, los sistemas de produccion de gas in vitro presentan las siguientes
ventajas: (a) la produccion de gas que se mide es resultado directo del metabolismo
microbiano; (b) los productos finales de la fermentacion pueden ser monitoreados en
intervalos cortos de tiempo; (c) permite probar varios compuestos a la vez (sustancias
quimicas, especies vegetales, ingredientes de dietas, extractos, etc) y las combinaciones
entre ellos; (d) permite disminuir el uso de animales experimentales (Busquet et al., 2006;
Patra and Yu, 2012; Yafez-Ruiz et al, 2016).

Los modelos fueron evolucionando desde la medicion manual de la presion de
gas (Theodorou et al., 1994), la recoleccion del mismo (Tekippe et al., 2013) y el uso de
equipos automatizados que permitian la medicion de la acumulacion de gas en tiempo
real (Groot et al., 1996; Pell and Schoefield, 1993), hasta la liberacion y recoleccion
periddica de gases a través de una valvula solenoide (Davies et al., 2000) asi como

equipos inalambricos para la liberacion de presion de gas (Ankom Technology, Macedon,
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NY, Estados Unidos). Todos estos avances aun requieren de la colecta manual del gas
para su posterior analisis. Para subsanar este problema, existe una técnica de medicién
automatizada que se basa en sensores de presion para analizar la proporcién de Hoy CH4
por cromatografia gaseosa (Muetzel et al., 2014). De este modo, la determinacion de los
productos finales de la fermentacién, los residuos y los perfiles de produccion de gas
permiten calcular y estimar tanto la tasa como la eficiencia de fermentacion.

El microbioma ruminal es diverso y posee un ambiente competitivo, el cual se
encuentra en un estado constante de flujo. No obstante, la posibilidad de mejorar las
funciones del rumen existe y los intentos por alterar la fermentacion ruminal usando
compuestos bioactivos se realizan desde hace muchos afios. Las motivaciones para
enfocarse en la manipulacion ruminal se centran en el deseo de obtener cambios positivos
en la fermentacion y subsecuentemente la productividad del animal, sin que ocurran
desordenes digestivos (McCann et al., 2017). Como se menciond con anterioridad, las
plantas producen una gran variedad de compuestos bioactivos, los cuales pueden dar
respuesta de defensa al ataque de insectos y microorganismos, asi como la adaptacion a
ambientes adversos (Akula and Ravishankar, 2011). Por lo cual, se entiende por bioactivo
a aquellos compuestos que tienen la capacidad de provocar efectos farmacoldgicos o
toxicolégicos en humanos o animales (Durmic and Blache, 2012). Se ha demostrado que
estos compuestos son Utiles para manipular algunos procesos metabdlicos en los
rumiantes y modular selectivamente las poblaciones microbianas del rumen permitiendo
mejorar la fermentacién, el metabolismo del nitrégeno y reducir la produccion de metano
(Patra and Saxena, 2011; Garcia et al., 2020).

Con base en lo anteriormente expuesto, la pregunta de investigacion a responder

en esta Tesis fue determinar si compuestos bioactivos provenientes de plantas que crecen
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en Argentina eran capaces de modular el ecosistema ruminal para disminuir las emisiones

de CH4 entérico evaluado en ensayos in vitro.
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EVALUACION IN VITRO DE MATERIAL VEGETAL Y SUS EXTRACTOS
SOBRE LA METANOGENESIS RUMINAL
2.1. Introduccion

Argentina cuenta con una amplia diversidad de especies botanicas que contienen
compuestos bioactivos que han sido utilizados tradicionalmente con fines medicinales. El
42% de la flora medicinal a nivel nacional esta compuesta por las familias Asteraceae,
Fabaceae, Verbenaceae y Solanaceae (Goleniowski et al., 2006). Se conocen mezclas de
compuestos bioactivos de 602 especies de plantas que poseen propiedades terapéuticas
(Ratera and Ratera, 1980; Alonso, 2004) y accion antimicrobiana (Salvat et al., 2004;
Cabana et al., 2013, da Cruz Cabral et al., 2013). Muchas de ellas contienen compuestos
con capacidad antioxidante, particularmente del tipo polifenoles que pueden actuar como
agentes reductores, donadores de hidrogeno, inhibidores de oxigeno y quelantes de
metales (Morel et al., 1998; Wagner and Ulrich-Merzenich, 2009).

El poleo, cuyo nombre cientifico es Lippia turbinata f. turbinata G. (LT),
pertenece a la familia Verbenaceae, que abarca cerca de 100 géneros y 2000 especies
aproximadamente. Argentina cuenta con 26 géneros y 180 especies, de las cuales 55 son
endémicas (Mulgura et al., 2003). En medicina popular LT es utilizado como diurético y
digestivo. Sobre la base de sus propiedades aromaticas y medicinales, es una planta
requerida en la industria para la elaboracion de yerbas compuestas y té de hierbas. Su
distribucién en Argentina abarca las provincias del centro-oeste (Alonso, 1998).

El suico, cuyo nombre cientifico es Tagetes minuta L. (TM), pertenece a la
familia Asteraceae, la cual comprende alrededor unos 1700 géneros (Katinas et al., 2007)
con unas 23.000 especies (Jeffrey, 2007; Sadia et al., 2013). Cabe destacar que a pesar de
que se distribuye por todo el mundo (Gil et al., 2000), mas de 50 de ellas son originarias

de América Central y América del Sur (Kaplan, 1958; McVaugh, 1984). En Argentina
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se pueden encontrar 12 especies, 5 de las cuales son endémicas (Ojeda et al., 2015).
Tagetes minuta es una de las tres especies que se encuentran en la provincia de Cordoba
y crece en forma silvestre desde la primavera hasta principios del invierno cuando
completa su ciclo de vida en zonas montafiosas. Ha sido ampliamente utilizado como
antihelmintico, diurético, antiespasmddico y como infusion para el tratamiento de
enfermedades intestinales y estomacales (Tereschuk et al., 1997; El-Deeb et al., 2004).
Ademas, se ha encontrado que posee bioactividad contra bacterias tanto Gram (+) como
Gram (-) (Tereschuk et al., 1997; Ojeda et al., 2015). También se usa en la industria
alimenticia, dado que se incorpora como componente de bebidas, postres, dulces y
gelatinas, entre otros usos (Leung, 1980).

En la actualidad se cuenta con informacion de muchas especies con propiedades
antimicrobianas utilizadas como modificadores de la fermentacion ruminal (Busquet et
al., 2006; Patra et al., 2010). Nuestro grupo de trabajo ha avanzado en esta linea, haciendo
énfasis en el uso de los AE extraidos de LT, TM y otras especies que crecen en las Sierras
de Cordoba como aditivos que permitan mitigar la emision de CH4 (Martinez Ferrer et
al., 2014; Garcia et al., 2018; 2020). Con el objeto de ampliar y complementar el enfoque
de la linea de trabajo, en este capitulo se aborda el estudio de otros compuestos, diferentes
a los AE, presentes tanto en el LT como en el TM y con bioactividad potencial para
disminuir las emisiones de CHa. Existen pocos trabajos donde se aborda el tema de
extractos o compuestos bioactivos que sean diferentes a AE, saponinas, taninos y
extractos liquidos, generando un vacio de conocimiento. El estudio de exploracion de las
fracciones sélidas secuenciales obtenidas luego del uso de solventes con polaridades
variadas, resulta mas ventajoso para separar compuestos de polaridad afin y practico para
su dosificacion en las dietas de los animales. Al ser los compuestos bioactivos una mezcla

de varios elementos, separarlos por polaridades brinda mayor informacion respecto a la
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bioactividad ya que, al haber diferentes grupos estructurales y sustituyentes, resulta en
componentes de polaridad diversa.

Las técnicas de produccion de gas in vitro son ampliamente utilizadas para
evaluar de manera réapida y sencilla la capacidad antimetanogénica y modificadora de la
fermentacién ruminal de una amplia gama de plantas y compuestos (Garcia-Gonzélez et
al., 2008a; Patra et al., 2010; Durmic et al., 2010). Estas caracteristicas son ideales para
disefiar pruebas donde se busque obtener una gran cantidad de informacién en poco
tiempo y sin necesidad de contar con demasiados animales experimentales.

Por lo tanto, el objetivo de este capitulo fue examinar in vitro la presencia y nivel
de bioactividad en planta entera o fracciones de L. turbinata G. y T. minuta L. obtenidas
a partir del tratamiento con diferentes solventes.

2.2. Hipotesis

Tanto los materiales vegetales completos como los extractos sélidos de LTy TM
obtenidos a partir de solventes poseen actividad antimicrobiana que modula el ecosistema
ruminal, especialmente en lo que hace a la produccion de metano.

2.3. Materiales y métodos
2.3.1. Material vegetal

Las muestras vegetales pertenecen a las especies LT y TM. Las mismas fueron
recolectadas en Characato (31°28°77°S, 64°12°32>’W), provincia de Cdrdoba
(Argentina) entre abril y mayo de 2016. Posteriormente a su recoleccidn, un representante
de cada espécimen se deposito en la Coleccion de Servicios de Herbario “ACOR” de la
Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Nacional de Cérdoba para su
identificacion taxonomica (Cabrera, 2012; Mulgura et al., 2012). EI material restante fue

almacenado en un lugar fresco y oscuro hasta la siguiente etapa.
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2.3.2. Obtencion de los extractos vegetales

El material vegetal (hojas y flores) fue oreado y molido en molinillo de cuchillas
(Tipo Wiley Model 4, Thomas Scientific™, Estados Unidos) para ambas especies (poleo
molido, PM; suico molido, TM). Se determind materia seca en estufa a 105 °C. Se
realizaron extracciones consecutivas (secuenciales) segun la polaridad de los solventes
empleados por Tian et al. (2009) con las siguientes modificaciones. Se colocaron 9 g (en
base seca) de cada especie en balones a los cuales se le agregaron 250 mL de éter de
petroleo y se dispusieron en bateria calefactora con circuito cerrado (Decalab FbrR,
Argentina) a una temperatura de 60 °C durante 6 h. Transcurrido este tiempo, el contenido
del balon se filtré mediante papel de filtro tipo Whatman N ° 1, descartandose el solvente.
El residuo solido permanecio toda la noche bajo campana de extraccion de gases y
protegido de la luz. Una vez seco el residuo, se guardd una fraccion de cada especie
vegetal en botella de propileno dentro de desecador y al resguardo de la luz. Esta fraccion
correspondié al residuo en éter (poleo en éter, PE; suico en éter, SE). La fraccidn restante
se utilizo para la posterior extraccion con acetona. El procedimiento se realizd segun lo
descripto anteriormente, excepto que la temperatura de ebullicién fue de 56,5 °C. Asi se
obtuvo el residuo seco (poleo en acetona, PA, suico en acetona, SA) que fue guardado en
botella de propileno dentro de desecador al resguardo de la luz. Una parte de este residuo
seco se utilizo para la extraccion con alcohol etilico a 78 °C durante 6 h. El residuo seco
obtenido se guardo6 de igual manera que los anteriores (poleo en alcohol, PAL; suico en
alcohol, SAL).

Para obtener el extracto acuoso se utilizaron 50 g de material vegetal en base
seca en 250 mL de agua destilada en un vaso de precipitado. Los mismos se calentaron
en llama baja por 5 a 10 min sobre mechero (Patra et al., 2010), se dejaron enfriar y se

filtraron de igual manera que los demas residuos. El material obtenido posterior al filtrado
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fue liofilizado (Freezone 12 Plus, LABCONCO, Kansas, Estados Unidos) y se guard6 en
botella de propileno dentro de un desecador, al resguardo de la luz hasta su uso (poleo en
agua, PAG; suico en agua, SAG).

La eleccion de los solventes fue realizada en funcion de la ausencia de toxicidad
para el ambiente ruminal en bajas dosis y teniendo en cuenta la diferencia que presentan
en cuanto a polaridad (Tian et al., 2009; Patra et al., 2010; Banik et al., 2016). De este
modo se generaron las diferentes fracciones que corresponden a los siguientes
tratamientos: (a) hojas molidas de ambas especies (PM y SM), (b) extractos en éter (PE
y SE), (c) extractos en acetona (PA y SA), (d) extractos en alcohol (PAL y SAL) y (e)
extractos en agua (PAG y SAG) en tres dosis (0, 1y 2 g/L), donde la dosis 0 se usé como
control (DO0). Por lo tanto, se evaluaron 21 tratamientos en total (control + 2 especies x 4
extractos + material vegetal x 2 dosis).

2.3.3. Incubacion in vitro

Los ensayos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Calidad de Forrajes y
Nutricion Animal, de la Estacion Experimental Manfredi del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (EEA INTA), en la provincia de Cordoba.

Los efectos de las plantas molidas y sus extractos o fracciones sobre la
fermentacion ruminal fueron examinados en incubaciones de cultivos in vitro en botellas
de 120 mL. El sustrato que se utiliz6 para la fermentacion fue una mezcla de heno de
alfalfa (0,4 g) y grano de maiz himedo (0,1 g) completamente homogeneizado y molido
a través de un tamiz de 2 mm. La composicion quimica del sustrato se muestra en el
Cuadro 19 del Anexo.

Para obtener el fluido ruminal (FR) utilizado en las incubaciones se usaron tres
novillos Hereford con canula ruminal (516 + 53 kg). Los mismos fueron alimentados con

una dieta de heno de alfalfa y grano de maiz molido en una proporcion 80:20 en base seca
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(Cuadro 20, Anexo), 10 dias previos al inicio del ensayo (periodo de adaptacion) y
durante el mismo. Los animales tuvieron acceso al agua ad libitum. EI FR se recolectd
antes del alimento de la mafiana (hora 0) y se transportd hasta el laboratorio en recipientes
térmicos precalentados. Una vez alli, el FR fue homogeneizado y filtrado dos veces a
través de una doble capa de gasa en un matraz con agitador magnético mantenido a

39°C.

El medio de cultivo consistié en 40 mL de una solucién buffer carbonato-fosfato
y 10 mL de FR mantenido bajo flujo continuo de didxido de carbono (CO-) a 39 °C (Tilley
and Terry, 1963). Para obtener los tratamientos correspondientes a la dosis de 1 g/L, se
incorporaron 50 mg de extracto en 450 mg de sustrato, excepto en el control donde el
mismo alcanzé 500 mg. En el caso de la dosis de 2 g/L, la cantidad de extracto
incorporado fue de 100 mg, mientras que de sustrato se agregaron 400 mg. A todas las
botellas se les adicionaron 50 mL del medio de cultivo manteniendo las condiciones de
anaerobiosis. Estos recipientes se sellaron con tapones de gomas y precintos de aluminio
para su posterior inmersion en una incubadora, donde se mantuvieron a 39 °C por 48 h.
Ademas, se incluyo un blanco (FR mas buffer, sin sustrato) usado para correccion de los
datos de produccién de gas.

La presion en las botellas se midi6 a intervalos predeterminados (horarios)
durante la incubacion con un transductor de presion (Sper Scientific Ltd., Scottsdale,
Arizona, Estados Unidos). Las botellas se agitaron manualmente luego de cada lectura
segun lo sugerido por Theodorou et al. (1994). El gas fue recolectado en botellas de 250
mL para la posterior determinacion de CHa. Al final de la incubacion (48 h) las botellas
se colocaron en hielo con el fin de detener la fermentacién y se almacenaron a -20 °C

para analisis posteriores.
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2.3.4. Analisis quimico del material vegetal, de los extractos, variables y parametros
bioguimicos de fermentacion

El anélisis quimico del material vegetal y extractos obtenidos se bas6 en las
siguientes determinaciones: materia seca (MS), materia orgénica (MO), cenizas (Cen),
proteina bruta (PB), fibra detergente neutra (FDN), fibra detergente acida (FDA),
digestibilidad de la materia seca in vitro (DMSiv) (Cuadro 1). La estimacién de la MS se
realiz6 en estufa a 105 °C por 24 h, mientras que la de Cen se realiz6 en una mufla a 550
°C por 6 h. La MO se obtuvo mediante la diferencia de pesajes entre la MS y la Cen. La
PB fue determinada por el método Kjeldahl (AOAC, 1990: 984.13). Las fibras, tanto FDN
como FDA, se analizaron segun lo propuesto por Van Soest et al. (1991) usando un
Analizador de Fibra ANKOM?® (Ankom®, Tech. Co., Macedon, NY, Estados Unidos),
con amilasa y sin sulfito de sodio. La determinacién de DMSiv se efectud de acuerdo con
la metodologia de Tilley and Terry (1963) usando un incubador Daisy" (Ankom®, Tech.
Co., Macedon, NY, Estados Unidos) con una relacion 1:4 FR: buffer fosfato-carbonato.

Las variables de fermentacion estudiadas fueron la produccion de gas, la
concentracion de CHa y la degradabilidad in vitro de la MS y MO. El volumen total de
gas producido luego de 48 h de incubacion se calculé mediante una ecuacion de regresion
lineal ajustada en ensayos previos realizados por el grupo de trabajo (Garcia, 2018):

Volumen gresiony = 4,905 X psi + 0,543 (n = 629; r>=0,972);

La produccion de gas fue estimada a partir del registro de la presion a las 4, 8,
12, 16, 24, 36 y 48 h de incubacion utilizando un transductor de presién (Sper Scientific
Ltd., Scottsdale, Arizona, Estados Unidos) y se calculé sumando el volumen de gas
corregido por la ecuacion de regresion y por el blanco (botellas sin sustrato). Ademas, se
determind la produccién de gas respecto a los g de MS incubada (PGMS; mL/gMSi) y

por los g de MO incubada (PGMO; mL/gMOi).
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Para la medicion de CHa producido se recolectd el volumen total de gas
producido hasta las 48 h en botellas de 250 mL selladas herméticamente. La
concentracion de CHs in vitro se estim6 a partir de una alicuota tomada del gas
recolectado, la cual fue depositada en una botella de muestreo de gases (Exetainer® 12
mL Vial Flat Bottom, LABCO Limited, United Kindom). La cuantificacion de CHa4 (%
CH.) se realiz6 mediante el uso de un cromatdgrafo de gases (Hewlett Packard® 4890)
equipado con una columna Porapak N 80/100 de 2 m de largo y N2 como gas carrier. La
temperatura del inyector fue de 110 °C, la columna se mantuvo constante a 90 °C durante
el analisis y la temperatura del detector (FID) fue de 250 °C. Asimismo, la expresion del
volumen de CH4 producido se realizd tanto con base en la materia seca (MMSi; mL CH./g
MSi) y a la materia organica incubada (MMOi; mL CH./g MOi).

La degradabilidad in vitro de la MS (MS d) y la MO (MO d) se determiné en
forma gravimétrica por diferencia de peso y se expresé en término de gramo degradado
sobre gramo incubado (degr/inc) y en porcentaje (%DMS, %DMO). El contenido de los
viales se trasvasO a crisoles previamente pesados (DURAN® 25-851-32 DURAN
Produktions GmbH & Co.; Hattenbergstr, Mainz, Alemania) se filtré y dejo en estufa de
105 °C por 24 h. Los residuos secos se pesaron y las cenizas se determinaron a 550 °C
por 6 h.

