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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de la adicion de dos
leguminosas a cuatro accesiones de Cenchrus purpureus sobre la actividad
metanogénica. La investigacion se realizé en la comunidad El Coyol Santa Clara,
perteneciente al municipio de Tantoyuca, Veracruz, México. Se utilizaron Gliricidia
sepium y Leucaena leucocephala mezclados con pasto Taiwan, Roxo, Maralfalfa 'y CT-
115 como tratamientos , a las leguminosas se les realizo un analisis de laboratorio para
conocer la cantidad de taninos condensados, las mezclas de los pastos con leguminosa
se realizaron de forma directa en los tubos de digestibilidad in vitro donde el total de la
mezcla fue de 0.5 gramos (0.4 gramos de pasto y 0.1 gramos de leguminosa), en la
adiciéon de las leguminosa del 20 % el contenido de taninos condesados era de 0.01 g
para Gliricidia y de 0.02 g para Leucaena. Se analiz6 digestibilidad in vitro, fibra
detergente neutra (FDN), Fibra detergente acida (FDA), Lignina, Silice, Cenizas, Proteina
cruda (PC), Dioxido de carbono (CO2) y Metano (CHa). Se uso un disefio completamente
al azar para analizar el efecto de los tratamientos. Los datos se analizaron con ANDEVA
de una via usando el software Statistica v.10. Se realizaron las pruebas de normalidad
con la prueba de Shapiro-Wilk y la homocedasticidad con la prueba de Bartlett (p<0.05).
En la variable digestibilidad hubo diferencia estadistica significativa entre las accesiones,
Maralfalfa y CT-115 tuvieron los valores mas altos de digestibilidad, mientras que las
mezclas de leguminosas con pastos, Leucaena presento la mejor digestibilidad
comparado con el control. Respecto a la FDN, se observo diferencia estadistica. Taiwan
tuvo el valor mas alto y Roxo el menor para esta variable. Las mezclas de pastos
presentaron menor contenido de FDN en Leucaena y Gliricidia, resaltando el valor mas
alto de FDN para el control. Se concluye que al mezclar leguminosas con Cenchrus

purpureus aumenta la digestibilidad y disminuyen los valores de FDN.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effect of the addition of two legumes to
four accessions of Cenchrus purpureus on methanogenic activity. The research was
carried out in the community of El Coyol Santa Clara, in the municipality of Tantoyuca,
Veracruz, Mexico. Gliricidia sepium and Leucaena leucocephala mixed with Taiwan,
Roxo, Maralfalfa and CT-115 grasses were used as treatments. The legumes were
subjected to laboratory analysis to determine the amount of condensed tannins. 5 grams
(0.4 grams of grass and 0.1 grams of legume), in the addition of 20% of legumes the
content of condensed tannins was 0.01 g for Gliricidia and 0.02 g for Leucaena. In vitro
digestibility, neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF), lignin, silica, ash,
crude protein (CP), carbon dioxide (CO2) and methane (CH4) were analyzed. A
completely randomized design was used to analyze the effect of treatments. Data were
analyzed with one-way ANDEVA using Statistica v.10 software. Normality tests were
performed with the Shapiro-Wilk test and homoscedasticity with Bartlett's test (p<0.05).
In the digestibility variable, there was a significant statistical difference between the
accessions, Maralfalfalfa and CT-115 had the highest digestibility values, while the
legume mixtures with grasses, Leucaena presented the best digestibility compared to the
control. Regarding NDF, statistical differences were observed. Taiwan had the highest
value and Roxo the lowest for this variable. The grass mixtures presented lower NDF
content in Leucaena and Gliricidia, highlighting the higher NDF value for the control. It is
concluded that mixing legumes with Cenchrus purpureus increases digestibility and

decreases NDF values.
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1. Introduccidn
El calentamiento global trae como consecuencia el incremento de la temperatura