En el caso de los parametros bioquimicos de fermentacion, a las 48 h se

determinaron el pH, el contenido de nitrdgeno amoniacal (N-NHs), concentracion de

AGV, la cantidad deprotozoos y el factor de particion (FP). Los valores de pH fueron
determinados en la fase liquida de los viales y se midieron con peachimetro (Sartorius
PT-10, Sartorius AG, Goettingen, Alemania).

EI N-NHs fue determinado mediante el uso de la técnica de espectro colorimetria

empleando el kit de uremia (Lab Wiener=, Rosario, Argentina). Las muestras fueron


https://www.labco.co.uk/products/standard-exetainer-cap/product/538-exetainer-12ml-labelled-x-1000
https://www.labco.co.uk/products/standard-exetainer-cap/product/538-exetainer-12ml-labelled-x-1000
https://www.labco.co.uk/products/standard-exetainer-cap/product/538-exetainer-12ml-labelled-x-1000
https://www.labco.co.uk/products/standard-exetainer-cap/product/538-exetainer-12ml-labelled-x-1000
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estabilizadas con 4&cido sulfurico 0,02 N en iguales proporciones, luego fueron
centrifugadas por 10 minutos a 5,000 x g. Las lecturas fueron determinadas a 540 nm con
un espectrofotometro Spectronic Helios 6 UV-Visible (Thermo Electron Corporation,
Massachusetts, Estados Unidos).

Las muestras para el analisis de AGV se estabilizaron con &cido ortofosférico
(1:10). Luego de ser descongeladas y centrifugadas a 16,000 g durante 10 min, se filtrd
el sobrenadante a través de filtros de celulosa de poros de 0,45 pum en viales de
cromatografia gaseosa (GC) de 2 mL. Se inyect6 una muestra de AGV de 1 uL enun GC
Perkin Elmer Clarus 580 equipado con una columna capilar Elite-FFAP (Perkin Elmer,
Shelton, CT, Estados Unidos) y un detector de ionizacion de llama. El helio a 1,5 mL fue
el gas portador. La temperatura inicial fue de 90 °C con una rampa de 12 °C / min hasta
150 °C, que se mantuvo durante 5 min.

Los recuentos de protozoos en el rumen se basaron en la metodologia de
Dehority (1993) que consiste en mezclar una muestra liquida previamente filtrada en
alicuotas de 4 mL con 4 mL de solucion salina de formalina (formalina al 10% en solucion
de NaCl al 0,85%). Posteriormente los preparados fueron coloreados con verde de metilo
y se contaron bajo un microscopio éptico con un objetivo de 25 x (Nikon eclipse
E200MV®, Nikon©, Tokio, Japon).

El FP (mg de MS degradados/mL de gas producido) fue calculado como un
indicador de eficiencia de fermentacion (Blummel et al., 1997).

2.3.5. Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizd un disefio completamente aleatorizado con 3 réplicas biologicas
discontinuas en el tiempo (corridas) y en cada una de ellas 3 réplicas técnicas (botellas).
El analisis se realizd por separado para cada especie vegetal (LT y TM). Los efectos fijos
fueron los materiales molidos y los extractos evaluados a dos dosis de inclusion,

mientras


https://www.google.com.ar/search?q=Waltham%2B(Massachusetts)&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3ME2vMilS4gAxM6qMTbU0Msqt9JPzc3JSk0sy8_P084vSE_MyqxJBnGKr9MSiosxioHBGIQDFqWluQQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwjG05y0-OLeAhUQPJAKHRd-BZUQmxMoATAXegQIBRAV
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que cada réplica biolégica o corrida fue considerada como efecto aleatorio. Los datos
se analizaron con modelos lineales generalizados mixtos utilizando el software R 3.6.2.
El efecto de cada inclusion (extracto y material vegetal) sobre los parametros de
fermentacién (diferencia de cada tratamiento con respecto al control), fue expresado
como incremento o disminucién (en porcentaje) respecto al valor del control (Garcia-
Gonzalez et al., 2008a). Se utiliz6 el test de Dunnett para comparar las medias contra el
control (Garcia-Gonzalez et al., 2008a). La significancia se declaré cuando p<0,05 y las
tendencias fueron discutidas cuando p<0,10.
Yij= W+ Ti + B + sij,

Yij fue la observacion, u fue la media general para cada parametro, ti fue el efecto del
tratamiento (i = 1, ..., 11), Bj fue el efecto de la corrida (j = 1, 2, 3) y sij fue el error
residual.

Se realizé un Analisis de Componentes Principales (ACP) entre la composicion
quimica y las variables de fermentacion mediante el programa Infostat P (Di Rienzo et
al., 2018). Cabe aclarar que para la determinacién de la degradabilidad in vitro del
sustrato se utilizo una de las tres réplicas técnicas. La segunda se empleo para las restantes
determinaciones, mientras que la tercera fue guardada como respaldo en cada una de las
corridas realizadas.

2.4. Resultados
2.4.1. Composicion quimica del material vegetal y sus extractos
La composicion quimica del material vegetal y extractos obtenidos con los

diferentes solventes se muestra en el Cuadro 1.
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Cuadro 1: Composicion quimica del material vegetal y los extractos (en g/kg MS).

MS MO Cen PB FDN FDA DMSiv
PM 880 863 137 173 526 355 589
PE 905 858 142 169 526 355 600
PA 891 850 150 169 554 376 587
PAL 877 851 149 179 566 377 589
PAG 991 867 133 158 559 382 592
SM 909 915 85 145 490 340 669
SE 905 935 64 145 492 345 645
SA 897 932 68 143 559 397 599
SAL 882 918 82 152 578 394 564
SAG 986 966 34 120 606 418 568

PM: poleo molido; PE: poleo en éter; PA: poleo en acetona; PAL: poleo en alcohol; PAG:
poleo en agua; SM: suico molido; SE: suico en éter; SA: suico en acetona; SAL.: suico en
alcohol; SAG: suico en agua; MS: materia seca; MO: materia organica; Cen: cenizas; PB:
Proteina bruta; FDN: Fibra Detergente Neutro; FDA: Fibra Detergente Acido; DMSiv:
digestibilidad de la materia seca in vitro.

2.4.2. Produccion de gas, concentracion de metano y degradabilidad in vitro del
sustrato

Los efectos de la inclusién tanto de las plantas molidas como de los extractos
sobre la produccion de gas total, de metano y de la degradabilidad in vitro se presentan
en los Cuadros 2 y 3.

En cuanto a LT, la produccion de gas relacionada tanto a la MS incubada
(mL/gMSi) y la MO incubada (mL/gMOi) se vio disminuida por los tratamientos con
respecto al DO, exceptuando a PA1 y PAG1. La reduccion de PGMS varié entre 3,4% y
15,1% (PAl, p=0,27 y PAG2, p<0,001). De igual modo, la PGMO disminuyo,
registrandose la minima reduccién para el tratamiento PAL (2,9%, p=0,47) y la mayor

para PM2 (10,2%, p<0,0001). En cuanto a %CHys, solo PA2 (p=0,01) y PAL1 (p=0,006)
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evidenciaron reducciones, las cuales variaron entre 17,5 y 23,1%, respectivamente.
Respecto a la produccion de mL de CH4 en funcion de los gramos de MS y la MO
incubados, los tratamientos antes mencionados mostraron reducciones significativas y
variaron entre 25% (PA2: p=0,01) y 27,3% (PALL: p=0,006) para la MSi, y 25,7% (PAZ2:
p=0,013) y 27,9% (PALL1: p=0,007) para la MOi. Por otro lado, todos los tratamientos
disminuyeron la degradabilidad de MSi y la MQOi con respecto a la DO (desde 4,2% en
PAL1 hasta 12,7% en PAL2 y PAG2), exceptuando los tratamientos PAl y PAL1 cuyas

reducciones no fueron significativas.
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Cuadro 2: Efecto de la inclusion de material vegetal y extractos de LT sobre la produccion de gas, de metano y la degradabilidad in vitro del sustrato en

relacion a la DO.

Variables DO PM1  PM2 PE1  PE2 PAL  PA2 PAL1 PAL2 PAGL  PAG2 EE p-valor
ANAVA
PGMS (mL/gMSi) 186,10 177,62 165,73™ 17518~ 168,23 179,69 168,09™ 176,62° 16567 179,54 158,04 2,929 <0,0001
PGMO (mL/gMOi) 206,48 197,81° 18532™ 19529° 18844 20048 188,52  197,09° 18590° 199,89  188,61° 2,312 <0,0001
%CHs 376 379 3,50 349 357 357 3,10° 2,89” 3,55 3,50 4,02 0,307 0,0194
MMSi (CHsmL/gMSi) 7,02 674 579" 612 5091 643 523" 510™ 582 6,26 5,99 0,448 0,0099
MMOi (CHsmL/gMOi) 7,89 747 645 680 664 714 586" 569” 6,56 6,92 6,71 0,501 0,0219
MS d (g degr/g inc) 076 071"  068™  069™ 070" 072 069 073 069" 070"  066™ 0,015 <0,0001
MO d (g degr/g inc) 071 066" 063 066" 065" 067 064™ 068 062" 065" 062 0,016 <0,0001

DO: dosis cero; PM1: poleo molido 1 g/L; PM2: poleo molido 2 g/L; PE1: poleo en éter 1 g/L; PE2: poleo en éter 2 g/L; PAL: poleo en acetona 1 g/L; PA2: poleo en
acetona 2 g/L; PAL1: poleo en alcohol 1 g/L; PAL2: poleo molido 2 g/L; PAG1: poleo en agua 1 g/L; PAG2: poleo en agua 2 g/L. Significancia: *, p < 0,05; **, p < 0,01;

*** p < 0,001. La significancia corresponde a la comparacion de cada tratamiento con respecto a DO.
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Cuadro 3: Efecto de la inclusién de material vegetal y extractos de TM sobre la produccion de gas, de metano y la degradabilidad in vitro del sustrato en
relacion a la DO.

Variables DO SM1  SM2 SE1 SE2 SAL SA2 SALL SAL2  SAGl  SAG2 EE p-valor
ANAVA
PGMS (mL/gMSi) 186,10 179,71" 172,52 181,00 174,12 18333  173,40™ 179,19™ 172,41™ 17829™ 171,32™ 1,983 <0,0001
PGMO (mL/gMOi) 206,48 198,90 190,69 200,21 191,61 191,02 202,71  19841° 190,54 196,41° 187,43™ 2,431 <0,0001
%CHs 376 348 3,67 343" 3,55 3,52 3,38" 360 3,68 3,63 3,46" 0,195 <0,0001
MMSi (CHsmL/gMSi) 7,02 624~ 591" 555 6,18" 6,47 6,38" 645 646 6,48 5,95" 0,735 <0,0001
MMOi (CH.mL/gMOi) 7,89 691 654 6,12" 6,81 7,24 6,48" 715 7,23 7,14 6,51" 0,756 <0,0001
MS d (g degr/g inc) 076 075 071" 071" 070" 0,73 070 072 071" 070"  0,69™ 0,010 <0,0001
MO d (g degr/g inc) 071 069 066™ 066~ 065" 067 064™ 067" 065 065 062 0,015 0,0019

DO: dosis cero; SM1: suico molido 1 g/L; SM2: suico molido 2 g/L; SE1: suico en éter 1 g/L; SE2: suico en éter 2 g/L; SAL: suico en acetona 1 g/L; SA2: suico en acetona 2
g/L; SAL1L: suico en alcohol 1 g/L; SAL2: suico en alcohol 2 g/L; SAGL: suico en agua 1 g/L; SAG2: pole en agua 2 g/L. Significancia: *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p<
0,001. La significancia corresponde a la comparacion de cada tratamiento respecto a DO.
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De manera grafica, se puede observar el efecto relativo de la degradabilidad del
sustrato (tanto en MS como en MO) de los tratamientos en relacion con la produccién de
metano (Figura 4). Se evidencia que para los tratamientos PA2 y PAL1, la reduccion en
la cantidad de metano es mayor al 20% con respecto a la DO (Fig.4-a y b), mientras que
la degradabilidad del sustrato se vio reducida en un méximo de 12,7 % (PAL2 y PAG2)

y un minimo de 4,2% (PALZ) respecto a la DO.
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Figura 4: a) Reduccion relativa respecto al control de la produccién de metano (mL/gMSi) vy la
degradabilidad de la MSi del sustrato (g/g). b) Reduccion relativa respecto al control de la
produccion de metano (mL/gMOi) y la degradabilidad de la MOi del sustrato (g/g). Puntos (°):
DO: dosis cero; PM1: poleo molido 1 g/L; PM2: poleo molido 2 g/L; PE1: poleo en éter 1 g/L;
PE2: poleo en éter 2 g/L; PAL: poleo en acetona 1 g/L; PA2: poleo en acetona 2 g/L; PAL1:
poleo en alcohol 1g/L; PAL2: poleo molido 2 g/L; PAG1: poleo en agua 1g/L; PAG2: poleo en
agua 2 g/L.

El analisis de componentes principales (ACP) se realiz6 a partir de los datos
estandarizados correspondientes a los tratamientos de LT, donde las dos primeras
componentes principales explicaron el 75% de la variabilidad total observada (Figura 5).
La CP1 explicé la mayor variabilidad (55,5%) y mostrd que las variables con mayor
inercia fueron la produccién de gas y la degradabilidad (%DMS, %DMOQO), asi como el
namero de protozoos/mL. Dichas variables separaron a todos los tratamientos de LT en
la dosis 1, que presentaron mayores valores de produccion de gas, %DMS, %DMO vy

menor numero de protozoos/mL, con respecto a los mismos tratamientos en la dosis 2.



42

Para la CP2 (19,5%), las variables con mayor peso correspondieron a la produccion de
CHs, separando principalmente al tratamiento PAG2 de los PA2 y PAL1, que se

comportaron como los mas extremos.
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Figura 5: Gréfico biplot obtenido a partir del ACP para LT. CP1: componente principal 1; CP2:
componente principal 2.

El patron reportado para LT también se registro en el caso de TM, ya que la
PGMS fue afectada de manera negativa, excepto por los tratamientos SE1 y SA1 (p=0,08
y p=0,75, respectivamente) y vario entre 1,5% y 8% con los tratamientos SAl y SAG2.
De igual manera, la PGMO no resulté afectada por SE1 (p=0,28) y SA2 (p=0,74). Con
respecto a la produccion de %CHs4, SM1, SE1, SA2 y SAG2 evidenciaron una reduccion
significativa (p=0,018; p=0,019; p=0,0198 y p=0,0168, respectivamente) respecto de DO.
Por otro lado, la produccién MMSiI, se redujo en todos los tratamientos, pero solo SE1,
SM2, SAG2, SE2, SM1 y SA2 lo hicieron de manera significativa (p=0,023; p=0,021;
p=0,031; p=0,014; p=0,026; p=0,019, respectivamente). De igual manera MMOi resultd

disminuida por SE1, SA2 y SAG2 (p=0,02; p=0,014 y p=0,017, respectivamente). La
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mayor disminucion se obtuvo con SE1, donde se alcanzé una reduccion del 20,1%
(MSi)y 22,4% (MOi) con respecto a la DO. En cuanto a la degradabilidad de la MSi,
exceptuando los tratamientos SA1l, SAL1 y SM1 (p=0,17; p=0,054 y p=0,95,
respectivamente), todos los demas tratamientos registraron una reduccién significativa,
comparados a la DO. La degradabilidad de la MOi se vio afectada de manera negativa
en todos los tratamientos, excepto en SM1, donde la reduccion fue de solo 2,8%
(p=0,37), mientras que el rango de reduccion varié entre 2,8% en SM1 y 12,7% en
SAG2.
La figura 6 (a y b) muestra el efecto relativo de la degradabilidad del sustrato
(tanto en MS como en MO) de los tratamientos con relacion a la produccion de metano.
Para el tratamiento SE1, la reduccion en la cantidad de metano supera al 20% respecto a
la DO, mientras que la degradabilidad del sustrato se vio reducida en un maximo de 12,7%

(SAG2) y un minimo de 1,3% (SM1) respecto a la DO.
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Figura 6: a) Reduccidn relativa respecto al control de la produccion de metano (mL/gMSi) y la
degradabilidad de la MSi del sustrato (g/g). b) Reduccion respecto al control de la produccién de
metano (mL/gMOi) y la degradabilidad de la MOi del sustrato (g/g). Puntos (¢): DO: dosis cero;
SM1: suico molido 1 g/L; SM2: suico molido 2 g/L; SE1: suico en éter 1 g/L; SE2: suico en éter
2 g/L; SAL: suico en acetona 1 g/L; SA2: suico en acetona 2 g/L; SAL1: suico en alcohol 1 g/L;
SAL2: suico molido 2 g/L; SAG1: suico enagua 1 g/L; SAG2: suico en agua 2 g/L
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El ACP se realizé a partir de los datos estandarizados correspondientes a los
tratamientos de TM, donde las dos primeras componentes principales explicaron el 71%
de la variabilidad total observada (Figura 7). La CP1 explico la mayor variabilidad
(53,8%) y mostrd que las variables con mayor inercia fueron la produccion de gas y la
degradabilidad (%DMS, %DMO), asi como el nimero de protozoos/mL. Dichas
variables separan a SAL1, SM1, SA1, DOy SAG2 del resto de los tratamientos. El eje 2
representd el 17,2% de la variabilidad, donde las variables con mayor peso fueron el pH

y el nimero de protozoos/mL, separando a los tratamientos SE1 y SAL2 del resto.
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Figura 7: Gréfico biplot obtenido a partir del ACP para TM. CP1: componente principal 1; CP2:
componente principal 2.
2.4.3. Parametros bioquimicos de la fermentacion in vitro

El patron obtenido para ambas especies es similar dado que, tanto el pH, como
el contenido de protozoos (N°/mL) y el FP no se vieron influenciados significativamente
con la adicion del material vegetal y sus extractos. Sin embargo, el contenido de N-NH3

en LT fue significativamente mayor en los tratamientos PM1, PM2, PA1, PAL1, PAL2 y



45

PAG1l (p<0,001) (Cuadro 4). En TM, todos los tratamientos aumentaron la
concentracion respecto a DO, excepto SM1 y SAG2 que no mostraron diferencia
(p>0,05) (Cuadro 5).

Con respecto a los resultados obtenidos para AGV, el patrdn en ambas especies
fue diferencial (Cuadros 4 y 5). En LT los tratamientos que resultaron significativos para
la produccién de Propionico fueron PAL, PALL, PE1, PE2, PM1 yPM2 (p<0,0001). Solo
PAL y PAL1 causaron una reduccion respecto a la DO de 29% y 25%, respectivamente.
Entanto, PEL, PE2, PM1 y PM2 aumentaron la cantidad de Propidnico hasta en un 100%
en el caso de PM1. Con respecto a la produccion de Acético, PAl, PA2 y PALL1 lo
redujeron de manera significativa, llegando a un méaximo de 36% en PALIL.
Contrariamente, PE1, PM1 y PM2 aumentaron (p<0,0001) la produccién hasta en un 49%
con PML1. Larelacion A/P resulto disminuida de manera significativa (p<0,05) por PE2 y
PM1, en 15% y 28%, respectivamente. La produccion de AGV totales disminuyo
(p<0,005) con los tratamientos PA1, PA2 y PAL1 (30%, 25% y 40%, respectivamente),
mientras que PE1, PM1y PM2 aumentaron la produccién (p<0,05) en 18%, 56% y 25%,
respectivamente.

Por su parte, el TM presentd un comportamiento diferente. Respecto a la
produccién de Propionico, los tratamientos SA1, SA2, SAG1, SAG2, SAL1, SAL2, SE2,
SM1 y SM2 resultaron en una disminucion que varié entre 10% con SAL2 y 46% con
SA2 respecto a la DO (p<0,05). En cuanto a la produccion de Acético, los tratamientos
SAl, SA2, SAL1, SE2, SM1y SM2 lo redujeron (p<0,005). SAL1 y SE2 disminuyeron
en 10%, mientras que SA2 lo hizo en 33%. La relacion A/P solo resulto afectada con los
tratamientos SA1 y SA2 (p<0,0001), aumentando en 20% Yy 26%, respectivamente. La
produccion total de AGV fue disminuida (p<0,05) con los tratamientos SA1, SA2, SAL1,

SE2, SM1y SM2, con un minimo de 17% en SAL1y un maximo de 42% con SA2.
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Cuadro 4: Efecto de la inclusién de material vegetal y extractos de LT sobre el pH, la produccion de AGV, cantidad de protozoos, el contenido de nitrégeno
amoniacal y el factor de particién en relacién a la DO.

Variables DO PM1 PM2 PE1 PE2 PAl PA2 PAL1 PAL2 PAG1 PAG2 EE  p-valor
ANAVA

pH 6,89 6,87 6,89 6,89 6,90 6,89 6,88 6,89 6,89 6,88 6,88 0011  0,7259
'(“rfl\\/l/)mta'es 6863 107227 8570 072" 7522 4822 51,3577 4331 6533 60,18 67,38 4,055  <0,0001
A/P 3,37 2,447 341 3,42 2,86 3,59 2,99 3,04 3,32 3,69 311 0,107  <0,0001
Acetato (mM) 4456 66,61 5928 5823 5028 3306 3463 3005 4274 39,57 42,66 2,321 <0,0001
Propionato (mM) 1329 2752 1756 1715 17,007 9417 11,62 9,95 13,01 11,87 13,68 0916  <0,0001
Protozoos (N° x

s 5,34 4,55 4,60 4,50 7,16 2,98 5,70 572 8,19 4,25 8,94 1,780  0,3537
10~°/mL)
N-NH3 (mg/dL) 2301 2545 25627 23,94 23,66 2524 23,85 2411 2466 25147 2280 0440 <0,0001
FP (mg MS 4,07 4,01 411 3,99 417 4,03 413 411 4,19 3,01 421 0162  0,5709
degr/mL gas)

DO: dosis cero; PM1: poleo molido 1 g/L; PM2: poleo molido 2 g/L; PE1: poleo en éter 1 g/L; PE2: poleo en éter 2 g/L; PAL: poleo en acetona 1 g/L; PAZ2:
poleo en acetona 2 g/L; PALL: poleo en alcohol 1g/L; PAL2: poleo molido 2 g/L; PAGL: poleo en agua 1g/L; PAG2: poleo en agua 2 g/L.. Significancia: *, p <

0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001. La significancia corresponde a la comparacion de cada tratamiento respecto a DO.
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Cuadro 5: Efecto de la inclusion de material vegetal y extractos de TM sobre el pH, la produccién de AGV, cantidad de protozoos, el contenido de nitrégeno
amoniacal y el factor de particién en relacién a la DO.

Variables DO sM1 SM2 SE1 SE2 SA1 SA2 SAL1  SAL2 SAGL  SAG2 EE p- valor
ANAVA

pH 6,89 6,89 6,87 6,85 6,90 6,89 6,88 6,89 6,88 6,88 690 0,010 0,2268
'(Arfl\\/l/)mta'es 6863 538 5374 6608 55507 4973 40097 5690 6543 6350 6227 2,609 <0000
A/P 3,37 3,40 3,50 3,47 3,56 39 417 3,60 3,69 3,67 3,32 0,122 0,0009
Acetato (mM) 4456 3566 3635 4351 39,907 3655 29,93 40,027 44,19 43,45 43,07 1,443 <0,0001
Propionato (mM) 13,29 1053 1046 1260 11,30 935 7,227 113177 12,047 11,88 11,96 0,651 <0,0001
Protozoos (N° x

s 5,34 3,39 8,61 7,37 6,28 4,88 6,14 7,72 4,52 8,69 590 1,229 0,1039
10~°/mL)
N-NH3 (mg/dL) 23,01 24,98 23,87 2393° 2523 2407 2560 2509 2521 2493 2339 0,335 <0,0001
FP (mg MS 4,07 4,16 4,16 3,93 4,05 3,98 4,02 4,04 4,00 3,94 4,00 0,121 0,1647
degr/mL gas)

DO: dosis cero; SM1: suico molido 1 g/L; SM2: suico molido 2 g/L; SE1: suico en éter 1 g/L; SE2: suico en éter 2 g/L; SAL: suico en acetona 1 g/L; SA2: suico
en acetona 2 g/L; SAL1: suico en alcohol 1 g/L; SAL2: suico molido 2 g/L; SAG1: suico en agua 1 g/L; SAG2: suico en agua 2 g/L. Significancia: *, p < 0,05;
** p<0,01; *** p<0,001. La significancia corresponde a la comparacion de cada tratamiento respecto a DO.
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2.5. Discusion

En la naturaleza se puede hallar una amplia gama de compuestos bioactivos
dentro de las plantas, que podrian tener efecto tanto sobre los parametros de fermentacion
del rumen como asi también sobre el ecosistema ruminal (Bodas et al., 2008; Cieslak et
al., 2013). Si bien no existe un consenso en la manera de clasificar o discriminar de forma
sencilla a estos compuestos, una aproximacién posible es subdividirlos en fracciones de
acuerdo a su polaridad (Tian et al., 2009). Asimismo, el criterio para la eleccién de los
solventes se basa en la ausencia de toxicidad sobre los microorganismos del rumen (Patra
et al., 2010).

Las dosis de LT y TM fueron elegidas basandose en datos previos de eficacia y
seguridad de los compuestos bioactivos. Este nivel de adicion podria no ser factible bajo
practicas a campo, pero la situacion podria ser diferente si se lograra extraer o sintetizar
los compuestos bioactivos (Garcia-Gonzalez et al., 2008a).

Los niveles de MS y MO obtenidos en este trabajo para ambas especies
(Cuadro 1) son acordes a los valores esperados para muestras obtenidas en zonas de clima
arido (Medjekal et al., 2017). Lo mismo sucede con el contenido de fibra, que tiende a
incrementarse en regiones con bajo nivel de precipitaciones y altas temperaturas durante
el ciclo de crecimiento y recoleccidn. Estas caracteristicas se acercan a la composicion
quimica de componentes de dietas tipicas en sistemas de produccion animal. De acuerdo
a la caracterizacién nutricional del material vegetal y los extractos utilizados como asi
también la dieta base, se observa que sus caracteristicas fueron similares, por lo que esto
no deberia influir sobre los patrones de fermentacion. En estudios previos realizados en
nuestro equipo de trabajo (Garcia et al., 2018; 2020), se observo que los AE de LTy TM
lograron disminuir de manera significativa la produccion de CHs sin alterar la

degradabilidad del sustrato. Los compuestos bioactivos que se encuentran en los vegetales
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se presentan normalmente como mezclas de muchos componentes y pueden tener efectos
importantes tanto directamente sobre los metandgenos del rumen, o indirectamente al
afectar a los protozoos o la degradabilidad del sustrato (Cieslask et al., 2013).

En un estudio llevado a cabo con una especie vegetal tradicionalmente usada en
medicina como la Galla chinensis, Tian et al. (2009) realizaron una extraccion
consecutiva de componentes mediante solventes de polaridades variadas. Luego de
enfrentar cada fraccion a diversas especies bacterianas, observaron que todas las
fracciones presentaron actividad antimicrobiana, encontrando una relacion inversa entre
la polaridad del solvente y la capacidad antimicrobiana del extracto. Banik et al. (2016)
por su parte, lograron obtener una mayor actividad cuando probaron una mezcla de
metanol y cloroformo (50:50) en la especie Biserrula pelencis L. En este caso la mayor
actividad antimicrobiana se explicaria quizas por la mezcla de solventes hidrofilicos e
hidrofobicos. A diferencia de lo antes mencionado, en el presente trabajo se detecté que
los compuestos bioactivos presentes en PA y PAL lograron una disminucion significativa
en la produccion de CHa, sin afectar la degradabilidad del sustrato, pero solo usando la
menor dosis. Estos datos sugieren que los componentes bioactivos que quedaron en las
fracciones de acetona y alcohol de LT afectaron de manera selectiva las archaeas
metanogénicas, actuando de manera directa (Cieslask et al., 2013). En cambio, el patron
obtenido con las extracciones en TM fue diferente, ya que la produccion de CHa resultd
afectada tanto con éter, como con acetona y agua, al igual que la degradabilidad del
sustrato, lo que sugiere que la manera de actuar sobre la metanogénesis es indirecta
(Cieslask et al., 2013).

Los hallazgos del presente trabajo no permiten explicar totalmente el efecto
bioactivo basado en las polaridades de cada solvente utilizado, como asi tampoco lo puede

hacer la dosis de inclusién. Sin embargo, sise comparan los resultados previos de nuestro



50

grupo de trabajo, focalizados en los efectos de los AE de LT y TM con los expuestos en
el presente capitulo, es posible evidenciar la presencia de compuestos bioactivos en las
plantas y los extractos una vez que los elementos volatiles que componen los AE fueron
eliminados con los solventes (Garcia et al., 2018; 2020). Por lo expuesto, se puede sugerir
que en el caso de las especies estudiadas, existe actividad antimicrobiana tanto en la
fraccion s6lida como en la fraccion volatil de las mismas.

Existe un debate sobre la relacion existente entre protozoos y la emision de CHa.
La asociacidn entre metandgenos y protozoos se ha demostrado mediante el uso de sondas
de ARNr 16S, pero tambien se comprobd que la mayoria de los metandgenos viven
libremente en la porcion liquida del contenido del rumen (Sharp et al., 1998), por lo que
es posible que la metanogénesis en el rumen no siempre esté correlacionada con la
cantidad de metandgenos (Broudiscou et al., 2000; Machmdiller et al., 2003; Ehtesham et
al., 2018). Finlay et al. (1994) y Hegarty (1999) mencionan que las archaeas
metanogénicas se correlacionan metabdlicamente con los protozoos ciliados y que la
eliminacion de estos del rumen reduciria la emision de CHas entre 30-45%. Sin embargo,
varios estudios han demostrado que la actividad de los protozoarios no esta esencialmente
relacionada con los microorganismos metanogénicos en el rumen (Patra et al., 2006;
Kumar et al., 2011). Patra et al. (2006) y Kumar et al. (2011) obtuvieron actividad
antimetanogénica y efecto antiprotozoal con extracto metandlico de T. chebula y
extractos etandlico y metandlico de M. indica y E. jambolana. Mientras que Patra et al.
(2006) por otro lado lograron disminuir la cantidad de protozoos ciliados, pero sin
inhibirla metanogénesis con extractos acuoso Yy etandlico de F. religiosa. En el presente
trabajo el niamero de protozoos no resulté modificado de forma significativa con

ninguna de las dos especies probadas, pero si lo hizo la produccion de CHa. Estos

resultados sugieren que es posible manipular diferencialmente las poblaciones de
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archaeas metanogenicas y de protozoos mediante el uso de compuestos bioactivos
provenientes de LT. En efecto, los compuestos bioactivos presentes en PAL reducirian
las poblaciones de archaeas metanogénicas sin deprimir a los microorganismos
protozoarios.

De acuerdo a Blummel et al. (1997), la produccion de gas es un parametro Util
para estimar la desaparicion del sustrato y el FP para reflejar la eficiencia de fermentacion.
Nuestros resultados indican que el FP se mantuvo inalterado. Con respecto a la
produccion de gas, si bien los valores son menores a la DO, se considera que estas
reducciones no serian de importancia bioldgica. Al igual que Garcia-Gonzalez et al.
(2008b), la produccion de gas se redujo a medida que se incremento la dosis cuando
usaron Rheum officinale y Fragula annus, alcanzando un maximo de reduccion de 17%.
Esto podria deberse al alto contenido de FDN y FDA de los materiales incubados, ya que
constituyen el factor limitante de la degradabilidad del sustrato in vitro (Kumar et al.,
2011; Medjekal et al., 2017). En contraste, la inclusion de extractos de Acacia concinna,
Emblica officinalis y Terminalia belerica (estas dos ultimas ricas en compuestos
fendlicos), incremento la produccion de gas debido quizas a que quedaron mas azucares
solubles cuando se extrajeron con varios solventes (Patra et al., 2006; Kumar et al., 2011).
La reduccion en la produccion de gas en este trabajo se podria dar debido a la incapacidad
de algunos microorganismos para degradar los componentes aportados (Jiménez-Peralta
et al., 2011), limitaciones en crecimientos de ciertas especies ruminales o la disminucion
en la produccion de CH4 (Patra et al., 2006; Durmic et al., 2014).

Varios estudios evidencian que la produccion de CHs derivada de la
fermentacién ruminal puede ser disminuida con compuestos bioactivos provenientes de
algunas plantas (Newbold et al., 2004), AE de LT y TM (Garcia et al., 2018; 2020),
compuestos fendlicos (Patra et al., 2006; Garcia-Gonzalez et al., 2008b; Pal et al., 2015),

saponinas (Hess et al., 2003; Kamra et al., 2006), taninos (Tan et al., 2011; Kumar et al.,
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2011), flavonoides (Oskoueian et al.,2013; Kim et al., 2015), como asi también con
extractos metandlicos (Patra et al., 2006). No todas las plantas ni los compuestos
bioactivos son capaces de reducir la produccién de CH4, como se puede apreciar tanto en
este trabajo como en los de Patra et al. (2006), Bodas et al. (2008) y Durmic et al. (2010).
La incorporacion de PAL1, al igual que Nigella sativa (Medjekal et al., 2017), no produjo
cambios sustanciales en el perfil general de fermentacion, a excepcion de la produccion
de CH4, que disminuyd de manera significativa. Estos resultados sugieren que los
compuestos bioactivos presentes, en la dosis utilizada, no impactarian de manera
significativa en la actividad fermentativa de los principales microorganismos del rumen,
exceptuando a las archaeas metanogénicas.

La degradabilidad del sustrato resultante de las incubaciones tanto para LT como
para TM fue variable, lo que podria deberse a caracteristicas inherentes a la composicion
quimica de cada material concordando con lo hallado por Pal et al. (2015).

La produccion de gas esta relacionada estequiométricamente con los perfiles de
AGV. Aunque las vias de fermentacion estan limitadas en parte por la termodinamica
(Ungerfeld and Kohn, 2006), el perfil de los productos (por ejemplo, gases o0 AGV) podria
influir en las vias posteriores. En este sentido, cuando se inhibe la metanogénesis, seria
esperable un cambio en la produccion de Acético hacia Propionico (Van Nevel and
Demeyer, 1996). Sin embargo, reciente evidencia muestra inconsistencias a la hora de
comprender mas acerca de esta inhibicién. Ungerfeld et al. (2019) probaron 8 tipos de
inhibidores quimicos de la metanogénesis, pero no hallaron una mejora en la produccion
de Propidnico, debido quizas a que los hidrogenos remanentes se redireccionaron a otra
ruta metabdlica. Se espera que estos hidrogenos puedan incorporarse a otras vias
metabodlicas alternativas reduciendo su acumulacion, para no afectar la fermentacion del

sustrato (Durmic et al., 2014).
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En este trabajo, la disminucion en la produccion de CH4 en respuesta a la adicion
de algunos tratamientos (PA2, PAL1, SE1, SA2, SAG2) fue acompafiada por un cambio
significativo en las proporciones de AGV. Sin embargo, las respuestas ante el incremento
de dosis en los tratamientos no resultaron dosis-dependientes, como lo reportado en el
trabajo de Garcia-Gonzalez et al. (2008b). Debido a que la produccién de Acético y
Propi6nico es mayoritaria con respecto a los demas AGV, el efecto de estos determinaria
los cambios en la produccion total de AGV. No siempre una disminucién en la
produccion de Acético resultd compensada con un aumento en la produccién de
Propionico (PAL, PA2, SAL, SA2, SAL1, SE2, SM1y SM2), en acuerdo con Durmic et
al. (2010) y Kumar et al. (2011). En términos de la relacion A/P, nuestros resultados
indican que los tratamientos que disminuyeron CH4 no mejoraron dicha relacion, en
contraste con lo hallado por Patra et al. (2006) y Durmic et al. (2014). Una posible
explicacion a esta inconsistencia es la falta de una correlacion lo suficientemente fuerte
entre la produccion de CHs; y Propionico, lo que implicaria la existencia de vias
metabdlicas alternativas para el H. removido del rumen (Durmic et al., 2010; Ungerfeld
et al., 2019). Respecto a la produccion de Acético, su reduccion podria deberse a una
disminucion en la actividad de las bacterias formadoras de este AGV o una reduccion en
la produccion de Hz, pudiendo verse reflejado de manera adversa sobre la degradabilidad
del sustrato (Akanmu et al., 2020). La disminucion de Acético en el tratamiento PAL1
no resultd en una reduccién en la degradabilidad de la MO, contrario a lo hallado en los
otros tratamientos de LT y TM.

El analisis de ACP muestra colectivamente que los cambios en los parametros
de fermentacion se presentan de forma diferencial, segln la especie y el tratamiento con
el solvente. Al igual que en trabajos anteriores utilizando el AE de estas especies, se

puede evidenciar la accidn directa o indirecta en cada una de ellas respecto de la manera
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de actuar sobre la fermentacion. Garcia et al. (2018; 2020) encontraron que el AE de LT
resulté més efectivo al momento de reducir la metanogénesis, lo que se podria explicar
por la presencia mayoritaria de limonene y terpenos oxigenados, mientras que el AE de
TM esta compuesto mayoritariamente por compuestos oxigenados.

Con base en los resultados descriptos anteriormente, la hipdtesis de trabajo se
acepta parcialmente porque solamente los tratamientos PM2, PA2, PAL1, SM1, SM2,
SE1, SE2, SA2, SAG2 mostraron actividad antimicrobiana significativa disminuyendo la
produccion de metano. A su vez, en ninguno de los tratamientos se observo alteracion en
la cantidad de protozoos.

2.6. Conclusion

La busqueda de nuevos aditivos para alimentacion animal debe basarse en una
coleccidn de candidatos con antecedentes de bioactividad, evaluandose primeramente en
sistemas de cultivo in vitro. Las diferencias en la actividad de los compuestos bioactivos
de las plantas y extractos, no solo se deben a su diferente naturaleza quimica, sino también
a otros factores que pueden influir en su concentracion y actividad dentro de una especie
dada, como asi también posibles acciones de sinergismo entre los compuestos.