aumentando las concentraciones de gases de efecto invernadero (GEI), donde los
principales GEI son el 6xido nitroso (N20), dioxido carbono (CO2) y metano (CHa),
manifestando un desequilibrio ambiental. Esto afecta al sector de la ganaderia,
reduciendo su eficiencia productiva, asi mismo la alimentacion del ganado se basa en el
suministro de gramineas y leguminosas. Por otro lado, la acumulacion de CO: en la
atmosfera incrementa la temperatura afectando de forma indirecta en la calidad de los
forrajes, aumentando la concentracion de lignina en los tejidos vegetales. Como
consecuencia disminuye la digestibilidad, obteniendo como resultado el CH4 derivado de
los valores nutritivos del forraje (Cheng et al., 2022). Es asi como la ganaderia contribuye
al cambio climatico, a través de la fermentacion entérica. En el rumen existe una
comunidad de microorganismos como hongos, bacterias protozoos y arqueas donde su
funcién es degradar el alimento que llega al rumen. La fermentacion entérica produce
CHs4 y COg2, estos gases los exhala y en su caso los expulsa mediante eructos,
acumulandose en la atmosfera. Un alimento con baja calidad nutricional y un aumento
en el consumo de alimento producen mayores cantidades de GEI. Esto depende del
manejo, propoésito productivo del animal y sus condiciones fisicas. Una de las estrategias
para mitigar los GEI en la ganaderia consiste en la modificacion de la dieta para mejorar
la fermentacién del alimento, al manipular una dieta influye en la produccién de CHa4 en
el rumen, obteniendo como resultado la disminucién de GEI (Byeng-Ryel et al., 2022).
Los taninos condensados (TC), Saponinas (SP) y flavonoides, son metabolitos
secundarios que se encuentran en una gran variedad de arbustos, arboles, leguminosas
y no leguminosas. Las propiedades que poseen son utilizadas como proteccién ante
depredadores. Los metabolitos secundarios eran considerados como toxicos en la
alimentacion animal, con el paso de los afios diversos estudios han demostrado interés
cientifico en la nutricibn animal. Se ha confirmado que los metabolitos secundarios en
cierto porcentaje, actian de forma directa e indirecta en el rumen. Estos influyen de forma
biolégica durante el proceso de fermentacion ruminal, interactuando con los

microorganismos que hay en el rumen, dando como resultado una disminucion de la
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actividad metanogénica, reduciendo las emisiones de CHas en los rumiantes (Ku-Vera et
al., 2020).
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2. Objetivos
2.1 General

e Evaluar la adicion de metabolitos secundarios en forrajes Cenchrus purpureus

para determinar el impacto sobre la reduccion de metano y dioxido de carbono.

2.2 Especificos

» Evaluar las caracteristicas nutricionales de forrajes de corte y sus mezclas con

leguminosas locales para determinar su efecto sobre la calidad de estos.

« Evaluar la digestibilidad de cuatro accesiones de Cenchrus purpureus mezcladas

con Gliricidia sepium y Leucaena leucocephala.

» Determinar si la adicion de leguminosas al forraje de Cenchrus purpureus reduce

la produccion de metano y biéxido de carbono in vitro.
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3. Hipotesis
La adicion de metabolitos secundarios en mezclas de forrajes de Cenchrus purpureus

reduce favorablemente la produccion de dioxido de carbono y metano.
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4. Marco tedrico

4.1 Antecedentes

Lopez-Garrido et al. (2021) realizaron una evaluacion de la composicion quimica,
digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS), produccion de CHs y CO2 en ensilado
de King grass CT-115 adicionados con diferentes inclusiones de Clitoria ternatea, ellos
comentaron que la adicion de 30-40 % de Clitoria ternatea aumentaron la cantidad de
materia seca (33.34 %), proteina cruda (10.12 %), bajando el contenido de fibra
detergente neutra (59.26 %), fibra detergente acida (42.18 %). Ademas, agregando el 40
% de C.ternatea en el ensilado disminuyo el 27 % de CHs y CO2 en la fermentacion in
vitro. Ellos argumentaron que la C.ternatea es una alternativa para enriquecer la calidad
del ensilaje y disminuir las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) en la

fermentacion ruminal in vitro.

Araiza-Ponce et al. (2020) evaluaron la adicién de Leucaena leucocephala y Opuntia
ficus indica como reemplazo de heno de alfalfa para reducir le emisibn de metano
observando que con la adicion del 30 % de esta mezcla se disminuyo entre un 14 — 26
% de CHa in vitro, ellos concluyeron que el contenido de la calidad nutritiva asi como sus
caracteristicas de fermentacién, pueden incluirse en la alimentacion de bovinos, ademas

de contrarrestar los GEl.