Este trabajo brinda suficiente informacion para poder seguir explorando las
especies LT y TM como moduladores de la fermentacion ruminal. La seleccion de los
tratamientos SE1 y PAL1 sobre los efectos en la produccion de metano ruminal mostro
que ambas especies tienen potencial para reducir la metanogénesis. Especificamente
PAL1 no impact6 negativamente sobre la degradabilidad del sustrato in vitro, sugiriendo
que no hubo efectos perjudiciales sobre los microorganismos ruminales, incluyendo a los
protozoarios. Dentro de TM, el tratamiento SE1 demostré una potente accion
antimetanogénica con la menor dosis utilizada, mostrando mérito para seguir siendo

explorado bajo otras condiciones experimentales.
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Se comprobd la existencia de compuestos bioactivos aun cuando los compuestos
volatiles pertenecientes a los AE fueron eliminados mediante la utilizacion de los

solventes.



CAPITULO 3
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EFECTO DE LOS POLIFENOLES DE LIPPIA TURBINATA Y TAGETES
MINUTA SOBRE LOS PARAMETROS DE FERMENTACION RUMINAL IN
VITRO DE DOS DIETAS CONTRASTANTES
3.1. Introduccion

Las estrategias orientadas a disminuir la produccién de CHas originada en el
rumen se pueden llevar a cabo mediante la modulacion de la fermentacion a traves del
uso de aditivos de alimentos o raciones (Cobellis et al., 2016), como asi también el uso
de compuestos bioactivos presentes en muchos vegetales. Diversas plantas medicinales y
sus derivados poseen actividades antimicrobianas contra una amplia gama de
microorganismos (Beg and Ahmad, 2000). Algunas de estas sustancias han sido
identificadas como fenoles y sus derivados (quinonas, flavonas, flavonoides, flavonoles,
taninos y cumarinas), saponinas, terpenoides, AE, alcaloides, pectinas y polipéptidos
(Thuille et al., 2003; Bodas et al., 2012), entre otras. Estos compuestos tradicionalmente
han sido usados en la medicina, pero en la actualidad se explotan en diversos tipos de
industrias (Puniya et al., 2015). Las vias de accion son diversas, puesto que algunos
suprimen la poblacion de protozoos (Bhatta et al., 2014), otros actan sobre la produccion
de Propionico (Medejekal et al., 2017) y sobre el FP (Garcia-Gonzélez et al., 2008b), asi
como en la sintesis de proteinas microbianas y la disminucién de la metanogénesis (Tan
et al., 2011). La bioactividad de estos compuestos o metabolitos es dependiente del pH
del rumen, del sustrato de fermentacion donde son incluidos, los métodos de preparacion
y tipos de solventes utilizados para su obtencion (Patra and Saxena, 2009; Garcia et al.,
2020). Martinez et al. (2010) reportaron que la produccién de metano in vitro resultd
afectada por la relacion forraje concentrado, tanto en la dieta del animal donador, como
el sustrato incubado. Este aspecto deberia tenerse en cuenta dado que la composicién del

sustrato determinaria la produccion de Hz que sera metabolizado por los organismos
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metanogeénicos (Yafiez-Ruiz et al., 2016). Por todo lo expuesto, la mitigacion de la
produccion de CHs en el rumen mediante el uso del material vegetal y metabolitos
secundarios representa un desafio interesante en la formulacién del alimento animal
(Sirohi et al., 2009; Patra and Yu, 2012).

El primer objetivo de este capitulo fue evaluar el efecto de la adicion de los
materiales vegetales y los extractos de LT y TM, que evidenciaron bioactividad en la
etapa anterior, sobre la fermentacion ruminal in vitro de sustratos que representan dietas
de sistemas productivos de cria y tambo. El segundo objetivo fue examinar si la presencia
de polifenoles, tanto en los sustratos como en los materiales vegetales y en los extractos,
influyen sobre los parametros de fermentacion.

3.2. Hipotesis

La actividad antimicrobiana de los polifenoles presentes en los materiales
vegetales y en los extractos de las especies LT y TM es mayor a medida que aumenta su
dosis de inclusion y diferencial dependiendo de la composicion de la dieta evaluada.

3.3. Materiales y métodos
3.3.1. Material vegetal y obtencidn de extractos vegetales

Se utilizaron los extractos obtenidos de los tratamientos seleccionados en el
ensayo anterior y el material vegetal molido. Los tratamientos corresponden al material
vegetal molido de ambas especies (Banik et al., 2016) y a los extractos de LT en alcohol
y TM en éter de petroleo (PAL y SE, respectivamente) en tres dosis (0, 1y 2 g/L).

3.3.2. Incubacion in vitro

Se realizaron dos ensayos independientes con la misma metodologia
mencionada en el capitulo 2 para valorar el material vegetal y los extractos seleccionados
con base en diferentes sustratos. Se evaluaron dos sustratos, los cuales simularon dietas

contrastantes de sistemas de produccién bovina: cria y tambo. Para representar al sistema
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de cria se utilizd 100% de Panicum coloratum (Pan), mientras que para el sistema de
tambo se utiliz6 una dieta totalmente mezclada (TMR: silaje de maiz 36%, heno de alfalfa
22%, grano de maiz hmedo 24% Yy expeler de soja 18%). La composicion quimica de
los sustratos se muestra en el Cuadro 21 del Anexo. Las incubaciones de cultivos in vitro
se realizaron de igual manera que en el ensayo anterior. Se usaron tres novillos Hereford
con cénula ruminal (518 = 51 kg) para obtener el FR para las incubaciones in vitro,
alimentados con una dieta de heno de alfalfa y grano de maiz molido en una proporcion
80:20 en base seca (Cuadro 22 del Anexo). EI FR fue homogeneizado y filtrado dos veces
a través de una doble capa de gasa en un matraz con agitador magnetico mantenido a 39
°C en ambiente de anaerobiosis. EI medio de cultivo consistio en 40 mL de una solucion
buffer carbonato-fosfato (Tilley and Terry, 1963) mas 10 mL de FR. Para obtener los
tratamientos correspondientes a la dosis de 1 g/L se incorporaron 50 mg de extracto en
450 mg de sustrato, excepto en el control donde el mismo alcanz6 500 mg. En el caso de
las dosis de 2 g/L, la cantidad de extracto incorporado fue de 100 mg, mientras que de
sustrato se agregaron 400 mg. Ademas, se incluyé un blanco (FR més buffer, sin sustrato)
usado para correccion de los datos de producciéon de gas y un control positivo con
monensina para cada sustrato (MON), a una concentracion de 1,87 mg de monensina
pura/L (Option 20%, Brascorp S.A., Buenos Aires, Argentina).
3.3.3. Analisis quimico del material vegetal, de los extractos, variables y parametros
bioquimicos de fermentacién

El analisis quimico del material vegetal, sus extractos y los sustratos se realizd
de igual manera que las determinaciones de MS, MO, Cen, PB, FDN, FDA y DMSiv de
la metodologia descrita en el capitulo 2 (Cuadro 1). Ademas, se les realizd la
determinacion de fenoles totales (FT), fenoles no tanicos (FNT) y taninos totales (TAN),

mediante el método de Folin-Ciocalteu (Makkar, 2003). Se colocaron 200 mg del material
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vegetal, los extractos y los sustratos en 10 mL del disolvente de extraccion (acetona en
agua, 70:30 v/v), se llevaron a ultrasonido por 20 min, se centrifugd y recolectd el
sobrenadante. Se tomaron 20 uL del sobrenadante, se afiadieron 0,5 mL de agua
desionizada, 0,25 mL de reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,
Estados Unidos) y 1,25 mL de solucion de Na>CO3 (20 g en 100 mL de agua). Después
de 40 min en oscuridad se midié la absorbancia de las muestras a 725 nm en un
espectrofotometro (T60U espectrofotometro visible, Alma Park, United Kingdom)
utilizando como estandar éacido tanico (AT, Merk, Darmstadt, Alemania). El contenido
de FT se expreso en mg de equivalentes AT/g muestra en base seca y se determinaron a
partir de la extrapolacion de la curva de calibracion construida por concentraciones
estandar de AT. La estimacion de FT de cada muestra, se realizo por triplicado. El
aporte de FT de los sustratos, extractos y material vegetal se calculd a partir del
porcentaje equivalente en un gramo de MS.

Para determinar FNT y TAN se mezcld 1 mL del sobrenadante obtenido
anteriormente con 100 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri, Estados Unidos) en 1 mL de agua desionizada. Luego de centrifugar, se obtuvo
otro sobrenadante, del cual se tomaron 60 pL para medir el contenido de FT como se
indico anteriormente. EIl resultado aqui obtenido indica la cantidad de FNT. Para
determinar la cantidad de TAN, se procedio a realizar la diferencia entre FT y FNT.
También las estimaciones se realizaron por triplicado.

Respecto a las variables de fermentacion, el volumen de gas producido se calculd
de igual manera que la metodologia descrita anteriormente. La produccién de gas
acumulada se calculé sumando el volumen de gas corregido por la ecuacion de regresion
y por el blanco para cada sustrato. Ademas, se estimo la produccion de gas respecto a los
g de MS incubada (PGMS; mL/gMSi) y por los g de MO incubada (PGMO; mL/gMOi).

El volumen total de gas producido hasta las 48 h se recolect6 en botellas de 250 mL
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selladas herméticamente. La concentracion de CHs in vitro se estimé a partir de
unaalicuota tomada de este gas recolectado, la cual fue depositada en una botella de
muestreo de gases (Exetainer® 12 mL Vial Flat Bottom, LABCO Limited, United

Kingdom). Lasmuestras de gases se analizaron para CH4 utilizando un cromatografo de

gases Perkin Elmer Clarus® 580 en el laboratorio de gases de INTA Castelar, equipado
con una columna Porapak N 80/100 de 2 m de largo y nitrégeno (N2) como gas carrier.
La temperatura del inyector fue de 120 °C, la columna se mantuvo constante a 90 °C
durante el analisis y la temperatura del detector (FID) fue de 380 °C. Las muestras
ingresaron al equipo a través de una valvula de volumen muerto de 1 mL, para gases de
6 vias. La degradabilidad in vitro de la MS (MS d) y la MO (MO d) se determiné en
forma gravimétrica por diferencia de peso (%DMS, %DMO). El contenido de los viales
se trasvaso a crisoles previamente pesados (DURAN® 25-851-32 DURAN Produktions
GmbH & Co.; Hattenbergstr, Mainz, Alemania), se filtro y dejé en estufa de 105 °C
overnight. Los residuos secos se pesaron y las cenizas se determinaron a 550 °C por 4 h.
La fibra en detergente neutro (FDN) se obtuvo segun Van Soest et al. (1991); brevemente,
el contenido de la botella se transfirio a tubos de 200 mL y se afiadieron 100 mL de
solucion de detergente neutro mas a-amilasa termoestable. Después de hervir durante 1
h, los residuos se filtraron en crisoles de vidrio pesados previamente y se secaron en estufa
a 105 °C durante 24 h. Se pesaron los residuos secos y se determind la ceniza mediante
incineracién a 550 °C durante 4 h. EI mismo procedimiento se llevd a cabo con el sustrato
para determinar la FDN incubada, y por diferencia con los residuos, se obtuvo la cantidad
de FDN degrada (FDN d, %DFDN). La cantidad de sustrato degradado se calcul6 por
diferencia entre los g incubados (MS, MO y FDN) menos los g del residuo (luego de la
correccion con el residuo del blanco). La férmula utilizada para el calculo de la
degradabilidad de MS/MO/FDN fue: g MS/MO/FDN degradados / g MS/MO/FDN

incubados.


https://www.labco.co.uk/products/standard-exetainer-cap/product/538-exetainer-12ml-labelled-x-1000
https://www.labco.co.uk/products/standard-exetainer-cap/product/538-exetainer-12ml-labelled-x-1000
https://www.labco.co.uk/products/standard-exetainer-cap/product/538-exetainer-12ml-labelled-x-1000
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Respecto a los parametros bioquimicos de fermentacion, el N-NHs fue
determinado mediante el uso de la técnica de espectro colorimetria empleando el kit de
uremia (Lab Wienere, Rosario, Argentina). Los valores de pH se obtuvieron
inmediatamente después de las 48 h y se midieron con un peachimetro (Sartorius PT-10,
Sartorius AG, Goettingen, Alemania). EI FP se determind mediante la relacién entre la
MS degradada de cada muestra y la produccién de gas (mg MS/mL gas) (Blimmel et al.,
1997).

La cuantificacion de los protozoos ciliados del rumen se realizé de acuerdo a la
metodologia descrita por Dehority (1993) y la formula utilizada anteriormente.

3.3.4. Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio completamente aleatorizado con tres réplicas biologicas
discontinuas en el tiempo (corridas), y en cada una de ellas tres réplicas técnicas
(botellas). El anlisis se realizé por separado para cada sustrato. Los efectos fijos fueron
los extractos evaluados y dosis de inclusion, mientras que cada réplica biolégica o corrida
fue considerada efecto aleatorio. Los datos se analizaron con modelos lineales
generalizados mixtos utilizando el software R 3.6.2. El efecto de cada inclusidn (extracto
y material vegetal) sobre los pardmetros de fermentacion (diferencia del control), fue
expresado como incremento o disminucién (porcentual) respecto del valor del control
(Garcia-Gonzalez et al., 2008a). Se utilizo el test de Dunnett para comparar las medias
(Garcia-Gonzalez et al., 2008a). La significancia se declaré cuando p<0,05 y las
tendencias fueron discutidas cuando p<0,10.

Yij=H+ i+ P+ g,
Yij fue la observacion, p fue la media general para cada parametro, ti fue el efecto del

tratamiento (i=1, ..., 10), Bj fue el efecto de run (j = 1, 2, 3) y &jj fue el error residual.
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Se realizé un ACP entre la composicion quimica y las variables de fermentacion
mediante el programa Infostat P (Di Rienzo et al., 2018). Para la determinacién de
produccion de gas se utilizaron todas las réplicas técnicas, mientras que para la
determinacion de degradabilidad del sustrato y produccién de CHs se utilizaron dos
réplicas técnicas y para determinar el pH, protozoos y N-NHs se utilizé una réplica
técnica.

Para evaluar las diferencias en el contenido fendlico (FT, FNT y TAN) tanto de
los sustratos, el material molido y los extractos, se realizd6 un ANAVA paramétrico.
Posteriormente, se procedid a realizar el test de Tukey. La significancia se declard
cuando p<0,05 y las tendencias fueron discutidas cuando p<0,10.

3.4. Resultados
3.4.1. Determinacion de fenoles totales (FT), fenoles no tanicos (FNT) y taninos
totales (TAN)

Las concentraciones de FT, FNT y TAN fueron més bajas en PAG y PA que en
los otros materiales evaluados. Por otro lado, las mayores concentraciones de estas
sustanciasse mantuvieron en SM, SE y SA. Las cantidades de estos compuestos resultaron
diferentes entre los materiales evaluados (p<0,001) (Cuadro 6, Fig. 8). Por su parte, la
cantidad de fenoles aportados en cada tratamiento fue mayor cuando se incorpor6 TM
(tanto el material vegetal como SE) independientemente del tipo de sustrato al cual se

incorporo6 (Cuadro 7).
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Cuadro 6: Cuantificacion de fenoles totales (FT, mg AT eg/g MS); fenoles no tanicos (FNT, mg
AT eg/g MS) y taninos totales (TAN, mg AT/g MS) sobre el material vegetal, los extractos y los
componentes de los sustratos.

Variables FT (AT eg/g MS) FNT (AT eg/g MS) TAN (AT eg/g MS)
Sustratos
Pan 9,072 2,584 6,492
TMR 6,452 2,09 4,36%
Tagetes minuta
SM 46,04°¢ 7,369 38,68°
SE 43,46° 6,919 36,55¢
SA 43,46° 6,829 36,24°¢
SAL 43,46° 4,82f 23,53°
SAG 43,46° 3,48° 22,57°
Lippia turbinata
PM 8,072 2,76¢ 5,307
PE 5,432 2,38vcd 3,057
PA 5,372 1,94° 3,428
PAL 6,872 2,430 4,442
PAG 2,362 0,892 1,482
p-valor <0,001 p-valor <0,001 p-valor <0,001
EE 0,19 EE 0,01 EE 0,19

Pan: Panicum coloratum; TMR: dieta totalmente mezclada; DO: dosis cero; SM: suico molido; SE:
suico en éter; SA: suico en acetona; SAL: suico en alcohol; SAG: suico en agua; PM: poleo molido;
PE: poleo en éter; PA: poleo en acetona; PAL: poleo en alcohol; PAG: poleo en agua. El supraindice
alfabético dentro de cada columna indica diferencias de medias significativas.

49,95+

37,194 = %

24,44- %

AT eq/g MS
B
OB

11,68

L] &
= 2 » - - & o a
E = . = = =] E % C

-1,08 T T T T T T T T T T T
TMR  Pan SM SE SA SAL SAG PM RE PA PAL PAG

Variable

B Frateagms) [l FNT (ATeq/igMs) [ | TAN (AT eg/g MS)

Figura 8: Contenidos de FT, FNT y TAN en % para el material vegetal, los extractos y los
componentes de los sustratos. FT: fenoles totales; FNT: fenoles no tanicos; TAN: taninos
totales; Pan: Panicum coloratum; TMR: dieta totalmente mezclada; DO: dosis cero; SM: suico
molido; SE: suico en éter; SA: suico en acetona; SAL: suico en alcohol; SAG: suico en agua;
PM: poleo molido; PE: poleo en éter; PA: poleo en acetona; PAL: poleo en alcohol; PAG: poleo
en agua.
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Cuadro 7: Aporte de fenoles (mg AT eqg/g MS) de los sustratos, el material vegetal y los extractos.

Tratamiento Fenoles aportados (mg AT eqg/g MS) Total mg / g MS
Sustrato Pan Extracto
DO 4,54 0,00 4,54
MON 4,54 0,00 4,54
PALL1 4,08 0,34 4,42
PAL2 3,63 0,69 4,32
PM1 4,08 0,41 4,49
PM2 3,63 0,81 4,44
SE1 4,08 2,17 6,25
SE2 3,63 4,35 7,98
SM1 4,08 2,31 6,39
SM2 3,63 4,61 8,24
Sustrato TMR Extracto
DO 3,25 0,00 3,25
MON 3,24 0,00 3,24
PAL1 3,22 0,34 3,56
PAL2 2,90 0,69 3,59
PM1 3,22 0,40 3,62
PM2 2,90 0,81 3,71
SE1 3,22 2,17 5,39
SE2 2,90 4,35 7,25
SM1 3,22 2,32 5,54
SM2 2,90 4,61 7,51

DO: dosis cero; MON: monensina; PALL: poleo en alcohol 1 g/L; PAL2: poleo en alcohol 2 g/L;
PM1: poleo molido 1 g/L; PM2: poleo molido 2 g/L; SE1: suico en éter 1 g/L; SE2: suico en éter 2
g/L; SM1: suico molido 1 g/L; SM2: suico molido 2 g/L.

3.4.2. Produccion de gas, concentracion de metano y degradabilidad in vitro de los
sustratos

Los efectos de la inclusién tanto de las plantas molidas como de los extractos
sobre la produccion de gas total, de metano y sobre la degradabilidad del sustrato se
presentan en los Cuadros 8 y 9.

Con respecto a la dieta de cria (Pan), la PGMS y PGMO resultaron disminuidas

por todos los tratamientos con respecto al DO. La reduccién de PGMS varid entre 7,2 y
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35,7% (SM1 y MON, p<0,001). Asimismo, con PGMO la mayor reduccion se obtuvo
con el tratamiento MON (35,8%) y la menor con SM1 (7,7%; p<0,001). En cuanto a la
produccion de %CHa, solo MON evidencié una reduccion significativa respecto a DO
(48,9%). Respecto a la produccion de mL de CHa en funcién de los gramos de MS, MO
y FDN incubada (MMSi, MMOi y MFDNI), solo los tratamientos MON, SE2, PAL2 y
PM2 redujeron las emisiones de manera significativa (p<0,0001), donde MON redujo
alrededor del 65% en las variables. La degradabilidad de la MS disminuy6 en el
tratamiento MON (21,6%; p<0,001). De igual manera result6 afectada la degradabilidad
de la MO, donde MON redujo un 22,0% (p=0,001). Sin embargo, para el tratamiento
PM2 se evidencio un aumento de 5,9% (p=0,008). Con respecto a la degradabilidad de
la FDN, solo MON disminuyé de manera significativa respecto a la DO (30%; p<0,001).
A partir de los datos estandarizados se realizo el ACP para Pan, considerando las
dos primeras componentes principales que explicaron el 87,7% de la variabilidad total
(Fig. 9). En el eje 1 (72,9% de la variabilidad) las variables con mayor peso fueron los
mL CH4 por gramo de MS, MO y FDN, los mL de gas producidos por gramo de FDN y
el pH. Estas variables separan claramente a MON del resto de los tratamientos. El eje 2
representa el 14,8% de la variabilidad, donde las variables con mayor peso fueron el FP,
el N-NHjs, produccion de gas (PG) y los mL de gas producidos por gramo de MS y MO

incubada, separando los  tratamientos DO y PM2 del resto.
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Cuadro 8: Efecto de la inclusion de material vegetal y extractos de LT y TM sobre la produccion de gas, de metano y la degradabilidad in vitro del sustrato
Pan en relacion a la DO.

Variables DO MON SE1 SE2 PAL1 PAL2 SM1 SM2 PM1 PM2 EE p-valor
ANAVA
PGMS (mL/gMSi) 150,33 96,57 134,64™ 126,43™" 137,60 121,09™ 139,41 127,26™ 134,23 117,19™ 2,957 <0,0001

PGMO (mL/gMOi) 168,32 108,11™"  149,73"" 140,11™ 154,66™ 136,77 155,34™"  141,23™ 149,92 130,51"" 3,889 <0,0001

%CH4 1,80 0,92" 1,82 1,63 1,77 1,63 1,68 1,97 1,80 152 0,169  <0,0001
MMSi (mL/gMSi) 2,75 0,95 2,48 2,03 2,45 2,00 2,36 2,50 2,45 1,777 0,245  <0,0001
MMOi (mL/gMOi) 3,08 1,06 2,76 2,25™ 2,75 2,25™ 2,62 2,77 2,73 197" 0,274  <0,0001
MFDNi (mL/gFDNi) 3,54 1,23™ 3,30 2,80" 3,24 2,71 3,15 3,47 3,25 243" 0,255  <0,0001
MS d (g d/g inc) 0,58 047 0,59 0,58 0,59 0,58 0,59 0,59 0,59 0.60 0,829  <0,0001
MO d (g d/g inc) 0,54 042 0,56 0,55 0,55 0,54 0,55 0,57 0,56 058 0838  <0,0001
FDN d (g d/g inc) 0,46 032 045 0,42 0,45 0,43 0,43 0,45 0,45 0,45 1121  <0,0001

DO0: dosis cero; MON: monensina; SE1: suico en éter 1 g/L; SE2: suico en éter 2 g/L; PALL: poleo en alcohol g/L; PAL2: poleo en alcohol 2 g/L; SM1: suico molido 1 g/L;
SM2: suico molido 2 g/L; PM1: poleo molido 1 g/L; PM2: poleo molido 2 g/L; Significancia: *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001. La significancia corresponde a la
comparacion de cada tratamiento respecto a la DO.
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Figura 9: Grafico biplot obtenido a partir del ACP para el sustrato Pan. CP1: componente
principal 1; CP2: componente principal 2.

Para la dieta TMR, PGMS y PGMO resultaron disminuidos por los tratamientos
con respecto al DO (p<0,001). En cuanto a PGMS, la reduccion vario entre 8,1% y 19%
(SM1y PAL2). De igual modo, la PGMO resulto significativamente afectada por todos
los tratamientos, donde la mayor reduccién se obtuvo con el tratamiento PM2 (17,9%).
En cuanto a la produccion de %CHeg, solo los tratamientos MON (26,4%; p<0,001), PAL2
(19,9%; p=0,011), SM1 (16,9%; p=0,028) y PM1 (16,9%; p=0,041) evidenciaron
reducciones con respecto a DO. En relacion con la produccion de mL de CH4en funcion
de los gramos de MS, MO y FDN incubada, todos los tratamientos redujeron las
emisiones (p<0,0001), donde la menor reduccion se obtuvo con SE1 (entre 15y 20%) y
la mayor con PAL2 (entre 33 y 43%). La degradabilidad de la MS resulté afectada de
manera significativa por todos los tratamientos, donde la reduccién varié desde 2,9% con

SM1 a 7,5% con PAL2. La degradabilidad de la MO result6 afectada de manera negativa
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con los tratamientos MON (2,4%; p=0,05), SE2 (4,3%; p<0,001), PAL1 (2,6%; p=0,02),
PAL2 (6,4%; p<0,001), SM2 (3,7%; p<0,001) y PM2 (5,3%; p<0,001). Los mismos
tratamientos también afectaron de manera negativa la degradabilidad de la fibra (p<0,001)
donde la mayor reduccién se obtuvo con PAL2 (21,2%).

A partir de los datos estandarizados se realiz6 el ACP para el sustrato TMR,
considerando las dos primeras componentes principales que explicaron el 83% de la
variabilidad total observada (Fig. 10). La CP1 explicd la mayor variabilidad (64,7%),
donde las variables con mayor peso fueron la degradabilidad (%DMS, %DMO), la
produccién de gas en cualquiera de sus expresiones y el FP. Estas variables separan los
tratamientos PAL2 y DO del resto. Con respecto al eje 2 (18,3% de la variabilidad), las
variables con mas peso resultaron ser los g de FDN degradados y el %CHa, separando

PALL1 y SE1 del resto de los tratamientos.
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Figura 10: Grafico biplot obtenido a partir del ACP para el sustrato TMR. CP1: componente
principal 1; CP2: componente principal 2.



70

Cuadro 9: Efecto de la inclusién de material vegetal y extractos de LT y TM sobre la produccién de gas, de metano y la degradabilidad in vitro del sustrato
TMR en relacion a la DO.

Variables DO MON SE1l SE2 PAL1 PAL2 SM1 SM2 PM1 PM2 EE p-valor
ANAVA
PGMS (mL/gMSi) 246,33 219,56 218,54 204,79™ 220,54™" 199,38 226,42 206,24™" 218,67 201,11 2,711 <0,0001

PGMO (mL/gMOi) 261,33 233,00 232,18™ 217,61 236,23"" 215,63"" 242,917 219,22"" 232,54™" 214,49 3,520 <0,0001

%CH4 337 248" 3,18 2,95 2,97 2,707 2,80 2,88 2,82" 2,88 0,014 <0,0001
MMSi (mL/gMSi) 722 4927 6,13" 5,30™" 5,68 4,80 5,607 512" 5,28 515" 0,295 <0,0001
MMOi (mL/gMOi) 8,73 578" 7,42° 6,43 6,92 585" 6,83 6,37 6,50 6,28 0,338 <0,0001

MFDNi (mL/gFDNi) 26,37 17,51 21,03 17,17 19,19™  14,96™ 19,53 17,28 18,33 16,62 1,305 <0,0001

MS d (g d/g inc) 084 081" 082" 080 081" 078"  0,82" 080™ 081" 0,79 0,602  <0,0001
MO d (g d/g inc) 083 081" 0,82 079" 080" 078™ 0,82 0,80™ 0,81 0,79 0631  <0,0001
FDN d (g d/g inc) 050 040™ 0,46 0,43" 0,44" 0,40™ 0,46 043" 045 0,407 1,721  <0,0001

DO0: dosis cero; MON: monensina; SE1: suico en éter 1 g/L; SE2: suico en éter 2 g/L; PALL: poleo en alcohol | g/L; PAL2: poleo en alcohol 2 g/L; SM1: suico
molido 1 g/L; SM2: suico molido 2 g/L; PM1: poleo molido 1 g/L; PM2: poleo molido 2 g/L. Significancia: *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001. La significancia
correspondea la comparacion de cada tratamiento respecto a la DO.
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3.4.3. Parametros bioquimicos de la fermentacion in vitro

En el sustrato Pan, tanto el pH, el contenido de protozoos (N°/mL), como la
concentracion de N-NHz no se vieron influenciados significativamente con la adicion del
material vegetal y sus extractos. Sin embargo, el FP fue afectado por MON, SE2, PAL2
y SM2 (p<0,001) (Cuadro 10).

Cuando se utilizo el sustrato TMR, el pH result6 afectado por MON (p=0,02) y
PAL2 (p=0,02). A su vez, MON fue el Unico que disminuyd la cantidad de protozoos de
manera significativa respecto al control (67,3%; p=0,02). El contenido de N-NHs no
resultd afectado de manera significativa, detectdndose solo una tendencia con SE1
(p=0,12). En cuanto al FP, a excepcion de SE1 (p=0,19) y PM1 (p=0,40), todos los
tratamientos lo modificaron (p<0,001). MON lo aumentd, mientras que el resto lo

disminuyo (Cuadro 11).
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Cuadro 10: Efecto de la inclusion de material vegetal y sus extractos sobre el pH, protozoos, contenido de nitrégeno amoniacal y el factor de particion en el

sustrato Pan en relacion a la DO.

Variables DO MON SE1l SE2 PAL1 PAL2 SM1 SM2 PM1 PM2 EE p-valor
ANAVA
pH 6,74 6,77 6,74 6,76 6,74 6,75 6,74 6,74 6,75 6,76 0,015 0,0825
Protozoos (N° x 10°3/mL) 7,41 3,38 9,46 5,69 7,14 8,35 10,67 10,61 8,55 9,97 1,969 0,2671
N-NHs (mg/dL) 18,37 18,73 19,73 18,40 18,13 20,37 18,53 20,50 18,97 19,67 0,989 0,5198
FP (mg MS d/mL gas) 3,95 513" 3,79 3,22 3,66 3,29 3,62 3,23 3,82 3,70 0,150 <0,001

DO: dosis cero; MON: monensina; SE1: suico en éter 1 g/L; SE2: suico en éter 2 g/L; PALL: poleo en alcohol | g/L; PAL2: poleo en alcohol 2 g/L; SM1: suico molido 1
g/L; SM2: suico molido 2 g/L; PM1: poleo molido 1 g/L; PM2: poleo molido 2 g/L. Significancia: *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001. La significancia corresponde a

la comparacién de cada tratamiento respecto a la DO.

Cuadro 11: Efecto de la inclusién de material vegetal y sus extractos sobre el pH, protozoos, contenido de nitrégeno amoniacal y el factor de particion en el

sustrato de TMR en relacion a la DO.

Variables DO MON SE1 SE2 PAL1 PAL2 SM1 SM2 PM1 PM2 EE p-valor
ANAVA
pH 6,71 6,67 6,70 6,72 6,70 6,74 6,72 6,71 6,70 6,73 0,017  0,0011
Protozoos (N° x 10°%/mL) 10,14 3,31" 11,54 5,74 5,74 6,23 11,74 9,88 9,67 9,38 1,656  0,0198
N-NHs (mg/dL) 23,42 23,10 27,33 25,37 22,50 25,60 22,60 23,60 25,47 2410 1,162  0,1175
FP (mg d/mL gas) 3,55 3,80 3,40 3,03™ 336" 3,05 3,20 3,01 3,42 3,00 0,003  <0,0001

DO: dosis cero; MON: monensina; SE1: suico en éter 1 g/L; SE2: suico en éter 2 g/L; PAL1: poleo en alcohol | g/L; PAL2: poleo en alcohol 2 g/L; SM1: suico molido 1
g/L; SM2: suico molido 2 g/L; PM1: poleo molido 1 g/L; PM2: poleo molido 2 g/L. Significancia: *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001. La significancia corresponde a la

comparacion de cada tratamiento respecto a la DO.
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3.5. Discusion

En el capitulo anterior se concluyé sobre el modo de accion diferencial que
presentaron las especies vegetales LT y TM sobre la fermentacion ruminal, como asi también
la permanencia de compuestos bioactivos luego de que el material vegetal es tratado con
solventes de diferentes polaridades. Una amplia variedad de compuestos se ha probado en
incubaciones in vitro con el objeto de manipular la fermentacién ruminal, arrojando
resultados diversos. Esto podria deberse a factores como las caracteristicas intrinsecas y dosis
del material que se esta evaluando, el pH ruminal, las poblaciones microbianas y la dieta
administrada a los animales o utilizada como sustrato para las incubaciones in vitro
(DeRamus et al., 2003; Garcia et al., 2020). En este capitulo se cuantificaron los compuestos
fendlicos presentes en los materiales vegetales LT y TM vy los extractos que evidenciaron
bioactividad en el capitulo anterior, evaluandose sus efectos sobre la fermentacion ruminal
con distintas dietas.

La dieta es uno de los factores mas relevantes que afecta tanto a la produccién de
CH4 como a las poblaciones microbianas ruminales, y por consiguiente a los productos de
fermentacion (Weimer et al. 1998; Canul Solis et al., 2020). Como lo indican Johnson and
Johnson (1995), existen dos factores principales por los cuales se producen las variaciones
en la produccion de CHa. El primero corresponde a la cantidad y calidad de carbohidratos
fermentados en el reticulo-rumen, mientras que el segundo factor se refiere a la relacion de
AGYV producidos, la cual regula la produccion de Hz y consecuentemente de CHa. Ademas,
los compuestos bioactivos presentes en las dietas de manera natural o como suplemento
(polifenoles, saponinas y AE entre otros) afectan la fermentacion y modulan el

comportamiento de las poblaciones microbianas dentro del rumen (Vasta et al., 2019).
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La presencia de polifenoles en las dietas de animales es comun, ya que por ejemplo,
una vaca en pastoreo consume alrededor de 500 g al dia de estos compuestos (Fraisse et al.,
2007; Landau et al., 2000). Respecto a los sustratos utilizados en este trabajo, Pan contiene
mayor cantidad de polifenoles que TMR, quizés debido a que presenta una abundancia
superior de lignina (Bravo, 1998). La inclusion de diferentes tipos de forrajes que contienen
compuestos fendlicos en las dietas ha demostrado disminuir la emision de CH4 tanto en
ensayos in vitro como in vivo, obtener mejoras en el uso del nitrégeno (Patra and Saxena,
2011) y modular el perfil de AGV (Tavendale et al., 2005; Jayanegara et al., 2015). Por otra
parte, los polifenoles pueden tener efectos adversos sobre algunos microorganismos, ya que
alteran sus membranas interactuando con las proteinas de la misma (da Cruz Cabral et al.,
2013) o inhiben la actividad enzimatica (Patra et al., 2006; Liu et al., 2011). En contrapartida,
estos compuestos pueden disminuir el consumo voluntario ya que afectan la palatabilidad
aumentando la astringencia (Patra and Saxena, 2011) y reduciendo la digestibilidad de la
fibra (Barry and McNabb, 1999; Hervas et al., 2003). La degradacion de la fibra requiere
una serie de pasos consecutivos, donde uno de ellos es la fijacion de los microorganismos a
las paredes celulares, el cual se piensa que puede ser inhibido por estos compuestos
(McAllister et al., 1994).

En lo que respecta a composiciones quimicas de plantas medicinales y metabolitos
secundarios, los AE han sido los mas estudiados, mientras que los compuestos polifendlicos
no han recibido tanta atencion (Tereschuk et al., 1997; Wernert et al., 2009). Estos
compuestos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza, con la caracteristica
de tener un anillo aroméatico con al menos un grupo hidroxilo y han adquirido importancia
debido a su amplio rango de actividad biolégica, en particular las propiedades

antimicrobianas reportadas (Oskoueian et al., 2013).
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La cantidad de fenoles provenientes de las especies bajo estudio en este trabajo es
consistente con el rango encontrado en la literatura (Kumar et al., 2011; Pal et al.; 2015;
Canul-Solis et al., 2020). Asimismo, las variaciones observadas en el contenido de FT, FNT
y TAN entre especies (Cuadros 6 y 7) podrian atribuirse tanto a factores genéticos como asi
también a la polaridad de los solventes o al tipo de compuesto fendlico presente y/o sus
mezclas (Tereschuk et al., 1997; Bravo, 1998; Garcia et al., 2020). En el capitulo anterior,
los extractos PAL y SE fueron los que presentaron la mayor bioactividad con respecto al
resto de los materiales probados. Ademas, se pudo observar la manera diferencial de actuar
de LT y TM directa e indirecta, respectivamente, sobre la metanogénesis (Cieslask et al.,
2013). La cantidad de compuestos fenolicos fue mayor en TM, independientemente del
solvente utilizado o de la presentacion fisica del material. Sin embargo, aun asi, ambas
especies tuvieron bioactividad, lo que concuerda con los datos presentados con anterioridad
por nuestro grupo de trabajo (Garcia et al., 2020). Algunos compuestos fendlicos presentes
podrian ser comunes entre los materiales probados, pero a la vez también pueden presentar
compuestos unicos o diferentes combinaciones entre ellos, lo que destaca la naturaleza
multiple de la bioactividad de los compuestos derivados de estas especies vegetales
(Tereschuk et al., 1997; Banik et al., 2016; Vasta et al., 2019). Jayanegara et al. (2013)
probaron la combinacion de cuatro forrajes con perfiles fendlicos diferenciales (FT, TAN,
FNT), observando un sinergismo en la reduccion de la produccibn de CHas
independientemente del perfil fendlico. Broudiscou et al. (2000) trabajaron con 14 extractos
de plantas con altas concentraciones de compuestos de la fraccién TAN en cultivo continuo
y determinaron que dos de ellos (E. arvense y S. officinalis) mostraron mayor accion
inhibitoria sobre la produccion de CHs4. Sin embargo, se reportaron tres extractos que

presentaron los mismos compuestos fendlicos, pero no mostraron bioactividad. En
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coincidencia, en el presente trabajo se pudo observar que el contenido de FTy TAN en LT
no varié entre los tratamientos (hubo una ligera variacion en FNT), pero solo se detectd una
marcada actividad antimetanogénica con la inclusion de los tratamientos PM y PAL. Este
comportamiento puede deberse al tipo de compuestos fendlicos, puesto que los TAN se
encuentran conjugados con azucares o glucosidos, lo cual puede reducir su bioactividad
(Sengul et al., 2009; Berger et al., 2012). Asimismo, algunos TAN son susceptibles a la
degradacion por ciertos microorganismos (Bravo, 1998). Oskoueian et al. (2013) probaron
siete compuestos pertenecientes al grupo de los TAN en cultivo in vitro. Algunos de ellos
redujeron la produccion de gas, el CH4, la degradabilidad del sustrato, asi como las
poblaciones de archaeas metanogénicas y protozoos. En el presente trabajo se observo el
mismo patron en el sustrato TMR con los tratamientos SE1, SM1 y PM1 con respecto a
produccion de gas y CHa, pero la degradabilidad del sustrato y los protozoos no fueron
afectados. En Pan, en cambio, si bien la produccion de gas disminuyo, la produccion de CHa
no lo hizo (excepto con SE2, PAL2 y PM2). Makkar (2003) estima que los vegetales con un
contenido de FT y TAN de 4,5% y 2% respectivamente (expresados como AT/eq) no
producirian efectos adversos significativos en el rumiante. Basado en esto, los mayores
contenidos de FT y TAN detectados en los materiales provenientes de TM, podrian explicar
la reduccion de la degradabilidad del sustrato observada en los tratamientos que incluian
estos materiales.