Rivas-Martinez et al. (2023) evaluaron la produccion in vitro de metano, dioxido de
carbono en gramineas templadas y tropicales, las muestras de pasto templado
evaluadas fueron Lolium perenne, Fetusca spp, Pennisetum clandestinum (Kikuyo),
Dactylis glomerata (Ovillo), Lolium multiflorum, y se recolectaron muestras de pastos
tropicales Brachiaria brizantha (Insurgente), Cynodon nlemfuensis (Estrella), Panicum
maximum (Guinea) cv. Tanzania, Pennisetum purpureum (Elefante), Andropogon
gayanus (Llanero) y Cynodon dactylon (Bermuda), como resultados las gramineas
templadas L. multiflorum, D. glomerata y L. perenne produjeron menores cantidades de
CHa4(23.09, 23.28 y 24.00 mL g* MS) y la mayor cantidad de metano fue para la graminea
tropical P. purpureum con 82.90 mL g* MS, sin embargo en las gramineas tropicales que
fueron evaluadas aumentaron la produccion de biogas (182.61 mL g-1 MS) y las

gramineas templadas presentaron la menor concentracién de biogas (89.84 mL g-1 MS).

5
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Granados-Nifo et al. (2021) realizaron un estudio para identificar la altura de corte de
Sorghun bicolor I, sin disminuir el rendimiento de materia seca y mejorando la calidad del
ensilaje, ellos evaluaron el efecto de la altura de corte a los 10, 20, 30, 40, 50, y 60 cm,
el forraje fue cosechado a los 105 dias después de la siembra, seleccionando 15 plantas
aleatoriamente y se molieron reduciéndolas a particulas de 2 cm. Elaboraron micro silos
y se dejaron durante 90 dias a temperatura ambiente, ellos observaron que el contenido
de lignina disminuyo de 8.1 a 6.4% cuando la altura de corte se incrementd de 10—-30 cm
no mostrando cambios significativos después de los 30 cm, ellos concluyeron que al
cortar el forraje de Sorghum a una altura de 20-40 cm, el contenido de lignina es bajo

(7.7 y 6.9 %) existiendo mayor digestibilidad de la fibra en un 0.8 % del ensilaje.

Araiza-Rosales et al. (2022) realizaron una investigacion en el Norte México en abril de
2019, evaluaron la composicién quimica, el contenido de compuestos fendlicos,
produccién de metano y cinética de gas en muestras de Quercus grisea L. (encino gris),
Quercus eduardi Trel. (encino rojo), Argemone mexicana L. (chicalote), Prosopis
laevigata a (Humb. & Bonpl. ex Willd.) (mezquite), Acacia tortuosa Standl. (huizache),
Morus alba L. (morera) y Stevia rebaudiana Bertoni. (estevia). Ellos observaron una
mayor produccion de CH4 en Chicalote acumulando 7.1 mL g* MS de todas las especies
evaluadas, donde la menor produccion de metano fue para Mezquite, Encino Rojo y
Morera con 0.8, 1.4y 1.9 mL g* MS, ademas ellos argumentan que en la relacion CO2:
CHa, mientras mas CO: se produzca menor sera la produccion de CHa. Por ultimo, ellos
remiendan usar Chicalote, Morera y Stevia ya que estos presentaron la mejor calidad
nutricional por los altos contenidos de proteina con 12.7, 15.0 y 8.0 % y la digestibilidad
de 82.1, 78.0y 73.2 %.

Sandoval-Pelcastre et al. (2020) menciona que al utilizar leguminosas y adicionarlas con
gramineas mejora la digestibilidad del alimento, esto como resultado de la presencia de
metabolitos secundarios y su interaccion con los microorganismos del rumen, ellos
explican que al adicionar el 25 % de Leucaena leucocephala en gramineas tropicales