Como se menciono en el capitulo anterior, la polaridad de los solventes afecta el
rendimiento de los fenoles y por lo tanto las actividades antioxidantes y antimicrobianas
(Tian et al., 2009; Banik et al., 2016). En varios trabajos in vitro (Kumar et al., 2011; Akanmu
et al., 2020) se observo que el uso de metanol como solvente resultd ser el mejor para la

obtencién de compuestos fendlicos (Bravo, 1998), contrario a lo expuesto por Tian et al.
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(2009) en cuanto a la relacion entre polaridad y bioactividad. Nuestros resultados sugieren
que el vinculo entre polaridad y capacidad antimicrobial no sigui6 esa tendencia, ya que se
detect6 bioactividad tanto con solventes polares como el etanol y no polares como el éter.
Mas aln, con estas dietas utilizadas hubo efecto antimicrobiano en tratamientos que no
incluyeron solventes (PM y SM).

Varios estudios coinciden en que las caracteristicas de la dieta influyen sobre las
emisiones de CH4 (Johnson and Johnson, 1995; Yan et al., 2010). Dietas basadas en forrajes
de baja calidad generalmente tienden a producir mayor intensidad en las emisiones de CHa,
mientras que aquellas basadas en granos, la reducen. Esto se atribuye a la fermentacion del
almidén en el concentrado, ya que produce mas Propiénico y Butirico que la celulosa en el
forraje, compitiendo con la metanogénesis por los Hz (Murphy et al., 1982). Por otra parte,
la ingesta alta de almidén puede disminuir el pH ruminal, lo que inhibe el crecimiento de
metanogenos, pero también puede comprometer la digestibilidad de la fibra (Van Kessel
and Russell, 1996; Lana et al., 1998). Sin embargo, esta no es una explicacion definitiva, ya
que el genoma del ecosistema ruminal es dinamico y podria existir transferencia horizontal de
genes que den lugar a la coexistencia de diferentes rutas de fermentacion (Janssen, 2010).

La inclusion de SE, PM y PAL en el sustrato Pan disminuyd la cantidad de CH4
cuando se us6 la mayor dosis, sin afectar de manera negativa la degradabilidad del sustrato.
En cambio, todos los materiales evaluados en el sustrato TMR disminuyeron la
metanogénesis, pero solo SE, SM y PM mantuvieron inalterada la degradabilidad del sustrato
cuando se usO la menor dosis. Con la mayor dosis, si bien disminuye el CHs, la
degradabilidad del sustrato resulta comprometida. Estos resultados concuerdan con lo

reportado por Garcia et al. (2020), dado que cuando se incorporaron las dosis mayores de AE
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de LT y TM se logré la disminucion de CHa, pero la degradabilidad de los sustratos Pan y
TMR result6 afectada de manera negativa. Estos compuestos incorporados en dosis altas
generarian una mayor sensibilidad en las comunidades de bacterias fibroliticas comparadas
con otros microorganismos del rumen.

Para L. turbinata, la bibliografia referida a la composicién de polifenoles que no se
encuentren en los AE es escasa. Se detectaron en su composicion principalmente fenoles,
taninos y terpenos, reconociéndose también algunos flavonoides (Nufez et al., 2007;
Fioravanti et al., 2009), flavonas derivadas de apigenina y leucoantocianidinas (Pascual et
al., 2001; Araoz and Abdala, 2005). Por su parte, Aguado et al. (2016) hallaron que LT tiene
capacidad antioxidante y mayor cantidad de FT cuando se lo compara con Aloysia
polystachya G. (ambas de la familia Verbenaceae). Ademas, en el trabajo realizado por
Herndndez et al. (2000) donde probaron fracciones metandlicas de cinco plantas
medicinales, LT fue la especie que presentd mayor actividad bactericida atribuida a la
presencia de compuestos de la fraccion TAN (Goleniowski et al., 2006). Contrariamente,
Wernert et al. (2009) detectaron una cantidad minoritaria de estos compuestos, reportando
ademas una medida de FT mayor que la hallada en este trabajo (10,62 y 13,36 mg AT eqg/g
MS correspondiente a infusion y cocimiento, respectivamente vs 8,07 y 2,36 mg AT eq/g
MS - PM y PAG). Sin embargo, los valores de TAN reportados por Wernert et al. (2009) no
fuerontan dispares con este trabajo (1,60 y 1,98 mg AT eqg/g MS infusion vs cocimiento; 5,30
y 1,48mg AT eqg/g MS - PM y PAG).

Por otra parte, con respecto a T. minuta, Tereschuk et al. (1997) observaron
actividad inhibitoria del crecimiento en bacterias Gram (+) y (-) usando extractos de sus
hojas en agua y etil acetato, lo cual no coincide con Tian et al. (2009) respecto a las

polaridades de los solventes y la capacidad antibacteriana. Los compuestos mayoritarios
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hallados fueron dos flavonoides caracteristicos de Tagetes spp (Al-Musayeib et al., 2014),
de los cuales solo uno present6 actividad antimicrobiana (Tereschuk et al., 2004). Esta
bioactividad podria deberse a la concentracion de compuestos de la fraccion TAN en cada
solvente o0 a la composicién fendlica en cada fraccion (Tereschuk et al., 1997; Tahir and
Khan, 2012).

En retrospectiva, hubiera sido deseable tener un andlisis més detallado de los
componentes presentes en las fracciones fendlicas, dado que la mayoria de los compuestos
de LT y TM que no pertenecen a los AE y que han presentado actividad antimicrobiana se
encuentran dentro de la fraccion TAN. Cuando se usan extractos la informacion obtenida
sobre el efecto de cada constituyente fendlico seria valida solo como grupo (Bravo, 1998;
Tedeschi et al., 2021).

Los cambios en la produccion de CH4 no siempre conllevan variaciones similares
en el numero de protozoos, incluso cuando se asume una relacién simbidtica entre estos y
archaeas metanogenicas del rumen (Broudiscou et al., 2000; Kim et al. 2012). Los resultados
relativos a protozoos tanto para LT como TM van en la misma linea que lo reportado en el
capitulo anterior. Asi, solo en el sustrato TMR los protozoos resultaron afectados,
disminuyendo significativamente su poblacion cuando se incorporé MON.

Es bien sabido que la monensina causa una inhibicion directa sobre las bacterias
Gram (+) (Russell and Houlihan, 2003), lo que resulta en una disminucion de la produccion
de CH4 debido a la escasez de hidrogeno. Al mismo tiempo se estimula a las bacterias
formadoras de Propidnico (Newbold et al., 1993). En este trabajo, la inclusion de MON
redujo la produccion de gas total luego de 48 h de incubacion en ambos sustratos, al igual
que la produccion de CHa. Estos resultados concuerdan con la literatura disponible sobre este

ion6foro. Ademas, varios estudios han demostrado que la monensina inhibe de manera
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significativa la produccion de CHs en estudios in vitro (Garcia-Gonzalez et al., 2008b;
Medjekal et al., 2017; Garcia et al., 2020).

A pesar de que existen varios estudios donde el pH no fue reportado (Kumar et al.,
2011; Pal et al., 2015; Akanmu et al., 2020) este es una variable sefialada como posible
predictora de la produccion de CHs debido a que las archaeas metanogénicas son mas
sensibles a las variaciones de éste (Van Kessel and Russell, 1996). El rango considerado
normal se encuentra entre 5,5y 7 (Krause and Oetzel, 2006). Los resultados obtenidos en el
siguiente trabajo muestran que el pH no se modific6 de forma biolégicamente significativa,
lo cual es esperable en planteos in vitro. En este sentido, cuando los sustratos Pan y TMR
fueron incubados in vitro, no se percibieron alteraciones en el pH que puedan relacionarse
con la disminucién en la produccion de CHa.

La hipdtesis de trabajo planteada se acepta parcialmente en primera instancia porque
ambas especies evaluadas aumentaron la actividad antimicrobiana a medida que se
incremento su dosis de inclusion en el sustrato Pan. En el caso del sustrato TMR, el CH4 se
redujo en todos los tratamientos en todas las dosis. En segunda instancia, la hipotesis se
acepta parcialmente porque en LT el rango de polifenoles detectado es menor y poco variable,
mientras que en TM el comportamiento fue contrario.

3.6. Conclusion

La adicién de extractos y material vegetal de LT y TM a los sustratos Pan y TMR
fue capaz de reducir la produccién de metano durante la fermentacion in vitro.

Las especies LT y TM mostraron diferencias en cuanto a la cantidad y composicion
de los compuestos fendlicos, siendo superiores para TM con respecto a LT. A pesar de ello,
ambas especies mostraron bioactividad, sugiriendo que la misma no resulta de la presencia o

ausencia de un compuesto en particular, sino de las caracteristicas de fermentacion
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resultantes entre el sustrato y los compuestos fendlicos. Dentro de estos compuestos, algunos
podrian repetirse entre los materiales probados, mientras que otros podrian aparecer como

Unicos o generar combinaciones diferenciales.
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EVALUACION IN VITRO DE LIPPIA TURBINATA Y TAGETES MINUTA
MOLIDOS SOBRE LAS VARIABLES DE FERMENTACION Y LAS
POBLACIONES MICROBIANAS RUMINALES A TRAVES DEL TIEMPO.
4.1. Introduccién

La comunidad microbiana ruminal estd compuesta por bacterias, hongos, archaeas
metanogeénicas y protozoos, caracterizandose por una alta densidad y diversidad poblacional
con multiples interacciones. En el contenido ruminal algunos metabolitos producidos por
ciertos microorganismos son utilizados como sustrato para el funcionamiento del
metabolismo de otros. Por ejemplo, Kittelman et al. (2013) encontraron una correlacion
positiva entre bacterias y metandgenos, ya que representantes de las familias
Fibrobacteriaceae y Ruminococcaceae producen formiato e Hz que son utilizados como
sustrato por los metandgenos. Las relaciones que se generan entre los microorganismos son

la base de las variaciones en la formacion de CHa4 (Kittelmann et al., 2014).

Solo entre el 20% y el 60% de los microorganismos del rumen han sido identificados
y caracterizados con métodos de cultivos convencionales y microscopia, debido a la
dificultad de ser aislados en laboratorio (Sirohi et al., 2012; Seshadri et al., 2018). En
particular, el crecimiento de las archaeas metanogenicas en cultivos in vitro es lento, con
baja eficiencia y dificultad para mantenerlas libres de contaminantes (Leahy et al., 2013).
Por ello, no es posible alcanzar una detallada cuantificacion de las poblaciones microbianas
usando estas aproximaciones. Las técnicas moleculares facilitan la comprension integrada de
roles, funciones e interacciones entre las comunidades microbianas ruminales. Asimismo, el
avance de la biologia molecular permitio identificar y cuantificar de manera rapida y

reproducible diferentes grupos microbianos presentes en el contenido ruminal (Sirohi et al.,
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2012). En este sentido, la técnica de cuantificacion de genes especificos o grupos microbianos
conocida como PCR cuantitativa en tiempo real (qQPCR) es el método mas usado en los

ultimos afos (Kim et al., 2017; Ortiz-Chura et al., 2018; 2021).

El objetivo del presente capitulo fue evaluar la bioactividad de los materiales
vegetales previamente seleccionados sobre las poblaciones de archaeas metanogénicas,

bacterias totales y protozoos en ensayos in vitro, examinando su dindmica a través del tiempo.

4.2. Hipdtesis
La adicion del material vegetal de las especies LT y TM modifica la dindmica de la
fermentacion, generando cambios en las poblaciones de metandgenos, bacterias totales y

protozoos del rumen a través del tiempo.

4.3. Materiales y Métodos
4.3.1. Tratamientos

Los tratamientos correspondieron al material vegetal molido de ambas especies (PM
y SM). El proceso de obtencion de los mismos se detalldé en Materiales y Métodos del

Capitulo 2.

4.3.2. Incubacion in vitro

Se realizé un ensayo con la misma metodologia mencionada en los capitulos 2 y 3,
para valorar el material vegetal molido de LT y TM con base en el sustrato TMR. La
composicion quimica del sustrato se muestra en el Cuadro 21 del Anexo. Los cultivos in vitro
se realizaron de igual manera que en los ensayos anteriores. Se usaron tres novillos Hereford
con canula ruminal (518 + 62 kg) para obtener el FR para las incubaciones in vitro,

alimentados con una dieta de heno de alfalfa y grano de maiz molido en una proporcién 80:20
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en base seca (Cuadro 23 del Anexo). EI FR fue homogeneizado vy filtrado dos veces a través
de una doble capa de gasa en un matraz con agitador magnético mantenido a 39 °C en
ambiente de anaerobiosis. EI medio de cultivo consistié en 40 mL de una solucion buffer
carbonato-fosfato (Tilley and Terry, 1963) mas 10 mL de FR. Para obtener los tratamientos
correspondientes a la dosis de 1 g/L se incorporaron 50 mg de material molido en 450 mg de
sustrato,  excepto en el control donde el mismo alcanzé 500 mg. Ademas, se incluy6 un
blanco (FR maés buffer, sin sustrato) usado para correccion de los datos de produccion de gas
y un control positivo con monensina (MON) a una concentracion de 1,87 mg de monensina

pura/L (Option 20%, Brascorp S.A., Buenos Aires, Argentina).

4.3.3. Analisis quimicos del material vegetal, variables de fermentacion y parametros
bioquimicos

El andlisis quimico del material vegetal y el sustrato se realizo de igual manera que
las determinaciones de MS, MO, Cen, PB, FDN, FDA y DMSiv de la metodologia descrita
en el capitulo 2, al igual que la determinacion de fenoles totales (FT), fenoles no tanicos
(FNT) y taninos totales (TAN) mediante el método de Folin-Ciocalteu (Makkar, 2003).
Respecto a las variables de fermentacion evaluadas, el volumen de gas, la produccién de
CHg4, la degradabilidad in vitro, el contenido de nitrogeno amoniacal, el pH, el FP y la
cantidad de protozoos se calcularon de igual manera que las metodologias descriptas en los

capitulos 2 y 3.

4.3.4. Extraccion de ADN gendmico
EI ADN gendmico se extrajo a partir de 0,25 g de pellet proveniente de fermentacion
in vitro utilizando la técnica de RBB+C (Repeated Bead Beating plus Column) (Yu and

Morrison, 2004) modificada. EI ADN obtenido se analiz6 cuali y cuantitativamente mediante
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electroforesis en geles de agarosa al 1% (p/v), con buffer TAE 1X durante 30 mina 100 V' y
tincion con colorante GelRed (Biotium, Estados Unidos). La cuantificacion se realizd
mediante espectrofotometria (Nanodrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos). EI ADN obtenido y cuantificado se almacen6 en freezer a -80 °C para su

conservacion hasta el momento de la amplificacion mediante gPCR.

4.3.5. Amplificacion por gPCR

Se utilizé el ADN de un plasmido (PCR® 4-TOPOvector®, Invitrogen, Estados
Unidos) que contiene el gen del ARNr 16S para poblaciones de bacterias totales y el gen de
la metil coenzime-M reductasa (mcrA) para archaeas metanogénicas como estandares para
las cuantificaciones de ambos grupos (Denman and McSweeney, 2006; Ortiz-Chura et al.,

2018; 2021).

Para estimar los cambios poblacionales se usaron cebadores especificos (Cuadro
12), en muestras tomadas en cuatro tiempos distintos a lo largo del ensayo de fermentacion
(0, 12, 24 y 48 h). La qPCR se realizo utilizando el termociclador ABI 7500 v2.3 (Applied
Biosystems, CA, Estados Unidos) con un sistema de deteccion de secuencias. Se agregaron
2 pL de templado de ADN (10 ng/pL) a la reaccidon de amplificacion con 20 pmol de cada
cebador, 4 puL de 5 x FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis BioDyne, Estonia) y agua
libore de ADN/ARN ajustada a un volumen total de 20 pL. Las reacciones de gPCR se
realizaron utilizando el siguiente programa de amplificacion: 1 ciclo de 95 °C por 15 min
para la desnaturalizacion del ADN molde, seguido por 40 ciclos de desnaturalizacion a 94
°C por 30 seg, la hibridacién a 60 °C por 30 seg Y la elongacion a 72 °C por 1 min durante

30 ciclos y finalmente un paso de extension a 72 °C por 10 min (Denman et al., 2007).
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La especificidad del amplicon se verifico de acuerdo con la curva de disociacion
del producto de PCR final, aumentando la temperatura 1 °C cada 30 seg desde 60 °C hasta
95 °C.

La precision de la cuantificacion microbiana mediante gPCR se baso en curvas
estandares preparadas con concentraciones ya conocidas del plasmido para el objetivo
respectivo y los valores de eficiencia de amplificacion por PCR. En cada reaccion, los valores
de regresion lineal de la curva estandar se deberan encontrar dentro de los limites normales
(R? = 0,99; pendiente = -3,2 a -3,6; eficiencia = 100-110%) (Zhang and Fang, 2006). Estos
valores se utilizaron para estimar el nimero de copias de los genes ARNr 16S de cada

muestra. Para este analisis se utilizo la siguiente ecuacion:
N ° copias/grumen=(Q xC)/V

donde: Q =es la media de las copias; C = concentracion total de ADN en cada muestra (ng /

g) y V =es la concentracion de ADN utilizada en la reaccion (ng).

Cuadro 12: Especificaciones de cebadores para bacterias y archaeas metanogénicas totales.