mejora la digestibilidad en un 18%.
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Diaz-Echeverria et al. (2023) en un estudio determinaron la fermentacion y la
digestibilidad in vitro de dietas para ovinos, se tomaron muestras de Panicum maximun
(45 dias de rebrote), adicionandole especie arbdéreas de Leucaena leucocephala,
Moringa oleifera, Tithonia diversifolia, Guazuma ulmifolia y Hibiscus rosa-sinensis con 45
dias de rebrote con harina de yuca que se cosecho a los 8 meses. Se extrajo liquido
ruminal de 3 ovinos (Pelibuey x Black Belly). El menor contenido de materia seca fue
para T.diversifolia con 18.19% y el mayor contenido fue en G. ulmifolia con 38.92%. Las
mayores concentraciones de proteina cruda fue en H.rosa-sinensis con 14.66 %, L.
leucocephala 25.73 %, T. diversifolia 24.70 % y M. oleifera 22.22 %. La mayor
digestibilidad de la materia fue en H. rosa-sinensis (73.76 %), M. oleifera (68.50 %), L.
leucocephala (67.25 %) y T. diversifolia (66.33 %), sin embargo la menor digestibilidad
fue para G. ulmifolia con 62.33 %. Ellos concluyeron que la utilizacion de especies
arbdéreas mezcladas con harina de yuca y P.maximum incrementa las caracteristicas

nutricionales de las dietas aumentando la digestibilidad de la materia seca.
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4.1.1 Metanogénesis ruminal

Durante la digestion de los rumiantes se desarrolla un proceso denominado
metanogeénesis. Este es fundamental para el metabolismo ruminal de tal forma que no
se puede eliminar. Sin embargo, es posible minimizar sus efectos a través de la
modificacién de la dieta o mejorando la digestibilidad de la fibra. La metanogénesis
microbiana es un proceso que tiene consecuencias en el metabolismo de los rumiantes
y productividad comercial (Sandi et al., 2020). La estructura de la dieta para el consumo
de los rumiantes es un factor importante en la fermentacion ruminal y en la emision de

gases ocasionando dafios en el medio ambiente (Rodriguez et al., 2022).

4.1.2 Gases de efecto invernadero (GEI)

Los problemas del cambio climéatico surgen por las diversas actividades del ser humano.
Estas practicas liberan ciertos GEI que se alojan en la atmosfera, tales como el COz, el
CHa y el oxido nitroso N20 (Pefia-Avelino et al., 2024). Estos son los principales gases
de efecto invernadero en nuestro pais. Del total de las emisiones de GEI el CO2 produce
el 62 %, el CH4 el 30% y el N20 el 7 %, entre otros gases. Del total de las emisiones de
GEI producidos en México, la generacion de energia y transporte contribuye el 64 %, la
agricultura 19 %, procesos industriales 10 % y residuos 7 %. Los GEI se producen de
acuerdo a su area, para el sector agropecuario la emision de gases esta relacionada con
las précticas ganaderas con el 56 % debido a la fermentacion entérica del proceso
digestivo que realiza el ganado bovino, un 20 % se produce por el excremento de los
animales, un 17% de N20 por utilizacion del suelo al momento de aplicar fertilizantes y

tierras convertidas a cultivos y 4 %, en otras actividades (Gomez y Villicafia-Villa. 2024).

4.1.3 Metano (CHa)

La estructura del metano es un atomo de carbono central, que se une mediante cuatro
enlaces simples a los cuatro atomos de hidrogeno formando cuatro pares. La forma de
representar la estructura del metano es mediante enlaces simples representado por dos

puntos, en donde hace referencia a los dos electrones (Figura.l) (Briand y Vetere, 2022).
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Figura 1. Estructura del metano unida por dos puntos. Fuente.
Briand y Vetere (2022).

El metano es uno de los principales GEI que se produce en los sistemas de produccién
bovina. Se origina por la fermentacién entérica y es expulsado mediante el eructo
(Gomez Rosales et al., 2020). En la ganaderia la produccion de metano se lleva a cabo
de dos formas: la primera representa el 67.2 % de la fermentacion digestiva y la segunda
forma el 32.8 % que se origina en la fermentacion del estiércol (Carro et al., 2018). El
metano es producto de la fermentacidn de los carbohidratos de la dieta que consume el
animal. Las arqueas presentes el rumen, incorporan el CO2 y Has formando el CHa
(Vazquez-Carrillo et al., 2020).

4.1.4 Diéxido de carbono (COy)

La estructura molecular del COz, incluye la uniéon de un a&tomo de carbono y dos atomos
de oxigeno (Medina-Valtierra, 2010) (Figura. 2). El COz2 es un gas inodoro e incoloro

(Arroyo y Ramirez-Monroy. 2020).

O0=C=0

Figura 2. Estructura molecular del diéxido de carbono.
Fuente. Medina-Valtierra, J. (2010).

Este gas se puede controlar por distintos sistemas estabilizadores del ciclo del carbono:

1. Termostato: impide la fuga total de la radiacion, que afecta la tierra,
estabilizando de esta forma la temperatura.

2. Homeostato de oxigeno atmosférico: este regula su concentracién por
medio de la fotosintesis y de la degradacién de materia organica.

3. Nivel de pH de los océanos: la formacion de &cido carbdnico se neutraliza

por el carbonato de calcio presente en el medio.
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4. La excesiva emision del CO:2 provoca que estos tres sistemas se
desestabilicen provocando el calentamiento global (Arroyo y Ramirez-
Monroy. 2020).

En la ganaderia el origen del CO:2 es por el uso de la maquinaria agricola y cambios en
el uso de la tierra (Villa-Nueva et al., 2023). También el CO2 se puede producir por medio
del suelo. La presencia de carbono en el suelo es por las raices vegetales, residuos
vegetales y abonos organicos. Los cambios en el uso del suelo provocan deforestacion,

dando origen a una emision excesiva de CO2 (Jaurena et al. 2019).

4.1.5 Oxido Nitroso (N20)

ElI N20 es un gas de efecto invernadero que interactia con el cambio climético, este gas
al llegar a la estratésfera provoca el deterioro de la capa de ozono (NUfiez-Ramos et al.,
2021).

En la agricultura y ganaderia este gas se origina en el suelo por medio de nitrificacion y
desnitrificacion. En la nitrificacion el nitrégeno amoniacal es oxidado a diéxido de
nitrogeno (NO2) y enseguida en transformado en nitrato, dando origen al N20. En la
desnitrificacion el nitrato actiia como receptor de Oxigeno (O2), lo que reduce el nitrato a

nitrégeno gaseoso (N2), dando origen al N2O (Jaurena et al. 2019).

4.1.6 Reduccion de metanogenos con Metabolitos secundarios

Las plantas contienen metabolitos secundarios, estos integran una gran variedad de
grupo de moléculas, que interactian en procesos de adaptacion de la planta con el medio
ambiente pero no forman parte de los procesos bioguimicos del desarrollo celular y de la
reproduccion. Se encuentran en mas de 24,000 estructuras, algunos de los compuestos
causan efectos anti nutricionales que son téxicos en el ganado. Las plantas que
contienen metabolitos secundarios o fitoquimicos, tienen inhibidores de la proteasa,
lectinas, alcaloides, aminoacidos no proteicos, glucosidos cianégenicos, saponinas y
taninos (Makkar et al., 2007c).
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Las plantas producen diferentes tipos de taninos, sin embargo, los efectos de estos son
diferentes. La alimentacion rica en taninos facilita el proceso de digestion, donde
interviene una fuente de energia que se lleva en la desintoxicacibn de cualquier
compuesto fendlico. Por lo tanto, se sugiere adicionar los taninos de forma racional en la
alimentacion animal, ya que tiene efectos en los procesos fisioldgicos sobre los
microorganismos modulando los efectos de los taninos (Mueller-Harvey. 2006). Los
metabolitos secundarios son compuestos organicos producidos por las plantas, estos
regulan la fermentacion en el rumen, mejorando la adsorcion de los nutrientes (Castafio-
Jiménez et al., 2023).

4.1.7 Taninos

Son estructuras polifendlicas que se clasifican en taninos hidrosolubles y taninos

condensados (Makkar et al., 2007c).

Son compuestos que inciden en los microorganismos del rumen, estos atacan de forma

indirecta a las arqueas metanogénicas (Sandoval-Pelcastre et al., 2020).