Especie , 4o, Hibridacion  Tamafio del .
blanco CPHMEEI gy ampliconpp) VTN

F: TTC GGT GGA

archaeas TCD CARAGR GC
L. Denman et al.,

metanogénicas 60 140 2007
totales (mcrA) R GBARGT CGW

AWC CGT AGA

ATCC

F. CGG CAA
Bacterias i(csé(éce CGA Denman and
totales (16S 60 130 McSweeney,
rARN) R: CCATTG 2006

TAGCAC GTG TGT
AGCC
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4.3.6. Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utiliz6 un disefio completamente aleatorizado con tres réplicas biologicas
discontinuas en el tiempo (corridas) y en cada una de ellas cinco réplicas técnicas (botellas)
en las cuales se midié produccidon de gas. De ellas, dos fueron usadas para medicion de CH4
y degradabilidad, dos para extraccion de ADN y una para determinar pH, protozoos y N-NHs
en los cuatro tiempos (0, 12, 24 y 48 h). Los efectos fijos fueron los materiales vegetales
evaluados, la MON vy la dosis de inclusién, mientras que cada réplica bioldgica o corrida fue
considerada efecto aleatorio. Los datos se analizaron con modelos lineales generalizados
mixtos utilizando el software R 3.6.2. El efecto de cada inclusion (material vegetal) sobre los
parametros de fermentacion (diferencia del control), fue expresado como incremento o
disminucién (porcentaje) respecto del valor del control por cada horario por separado. Se
utilizo el test de Dunnett para comparar las medias (Garcia-Gonzalez et al., 2008a). La

significancia se declaré cuando p<0,05 y las tendencias fueron discutidas cuando p<0,10.

Yij= MW+ Ti + Bj + sij,

Yij fue la observacion, p fue la media general para cada parametro, t; fue el efecto del

tratamiento (i=1, ..., 6), Bj fue el efecto de run (j = 1, 2, 3) y &ij fue el error residual.

4.4. Resultados

4.4.1. Produccién de gas, concentracion de metano y degradabilidad in vitro del sustrato
Como se observa en el Cuadro 13, a la hora 12, 24 y 48 la PGMS disminuy6 con los

tratamientos con respecto a la DO (p<0,001). En la hora 12 la reduccién vario entre 10,5% y

18,5 %, a la hora 24 varié entre 12,7% y 18,1%, mientras que a la hora 48 fluctuo entre 12,3%

y 17,4%. En todos los casos, el menor porcentaje corresponde a MON y el mayor a PM1. De
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igual modo, la PGMO resulto significativamente afectada por todos los tratamientos en todos
los horarios, donde la mayor reduccion se obtuvo con el tratamiento PM1 (18; 17,7 y 16,9%

respectivamente) y el menor con MON (10,5; 12,7 y 12,3% respectivamente).

Cuadro 13: Efecto de la inclusién de material vegetal de LT y TM sobre la produccién de gas, metano
y la degradabilidad del sustrato TMR a la hora 12, 24 y 48 en relacién a la DO.

Variables DO MON SM1 PM1 EE p-valor
ANAVA

Hora 12

PGMS (mL/g MSi) 137,95 123,48™ 114,62 112,45™ 1,087 <0,0001
PGMO (mL/g MOi) 146,36 131,017 122,07 119,97™ 1,153 <0,0001
%CHg4 1,98 1,73™ 1,83" 1,85 0,061 0,0074
MMSi (mL/gMSi) 2,71 2,13™ 212" 2,08™ 0,125 0,0002
MMOi (mL/gMOi) 2,88 2,26 2,25 2,227 0,132 0,0002
MFDNi (mL/gFDNi) 8,71 6,84 611" 587" 0,379 <0,0001
MS d (g d/g inc) 0,76 0,74™ 0,72 0,73™ 0,003 <0,0001
MO d (g d/ginc) 0,73 0,72 0,70™ 0,71™ 0,003 <0,0001
FDN d (g d/g inc) 0,17 0,12"" 0,15 0,19" 0,009 <0,0001
Hora 24

PGMS (mL/gMSi) 204,82 178,82™ 170,64™" 167,70™ 3,984 <0,0001
PGMO (mL/gMOi) 217,31 189,72 182,34™ 178,87 2,710 <0,0001
%CH4 2,81 2,25™" 2,70 2,56" 0,088 0,0001
MMSi (mL/gMSi) 5,79 4,05 4,65™ 4,24 0,245 <0,0001
MMOi (mL/gMOi) 6,15 429" 4,96™ 456™ 0,260 <0,0001
MFDNi (mL/gFDNi) 18,59 12,98™  13,38™ 12,06™ 0,789 <0,0001
MS d (g d/g inc) 0,83 0,78 0,78 0,78 0,003 <0,0001
MO d (g d/g inc) 0,81 0,76™  0,76™ 0,76™ 0,003 <0,0001
FDN d (g d/g inc) 0,40 0,25™ 0,33 0,33 0,010 <0,0001
Hora 48

PGMS (mL/gMSi) 244,37 214,417 204,53™ 201,88 11,590 <0,0001
PGMO (mL/gMOi) 259,26 227,48™ 217,28™ 215,38™" 2,636 <0,0001
%CHg4 3,25 2,563™" 3,09 3,13 0,099 <0,0001
MMSi (mL/gMSi) 8,03 541" 6,35 6,32 0,235 <0,0001

MMOi (mL/gMOi) 8,52 5,74™ 6,74™" 6,74™" 0,250 <0,0001
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MFDNi (mL/gFDNi) 2578  17,38™ 1828 17,85 0,748 <0,0001
MS d (g d/g inc) 08 085  081™ 081 0,004 <0,0001
MO d (g d/g inc) 08 083 080 080 0004 <0,0001
FDN d (g d/ginc) 051  046™  044™  044™ 0,010 <0,0001

DO: dosis cero; MON: monensina; SM1: suico molido 1 g/L; PM1: poleo molido 1 g/L. Significancia: *, p
< 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001. La significancia corresponde a la comparacion de cada tratamiento
respecto a la DO.

En cuanto a la produccion de %CHa, la reduccion que produjo MON oscilé entre
12,6; 19,9 y 22,1% (p<0,001) respecto a DO. SM1 causé una reduccion significativa solo a
la hora 12 (7,6%) y PM1 lo hizo a la hora 24 (8,9%). Respecto a la produccion de mL de CH4
en funcion de los gramos de MS, MO y FDN incubada, todos los tratamientos redujeron las
emisiones en todos los horarios (p<0,0001). Las menores reducciones en relacion con la MS
incubada se obtuvieron con SM1 (21,8; 19,7 y 20,9% en los respectivos horarios), mientras
que MON produjo las mayores reducciones en los horarios 24 y 48 (30 y 32%
respectivamente). Con respecto a la produccion de CH4 en funcion a la MO incubada, el
tratamiento MON mostro las mayores reducciones en los 3 horarios (21,5; 30,1 y 32,6%
respectivamente). Con PM1 en los horarios 12 y 24 se obtuvo una mayor reduccion
comparado con SM1, pero al horario 48, ambos alcanzaron el mismo nivel de reduccion
(20,9%). En cuanto a los mL de CHa relacionados con la FDNI, el tratamiento PM1 fue el
que logro la reduccién mayor en los tres horarios, variando de 32,6; 35,1 a 30,8%,
respectivamente. SM1 redujo mas la emision de CHa4 en la hora 12 comparado con MON,
pero a las 24 y 48 h lo superd. La degradabilidad de la MS, la MO y la FDN fueron
negativamente afectadas por todos los tratamientos en todos los tiempos (p<0,0001), excepto

por el tratamiento PM1 en el horario 12, que aument6 un 14,4% la degradabilidad de la fibra.
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4.4.2. Pardmetros bioquimicos de la fermentacion in vitro

El pH no se vio afectado de manera biologicamente significativa (Cuadro 14). A
manera de ejemplo en la Figura 11 se observan los protozoos del género lIsotrichia y
Entodinomorfos pertenecientes a muestras de los tratamientos DO y MON a la hora 48. El
tratamiento MON fue el Gnico que disminuyé la cantidad de protozoos de manera
significativa al horario 48 respecto al control (61%; p<0,001). El contenido de N-NHz no
result6 afectado en los horarios 12 y 24 (p=0,4737 y p=0,3635, respectivamente), mientras
que en el horario 48 el tratamiento MON result6 significativo (p<0,001) disminuyendo en
14% la cantidad de N-NHz con respecto a DO. En cuanto al FP, este result6 afectado en todos

los horarios (p<0,0001), siendo mas elevado en todos los tratamientos respecto a la DO.

Figura 11: Protozoos ciliados observados en microscopio. a) Isotrichia y Entodinomorfos en DO a
las 48 h; b) Entodinium en MON a las 48 h.
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Cuadro 14: Efecto de la inclusion de material vegetal de LT y TM sobre el pH, protozoos, contenido
de nitrogeno amoniacal y el factor de particion en el sustrato TMR a la hora 12, 24 y 48 en relacion a
la DO.

Variables DO MON SM1 PM1 EE p-valor
ANAVA
Hora 12
pH 6,73 6,73 6,75 6,78 0,021 0,1603
Protozoos (N°x 10°%/mL) 13,97 9,25 12,56 8,90 2,211 0,1529
N-NHs (mg/dL) 14,92 14,10 14,49 14,69 0,531 0,4737
FP (mg MS d/mL gas) 5,93 6,42 6,75 6,88 0,122 <0,0001
Hora 24
pH 6,73 6,70 6,74 6,74 0,020 0,2137
Protozoos (N°x 10°%/mL) 11,22 5,56 5,45 5,16 4,401 0,5039
N-NH3 (mg/dL) 18,77 17,73 17,86 17,58 0,715 0,3635
FP (mg MS d/mL gas) 4,09 4,52 4,65™ 4,74 0,074 <0,0001
Hora 48
pH 6,72 6,69 6,74 6,75 0,013 0,0167
Protozoos (N°x 10°°/mL) 9,27 3,617 11,33 9,76 1,185 0,0028
N-NHs (mg/dL) 24,37 20,96™ 22,99 24,36 0,786 0,001
FP (mg MS d/mL gas) 3,51 3,97 3,95 4,04 0,058 <0,0001

DO: dosis cero; MON: monensina; SM1: suico molido 1 g/L; PM1: poleo molido 1 g/L. Significancia: *, p <
0,05; **, p < 0,01; *** p < 0,001. La significancia corresponde a la comparacién de cada tratamiento
respecto a la DO.

4.4.3. Cuantificacion de las poblaciones de bacterias y metandgenos totales

Las poblaciones de bacterias totales (copias/g) se mostraron afectadas solo en los
horarios 12 y 48 (p<0,05) (Cuadro 15). A la hora 12, SM1 aument6 en 5,7% la poblacion
respecto a la DO (p<0,001), mientras que a la hora 48 este efecto se consiguié con los
tratamientos MON (p<0,001; 2,2%) y PM1 (p=0,028; 1,2%). Con respecto a las poblaciones
de archaeas metanogeénicas, también resultaron afectadas a las 12 horas de incubacion
(p=0,0208). Si bien todos los tratamientos aumentaron la cantidad de metandgenos, solo
MON lo hizo de manera significativa (p=0,0172). Por su parte, en los horarios 24 y 48 el

anico tratamiento significativo fue PM1, que redujo la poblacién de metandgenos en 2,9%
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(p=0,047) y 7,2% (p=0,025) respectivamente. En la Figura 12 se observa la variacion de las

poblaciones bacterianas y de archaeas metanogénicas evaluadas a lo largo del tiempo.

Cuadro 15: Efecto de la inclusion de material vegetal de LT y TM sobre las poblaciones de bacterias
totales y metandgenos totales a la hora 0, 12, 24 y 48 (valores expresados en logio) en relacion a la
DO.

Poblacién DO MON SM1 PM1 EE p-valor
ANAVA

Hora 0
Bacterias totales , 4, 1123 1139 1135 0,085 0,2408
(copias/g)
Metanogenos 8,38 8,21 8,38 833 0,132 0,3102
(copias/g)
Hora 12
Bacterias totales .

) 11,23 11,42 11,87 11,58 0,162 0,0084
(copias/g)
Metanogenos 8,69 8,03" 8,90 8,71 0,100 0,0208
(copias/g)
Hora 24
Bacterias totales

. 11,67 11,03 11,63 11,45 0,438 0,3756
(copias/g)
Metanogenos 8,95 8,98 8,76 8,69" 0,129 0,0491
(copias/g)
Hora 48
Bacterias totales s "

. 11,27 11,49 11,32 11,41 0,058 0,0051
(copias/g)

Metanogenos 8,47 8,81 8,09 7,86 0,233 0,0022

(copias/g)

DO: dosis cero; MON: monensina; SM1: suico molido 1 g/L; PM1: poleo molido 1 g/L. Significancia: *, p
< 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001. La significancia corresponde a la comparacion de cada tratamiento
respecto a la DO.
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Figura 12: Comparacion de bacterias totales y archaeas metanogénicas a la hora 0, 12, 24 y 48 con
los tratamientos DO (Dosis 0), MON (monensina), SM1 (suico molido 1 g/L) y PM1 (poleo molido 1
g/L).

4.5. Discusion
Comprender como los microorganismos ruminales son afectados por nuevos
aditivos y las interacciones que se generan entre ellos y el animal huésped, brinda

informacion valiosa para el desarrollo de nuevos sistemas de produccion.

En los capitulos anteriores se concluyé sobre el contenido de compuestos fendlicos
y modo de accion diferencial que presentan las especies vegetales LT y TM sobre la
fermentacion ruminal. Ademas, también se concluyo sobre la permanencia de compuestos
bioactivos luego de que el material vegetal es tratado con solventes de diferentes polaridades,

asi como acerca de la dependencia de las respuestas al tipo de sustrato.

En coincidencia con los resultados obtenidos en el capitulo 3, la inclusion del
material vegetal molido de LT y TM disminuyd la produccion de gas, la produccion de CH4
en relacién con el sustrato incubado y la degradabilidad ruminal. Esto fue evidente desde las

primeras horas de incubacion, sugiriendo que la accion biolégica de los compuestos sobre el
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ambiente ruminal in vitro es rapida. Si bien esto era esperable y ha sido demostrado en el
caso de otros aditivos (Colombatto et al., 2003), hasta donde se pudo indagar, este es el
primer reporte que describe la dindmica de fermentacion de LT y TM sobre el ambiente
ruminal in vitro. Como ya fuera mencionado, la reduccién en la produccién de gas y en
particular CHa, se atribuye a un efecto directo de los compuestos fendlicos (més en su aspecto

cualitativo que cuantitativo) sobre archaeas metanogénicas. Sin embargo, esto solo se

observa en el caso de LT, en donde la poblacion de estos microorganismos disminuye, al

contrario de lo que ocurre con TM.

De esta manera, se podria sugerir que la disminucién en las emisiones de CH4 con
LT estuvo mediada por la reduccion de las poblaciones de archaeas metanogénicas. Un
contraargumento podria ser que la menor degradabilidad de las fracciones digestibles del
sustrato, estadisticamente significativa en este ensayo, pero no en el anterior, podria
explicaresta reduccion en CHas. Sin embargo, TM redujo la degradabilidad del sustrato con
la misma intensidad que LT, sin modificar la poblacién de archaeas metanogénicas.
Colectivamente, esto implicaria la confirmacion de que el modo de accion de ambas
especies evaluadas es diferente. No obstante, el hecho de haber hallado una menor cantidad
de produccion de CHs acompafiada de una reduccion en el nimero de archaeas
metanogénicas, no implicaria necesariamente una relacion causal. En efecto, Witzig et al.

(2018) y Broudiscou et al. (2000) reportan que es posible que se reduzca la produccion de

CHgsin alterar el tamafio de la poblacién de archaeas metanogénicas, como se registré con
la incorporacion de TM. Por su parte, Banik et al. (2016) hallaron un efecto biostatico de
ciertas archaeas metanogénicas  sin modificar el tamafio de la poblacion. Por el contrario,
para el tratamiento LT, la reduccién fue en ambos pardmetros en concordancia con lo

reportado con Tan et al. (2011).
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Estas aparentes inconsistencias entre el tamafio de las poblaciones y la cantidad de
producto final de fermentacion, reafirmarian el concepto de resiliencia del ecosistema
ruminal. Ante la inclusion de un aditivo que genera inhibicién sobre alguna poblacion en
particular, esta deja lugar a que otras poblaciones ocupen ese nicho (Henderson et al., 2015;
Beauchemin et al., 2020). En efecto, Banik et al. (2016) discutieron estos aspectos,

sugiriendo que el desarrollo de aditivos que propenden al mantenimiento de las poblaciones

de microorganismos en niveles basales bajos, seria mas beneficioso que la busqueda de
aquellos que las eliminen directamente. De esta manera se retrasaria la aparicion de células

microbianas con resistencia a esos compuestos (Moss et al., 2000).

En el caso de las bacterias totales, colectivamente los cambios no fueron de
relevancia bioldgica, y los aumentos observados con SM a la hora 12 y PM a la hora 48 no

se correspondieron con un aumento en ninguno de los parametros de la fermentacion.

Las variables del ambiente ruminal siguieron el mismo patrén de los parametros de
degradacion en una coincidencia tanto cuantitativa como cualitativa (términos relativos) con
los resultados reportados en el capitulo anterior. Esto refuerza la idea de la repetibilidad de
los ensayos in vitro para evaluar estos parametros (Yafiez-Ruiz et al., 2016). En cuanto a los
organismos protozoarios, solo MON logré reducir de manera significativa su poblacién,
mientras que tanto LT como TM la mantuvieron inalterada. Tal como se menciond en
capitulos anteriores, la idea de establecer una relacién causa-efecto respecto a la produccién
de gas y la relacion entre los protozoos con las archaeas metandgenicas resulta compleja, ya
que existen inconsistencias entre reportes cientificos (Patra et al., 2006; Kumar et al., 2011;

Kimet al., 2012).
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En términos relativos, el grado de disminucion en las variables estudiadas fue
similar entre ambos experimentos, con la excepcion de la significancia estadistica
mencionada mas arriba. Esto podria quizas ser atribuido a la menor variabilidad de un ensayo
con respecto al otro, diferentes momentos en el tiempo, calidad del FR, etc (Garcia-Gonzéalez

et al., 2008b, Yariez-Ruiz et al., 2016).

A modo de corolario, la hipdtesis de trabajo se acepta parcialmente en lo que
concierne a los cambios en la dindmica de fermentacién y en las poblaciones de archaeas
metanogénicas. No obstante, no se observaron efectos sobre las bacterias y los protozoarios

por parte de la inclusion de LT y TM.

4.6. Conclusion
De acuerdo con mi leal saber y entender, este es el primer trabajo donde se evalla
la dinamica de fermentacion y las poblaciones microbianas del rumen a travées del tiempo,

afectadas por la inclusionde LT y TM.

Se confirma la repetibilidad de los resultados de los ensayos in vitro, lo cual resulta
de suma utilidad para la evaluacion de compuestos bioactivos que puedan modificar los

patrones de fermentacién ruminal.

Tanto LT como TM muestran efectividad en la alteracion de la dinamica de
fermentacion, pero con modos de accidn diferenciales. Mientras LT reduce la produccion de
CH4 y concomitantemente las poblaciones de archaeas metanogénicas, TM disminuye el
CHjs sin afectar a estos microorganismos. No fue posible establecer una relacion directa entre

la reduccién en el numero de archaeas metanogeénicas con la poblacion de protozoarios.

Se deberian planificar futuros estudios enfocados en definir cuales serian los

compuestos presentes en las fracciones bioactivas de estos materiales, que resultan
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responsables de la disminucion de la produccion de CHa y/o las poblaciones de archaeas

metanogeénicas. Este paso seria necesario para precisar el modo de accion de LT y TM.