4.1.8 Taninos Hidrosolubles (TH)

Los taninos hidrosolubles tienen un nucleo central y forman carbohidratos, uniéndose
con &cidos carboxilicos fendlicos por enlaces éster (Figura. 3) (Makkar et al., 2007c). Los
TH actlan en la activad de las arqueas disminuyendo su actividad o su crecimiento

(Castafio-Jiménez et al., 2023).

o Q o) o
/
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//‘\,\/
/ \/’7\ H
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o
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HO” N il 7 o
OH N OH

Figura 3. Estructura de tanino hidrolizable de &rbol de roble. Fuente.
Makkar et al., (2007).
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4.1.9 Taninos Condensados (TC)

Los taninos condesados conocidos como proantocianidinas, forman oligémeros de dos
0 mas flavan-3-oles como la catequina, epicatequina o galocatequina (Figura. 4) (Makkar
et al., 2007). Los TC reducen el metano de forma indirecta incidiendo en la degradacion
de la fibra, estos TC reducen la degradabilidad de la proteina (Sandoval-Pelcastre et al.,
2020).

Figura 4. Estructura de tanino condensado de Sorghum procyanidin.
Fuente. Makkar et al., (2007c).

4.1.10 Saponinas

Las saponinas son compuestos estructurales, tienen un esteroide (Fig. 5) o aglicona
triterpenoide (sapogenina) (Figura. 6), que estando unida puede formar uno 0 mas restos
de oligosacaridos en enlace glucosidico. Los carbohidratos forman pentosas, hexosas o
acidos uronicos, la existencia de grupos polares (azlcar) y no polares (esteroides o
tripernos), les proporciona a las saponinas ciertas propiedades activas que pueden tener
efectos negativos o positivos. Uno de los principales efectos negativos, es la interaccion
con los componentes celulares y de membrana deteriorando los glébulos rojos,

fosfolipidos y colesterol de los eritrocitos (Makkar et al., 2007d).
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Figura 5. Estructura de saponina esteroide.

Figura 6. Estructura de saponina tripernoide.
Fuente. Aragadvay-Yungan, (2019). g P P

Fuente. Aragadvay-Yungan, (2019).

Las saponinas son de estructura anfipatica (solubles en agua) con un alto peso
molecular, modifican la produccion de Acidos Grasos Voléatiles (AGV) incrementando la
produccién de propionato en el rumen, reduciendo el acetato o butirato, estos cambios
generan una menor emision de CHas (Castafio-Jiménez et al.,, 2023). Reducen la
poblacién de protozoarios de la actividad metanogénica de forma indirecta, donde esta
relacion produce de 9-37 % de las emisiones de CH4. Estos compuestos eliminan a los
protozoarios, que al formar esteroles en la membrana se deterioran y se desintegran

(Vélez-Terranova et al., 2014).

4.1.11 Flavonoides

Los flavonoides son las estructuras polifendlicas mas numerosas. Estos se encuentran
en todo el reino vegetal. Forman parte de la epidermis de las hojas y en las cascaras de
las frutas (Vélez-Terranova et al., 2014). Su estructura contempla 15 atomos de carbono
gue se distribuyen en dos anillos bencénicos, fijados en un anillo heterociclico (Figura.
7) (Ortega-Cabello et al., 2018).

Figura 7. Estructura general de los flavonoides. Fuente.
Ortega-Cabello, (2018).
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Tipos de flavonoides:

Las Flavonas y flavonoles se encuentran en la mayoria de los vegetales. Estos forman
parte de los pigmentos amarillos de las plantas. Las flavononas y flavononoles, abundan
en menor cantidad en las plantas, estos son incoloros. Las antocianinas, estdn como
glicosidos, después de la clorofila. Son los pigmentos mas visibles para el ojo humano.
Estas proporcionan el color rosa, violeta y azul a las plantas. Por su parte, los
isoflavonoides, se encuentran en menor cantidad en las plantas (principalmente
leguminosas). La mayor de los flavonoides de esta categoria, son coloreados, tal es el
caso de las fitoalexinas. Las chalconas y dihidrochalconas son poco abundantes. Estas
se convierten en flavanonas, son de color anaranjadas y rojizas. Finalmente, las auronas
estan principalmente en las flores, con pigmentos de color amarillo (Cartaya y Reynaldo,
2001). Las plantas que contienen flavonoides reducen la produccion de metano y
estimulan el metabolismo de las bacterias que se encuentran en el rumen (Vélez-
Terranova et al., 2014). También mejoran la fermentacion de la dieta, esto mediante la
liberacibn de acetato y propionato. Tienen efecto antinflamatorios, antivirales y

antialérgicos (Camacho-Escobar et al., 2020a).