CAPITULO 5

99
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DISCUSION GENERAL, CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES FINALES

En los Gltimos afios, ha habido un creciente interés por parte de investigadores en
América Latina con respecto a la busqueda de alternativas en estrategias de mitigacion de la
metanogeénesis ruminal. El abordaje de la situacion es amplio debido a la cantidad de
productos disponibles y las numerosas inconsistencias halladas en cuanto a los resultados.
Nuestro grupo de trabajo ha examinado un gran nimero de AE de plantas medicinales que
crecen en las Sierras de Cordoba, logrando seleccionar las especies Lippia turbinara (LT) y
Tagetes minuta (TM) por su potencial de disminuir las emisiones de CH4 ruminal en ensayos
in vitro. Dado que muchos aspectos del uso de estos compuestos y su modo de accion
permanecen aun parcialmente desconocidos, resulta dificil garantizar que constituyan una

estrategia de mitigacion de la produccion de CH4 en rumiantes en un futuro inmediato.

En el presente trabajo, la seleccidn de las especies LT y TM se basé en sus efectos
antimicrobianos o digestivos previamente reportados por los AE, con el objeto de determinar
si existia bioactividad més alla de los componentes volatiles presentes en los mismos. Existen
pocos trabajos donde se refiera al tema de extractos 0 compuestos bioactivos que sean
diferentes a AE, saponinas, taninos y extractos liquidos, encontrando aqui un vacio de
conocimiento. Con el objeto de ampliar y complementar el enfoque de la linea de trabajo, en
esta tesis se abordd el estudio de otros compuestos bioactivos con potencial para disminuir
las emisiones de CH4 diferentes a los AE. Para ello, los compuestos volatiles se eliminaron
mediante solventes de polaridades diversas y se obtuvieron diferentes fracciones que fueron

el objeto de estudio en esta tesis.
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Los trabajos experimentales realizados con la inclusion de estos materiales vegetales
y su perfil de compuestos fendlicos sobre la fermentacion microbiana ruminal en sistemas in

vitro permiten concluir:

Al incorporar tanto el material vegetal como los extractos resultantes de los
tratamientos PAL1 y SE1, se lograron reducciones significativas en las emisiones de CHa.
Por lo que se comprobd la existencia de bioactividad aun cuando aquellos compuestos
volatiles pertenecientes a los AE fueron eliminados mediante diversos solventes. La
degradabilidad del sustrato in vitro no resulté comprometida con la inclusion de PAL1, lo
cual indica que no hubo efectos perjudiciales sobre los microorganismos ruminales,
incluyendo a los protozoarios. Por otro lado, cuando se incorporo el tratamiento SE1, a pesar
de que se evidencio una potente accion antimetanogenica, la degradabilidad del sustrato fue

menor.

Las vias de accion de los compuestos presentes en LT y TM dependen del perfil de
compuestos fenolicos y las relaciones generadas entre los sustratos. Ambas especies
presentan diferencias en cuanto a la cantidad y composicién de los compuestos fendlicos,
siendo superiores para TM con respecto a LT en cualquier tipo de presentacion (material
molido y extractos). Estos hallazgos sugieren que su bioactividad no resulta de la presencia
0 ausencia de un compuesto fendlico en particular, sino de la relacion obtenida entre estos y
el sustrato. Los compuestos fenolicos en cada tratamiento pueden ser los mismos, como asi

también Unicos o combinarse de manera diferencial.

Se comprobd que la accién bioldgica de los compuestos sobre el ambiente ruminal

en sistemas in vitro se produce a partir de las primeras horas de incubacidn. Se remarca que
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este trabajo es el primero donde se evalla la dindmica de fermentacion y las poblaciones
microbianas ruminales a través del tiempo, en respuesta a la inclusion de compuestos
bioactivos de LT y TM. Asimismo, este trabajo mostrd que el modo de accién de las especies
vegetales evaluadas es diferencial: mientras que por un lado las emisiones de CH4 con LT
estuvo mediada por la reduccion de las poblaciones de archaeas metanogénicas, por otro
lado, la inclusién de TM redujo la degradabilidad del sustrato en igual grado que LT, sin
alterar la poblacion de estos microorganismos. Se podria justificar la reduccion en la
produccion de gas y en particular de CHa4, a un efecto directo del tipo de compuestos
fendlicos, méas que de su cantidad.

Con base en los resultados obtenidos, no seria posible afirmar que existe una
relacion directa entre la reduccion en el nimero de archaeas metanogénicas y la poblacion
de protozoarios, como asi tampoco una disminucion de CHj ligada a la reduccion en el
numero de archaeas metanogenicas.

La verificacion en la repetibilidad de los resultados obtenidos en los ensayos in vitro,
permite remarcar la utilidad de los mismos en la evaluacién de compuestos bioactivos
modificadores de la fermentacion ruminal. Probablemente, la contrapartida de este tipo de
experimentos es el espacio limitado del incubador y la cantidad de muestras que se pueden
evaluar en simultaneo. Lo precedente sugiere que se requiere de una buena planificacion en
el disefio experimental, que asegure tener el namero de réplicas biolégicas necesarias para
encontrar diferencias significativas.

Basandome en lo expuesto anteriormente, describo las siguientes recomendaciones

para futuros trabajos de investigacion en esta tematica:
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= Laefectividad de los compuestos bioactivos varia a causa de muchos factores, por lo
que para su identificacion y efectividad se proponen las siguientes etapas de acuerdo a lo que
sugieren Flachowsky and Lebzien, (2012). Estas son: a) caracterizacién botanica; b)
caracterizacion analitica de los compuestos presentes; c) estudios in vitro para evaluar los
efectos en la fermentacion y la produccion de CHa4; d) estudios in vivo para evaluar los efectos
en el consumo, en la digestibilidad, en el desempefio animal y en la emision de CHa4. Con
respecto al punto (a), en la mayoria de los trabajos citados, el material utilizado se
consiguiéen mercados locales o0 no se especificd ni el lugar de recoleccion, ni la época del
afio (estadofenologico de las plantas). La caracterizacion botanica permitiria trabajar con
mayor certeza con respecto a las especies vegetales usadas en los experimentos. De lo
contrario, su omisionpodria conducir a resultados no repetibles si el material vegetal no esta
correctamente identificado. En la etapa siguiente (b) muchas veces no es posible alcanzar
una caracterizacion analitica detallada de los compuestos, ya sea por falta de equipamientos
necesarios, por altos costos o por falta de técnicas disponibles. Una solucion accesible a esto,
seria realizar caracterizaciones de grandes grupos quimicos mediante técnicas
colorimétricas, por ejemplo, resulta mas barato y rapido. Ademas, se obtiene informacion
valiosa para complementar con los ensayos in vitro. Concentrar esfuerzos y dinero en tratar
de llegar a unprincipio activo muchas veces no es posible, o el principio activo por si solo
no rinde los resultados esperados. Ademas, si para poder conseguir estos compuestos se
utilizan técnicascomplejas y costosas, seria una opcion inviable para que los consumidores
(productores ganaderos) la adopten. Siguiendo los pasos sugeridos, lo 6ptimo seria seguir
las etapas ¢ y den la secuencia correcta. No obstante, antes de validar los resultados en un
ensayo in vivo (etapa d), se recomienda efectuar un estudio de confirmacion de los

resultados in vitro, para
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corroborar que estos no hayan sido afectados por factores externos (Bodas et al., 2008;
Garcia-Gonzalez et al., 2008b).

= Seria importante unificar los criterios a la hora de referirse a compuestos bioactivos,
fitoquimicos, metabolitos secundarios y extractos. Hallar informacion con respecto a este
tema es complejo, ya que no hay una sola manera de llamarlos. Para algunos autores, los
compuestos bioactivos o metabolitos secundarios corresponden a grandes grupos quimicos
que forman parte del metabolismo de los vegetales, presentes en bajas concentraciones,
variando sus niveles segun especie, tiempo y espacio. En el caso de los extractos, estos
resultan del tratamiento del material vegetal con algun tipo de solvente.

= Realizar un control de calidad y trazabilidad del material seleccionado tanto cuando
se lo recolecta, como cuando se lo utiliza en los ensayos. Los compuestos fendlicos en
particular se degradan con la luz, por lo que realizar una cuantificacion de las fracciones
fendlicas antes de utilizarlo (luego de su almacenamiento) seria de utilidad. Asimismo, las
condiciones de almacenamiento son importantes al momento de garantizar la integridad de
aquellos.

= Asegurar que los compuestos bioactivos presenten total inocuidad para los animales,
los consumidores y el medio ambiente. En este sentido, es necesario comprobar que estos no
afecten negativamente a la calidad de los productos derivados. Algunos presentan efectos
adversos para el animal o para la microbiota ruminal, reduciendo la digestion y el consumo.

= A futuro propongo realizar un ensayo donde se puedan combinar los materiales
molidos en diferentes dosis y combinacion de sus maneras de accion. Para complementar el
trabajo realizado, aumentaria el nGmero de marcadores moleculares discriminantes tanto para

poblaciones bacterianas, como para archaeas metanogénicas y protozoarios en forrajes de
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baja calidad y en el sustrato TMR utilizado. Asi, el sustrato altamente fibroso representa
sistemas de produccion de cria, donde la incorporacion de aditivos que reducen la emisién
de CH, produciria un impacto marginal mayor al encontrado en TMR, sin afectar la
degradabilidad de la fibra. A su vez, examinaria las archaeas metanogeénicas en cultivos de
especies puras o en combinaciones de ellas.

= Dado que los ensayos in vitro requieren la aplicacion de disefios experimentales
adecuados, una opcion seria limitar el nimero de tratamientos experimentales a evaluar para
garantizar una cantidad de réplicas confiable.

= La incorporacion de aditivos sélidos como material vegetal o fracciones obtenidas
mediante la extraccion con solventes, en las dietas de animales, seria una estrategia adoptada
rapidamente por los productores. Dado que esta incorporacion resultaria en una mezcla
homogénea al momento de la preparacion de la racion, asegurando que todos los animales

reciban el aditivo en una dosis efectiva.
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ANEXO

Cuadro 16: Caracteristicas de las principales bacterias ruminales. Adaptado de Castillo-Gonzélez
et al. (2014) y Puniya et al. (2015).

. Tincion i Productos de )
Género Morfologia y Referencia
Gram fermentacion

Bacterias fibroliticas

Succinato, Acetato,

Fibrobacter Negativo Bacilo Formiato
succinogenes Ivan et al. (2013)
Ruminococus o . Formiato, Succinato,
] Positivo Esférico
flavefaciens Lactato, H
Ruminococci i o Acetato, Formiato, Hz, Michalet-Doreau
Positivo Coccido
albus CO, etanol et al. (2002)
Butyrivibrio ] . Acetato, Formiato, .
o Negativo Bacilo curvo . Weimer (1996)
fibrisolvens Lactato, Butirato, H, CO;
Prevotella ] . Succinato, Formiato,
o Negativo Bacilo Bryant (1959)
ruminicola Acetato
Acetato, Formiato,
Clostridium Bacilo ;
~ Positivo Butirato, H,, CO; Weimer (1996)
lochheadii (espora)

Bacterias pectinoliticas

.. . Acetato, Formiato,
Positivo Bacilo curvo

Lanchospira Lactato, Hz, CO,
multiparus

Duskova and
Prevotella Marounek (2001)
ruminicola
Butyrivibrio

fibrisolvens
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Bacterias amiloliticas

Formiato, Acetato,

Ruminobacter Negativo Bacilo Succinato Cotta (1988)
amylophilus
) ) Acetato, Propionato,
Selenomonas Negativo Bacilo curvo L actato Cotta (1992)
ruminnantium
Nedati oval Acetato, Propionato, B t (1958)
. egativo va ryan
Succinomonas J Succinato, Lactato Y
amylolitica
Streptococci N o Cotta (1988)
bovis Positivo Caccido Lactato McAllister et al.
(1990)
Bacterias proteoliticas
Butyrivibrio Negativo Bacilo curvo
fibrisolvens Cotta and Hespell
(1986)
Bacteroides Cotta and Hespell
rutminicola (1986)
Bacteroides Cotta and Hespell
amylophilus (1986)
. Lo Sales-Duval et al.
Streptococcus Positivo Caccido
. (2002)
bovis
Sales-Duval et al.
Prevotella (2002)
albensis

Bacterias lipoliticas
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Acetato, Propionato, Fuentes et al.
Anaerovibrio Negativo Bacilo Acetato (2009)
lipolytica
Bacterias lactoliticas
Selenomonas Negativo Bacilo curvo Acetato, Succinato
lactilytica Brown et al.
Acetato, Propionato, (2006)
Megasphaera - oo .
3 Positivo Coccido Butirato, Valerato, Ho,
elsdenii
CO,
Cuadro 17: Caracteristicas de las principales archaeas ruminales.
Orden Familia Género Especie Referencia
Methanothermaceae:
Bacilos simples y
cadenas cortas de
bacilos. Los sustratos
para la metanogénesis
son Ha + COp. Gram Methanothermus
(+). Sin crecimiento
por debajo de 60°Cy )
crecimiento dptimo Bonin and
por encima de 70°C. Boone (2006);
Boone et al.
Mb. aarhusense Lo
(1993); Sirohi
Methanobacterium (Mb.): o
Presentan un rango més Mb. alacliphilum | etal. (2010);
Methanobacteriaceae | @MPplio en cuanto a formas Jansen and Kris
Methanobacteriales  |: Cocos cortos, barras |Y temperaturas (mesdfilas y | Mb. byantii (2008); St-
cortas a largas o termofilas). o :
barras filamentosas. Mb. Formicicum | pierre and
Los sustratos para la . .
metanogénesis son H: Wright (2013);
+ COg, formiato y CO Mbr. smithii King et al.
(que también pueden Mbr. gottschalkii . .
. . 2011); Puniya
estar oxidados), Methanobrevibacter _ ) Y
metanol (que puede | (Mbr.): Son los Mbr. thaurei et al. (2015)
serreducido). y | metanogenos més Mbr. ruminantium
alcoholes secundarios | ahundantes encontrados en
+ CO2. Gram (+). rumen. Presentan poca Mbr. olleyae
Ningun crecimiento | motilidad y crecen con Mbr. millerae
por encima de 70°C. | temperaturas entre 37 y
39°C Mbr. wolinii
Mbr. woesei
Mbr. arboriphilus
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Metahnosphaera
Methanospahera stadtmanae
Methanothermobacter
Methanosaetaceae
- Hook et al.
Methanosarcinales Metahr]osarcma
. . barkeri (2010)
Methanosarcinaceae | Methanosarcina .
Metahnosarcina
mazei
. . Metahnoregulaceae
Methanomicrobiales: —
Contienen Methanospirilaceae _
glicoproteinas en lugar [ Metahnocosrpuscula Garcia et al.
de pseudqmure_nmas; ceae (2006): Kumar
morfologia variada; Methanobricobium
requieren un co-factor o mobile et al. (2012)
estable al calor. Tincion | Métahnomicrobiacea Meth '
Gram positivo. € ethanoculleus
olentangyi
Metanoplasmatales:
Generalmente
encontrados en
ambientes marinos, Paul et al.
suelo, intestinos de
termitas y mamiferos. (2012)
Pertenecen a una nueva
linea llamada rumen
cluster C (RCC).
Cuadro 18: Caracteristicas de los protozoarios ruminales.
, Productos de .
Género ., Referencia
fermentacion
Celuloliticos

Eunoploplastron triloricatum

Eudiplodinium maggi

Diploplastron affine

Epidinium ecaudathum

Diplonidium monacanthum

Diplonidium pentacanthum

AzuUcares reducidos

Coleman et al. (1976)

Proteoliticos

Entodinium caudatum

Amonio, AGV

Eudiplodinium medium

Ivan et al. (2000)
Forsberg et al. (1984)

Amiloliticos
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Maltosa, maltotriosa, y

Diploplastron affine
'ploptas I glucosa

Wereszka and Michalowski (2012)

Cuadro 19: Ingredientes y composicion quimica del sustrato utilizado en g/kg MS.

. CE
Ingredientes del MS MO Cen PB FDN FDA DMSiv (Mcalkk
sustrato

g Ms)
Grano de maiz molido 899 985 15 85 122 29 877 2,55
Heno de alfalfa 904 880 120 211 464 287 707 3,16

MS: materia seca; MO: materia organica; Cen: cenizas; PB: proteina bruta; FDN: fibra insoluble en
detergente neutro; FDA: fibra insoluble en detergente acido; DMSiv: digestibilidad de la materia seca in
vitro.

Cuadro 20: Ingredientes y composicion quimica de la dieta de los animales en g/kg MS.

Ingredientes de la dieta MO Cen PB FDN FDA DMSiv
Grano de maiz molido 982 18 100 154 31 966
Heno de alfalfa 1°semana 906 94 152 532 395 69
Heno de alfalfa 2°semana 887 113 197 603 410 62
Heno de alfalfa 3°semana 900 100 196 607 410 62

MO: materia organica, Cen: Cenizas; PB: Proteina bruta; FDN: Fibra Detergente Neutro, FDA!: Fibra
Detergente Acido, DMSiv: digestibilidad de la materia seca in vitro.

Cuadro 21: Ingredientes y composicion quimica de los sustratos Pany TMR en g/kg MS.

Ingredientes del

MS MO Cen PB FDN FDA DMSiv

sustrato
Pan 921 893 107 39 780 464 580
TMR 929 943 57 158 312 172 850

MS: materia seca; MO: materia organica; Cen: cenizas; PB: proteina bruta; FDN: fibra insoluble en
detergente neutro; FDA: fibra insoluble en detergente cido; DMSiv: digestibilidad de la materia seca in
vitro.

Cuadro 22: Ingredientes y composicion quimica de la dieta de los animales en g/kg MS (ensayo
presentado en Capitulo 3).

Ingredientes de la dieta MO Cen PB FDN FDA  DMSiv
Grano de maiz molido 984 16 80 144 323 953
Heno de alfalfa 1°semana 890 110 176 540 359 63

Heno de alfalfa 2°semana 875 125 204 546 356 65
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Heno de alfalfa 3°semana 869 131 176 544 375 62

MO: materia organica; Cen: cenizas; PB: proteina bruta; FDN: fibra insoluble en detergente neutro;
FDA: fibra insoluble en detergente acido; DMSiv: digestibilidad de la materia seca in vitro.

Cuadro 23: Ingredientes y composicion quimica de la dieta de los animales en g/kg MS (ensayo
presentado en Capitulo 4).

Ingredientes de la dieta MO Cen PB FDN FDA DMSiv
Grano de maiz molido 984 16 79 106 228 958
Heno de alfalfa 1°semana 912 88 163 604 423 64
Heno de alfalfa 2°semana 902 98 197 625 418 63
Heno de alfalfa 3°semana 910 90 178 674 423 63

MO: materia organica; Cen: cenizas; PB: proteina bruta; FDN: fibra insoluble en detergente neutro; FDA: fibra
insoluble en detergente acido; DMSiv: digestibilidad de la materia seca in vitro.
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