4.1.12 Fisiologia ruminal

El estbmago de los rumiantes se encuentra dividido en cuatro compartimentos, rumen,
reticulo, omaso y abomaso (Araujo-Febres y Vergara-Lépez, 2007). La microbiota que
existe en el rumen, se encarga de realizar el proceso de digestién y fermentacion de los
alimentos. Estos procesan los carbohidratos transformandolos en AGV. Algunos
microbios utilizan la energia junto con el nitrdgeno que adquieren del alimento, para
sintetizar sus propias proteinas para su crecimiento, se le conoce como proteina cruda
microbiana (PCM). Los principales beneficios de estos microbios, son el uso de los
polisacaridos vegetales y el nitrdgeno no proteico de la dieta. Los microbios que existen
en el rumen, reaccionan segun el tipo de dieta que se les esté proporcionando. Alterando
las poblaciones de los microbios y la fermentacion del alimento en el rumen (Liu et al.,
2021).
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4.1.13 Rumen

El rumen es una cdmara de fermentacion con una temperatura de 38 a 42 °C, esto
favorece para que exista un ecosistema de microorganismos, que a la vez cumplen
diversas funciones. También tiene un pH acido-neutro de 5.5 a 7.0, el pH es uno de los
principales determinantes del tipo y cantidad de microorganismos que pueden sobrevivir
en el rumen (Arias-Islas et al., 2020). El rumen contiene entre 180-225 litros de alimento
ingerido, las especies microbianas sintetizan las proteinas, celulosa, almidon, entre otros
nutrientes ingeridos, transformandolos en aminoacidos y azucares (Martinez-Mufoz et
al., 2022). En el rumen se encuentran bacterias, arqueas, protozoarios y hongos, la
materia organica que ingieren es convertida en energia para el crecimiento, obteniendo

como producto final los AGV (Sandoval-Pelcastre et al., 2020).

4.1.14 Hongos

La funcién de los hongos es degradar la fibra, representan del 10 al 20 % de la poblacién
ruminal, tienen la capacidad de ejercer accion mecéanica, enzimatica y la facilidad para
romper las barreras estructurales de los tejidos vegetales de las plantas (Ramos Morales
y Yéafiez Ruiz, 2022).

Los hongos en el rumen son degradadores de los tejidos vegetales lignificados del
alimento. Son anaerdébicos obteniendo energia por la fermentacion de los carbohidratos,
proceso por el cual la fuente de energia actia como receptor y como donante de
electrones. La reproduccion es asexual y estos no solo se encuentran en el rumen sino

también en el tracto digestivo (Kumar-Choudry et al., 2015).

4.1.15 Protozoarios

Los protozoarios son ciliados, con un tamafio de 10 a 150 ym, estos representan el 50
% de la poblacion de ruminal, estan indirectamente relacionados con la produccion de
metano por la relacién con las arqueas metanogénicas (Ramos Morales y Yafiez Ruiz,
2022). Estos no se adhieren a las particulas del alimento y comen bacterias, particulas
de alimento, ademas digieren carbohidratos, proteinas y grasas (Kumar-Choudry et al.,
2015).
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4.1.16 Bacterias

Las bacterias que abundan en el rumen tienen la funcién de degradar paredes celulares
de la planta, almidén, lipidos, proteinas, fibra y degradacion de celulosa y hemicelulosa.
Las bacterias constituyen el 95 % de la poblacion microbiana del rumen, aun falta
investigacion cientifica para conocer como es la interaccion de las bacterias con los

microorganismos del rumen (Ramos Morales y Yafez Ruiz, 2022).

En el rumen abunda una poblacibn de bacterias, tales como las Fibrobacter
succinogenes, Eubacterium uniformis y Treponema saccharophilum. Estas participan en
la degradacion de la fibra como la celulosa, hemicelulosa y pectina (Kumar-Choudry et
al., 2015).

4.1.17 Arqueas

Las arqueas metanogénicas son las principales productoras de metano, estas
pertenecen al género Methanobrevibacter (LOpez-Reyes et al. 2022). Pueden
representar del 0.3 al 3 % de la poblaciéon ruminal, no todas son metanogénicas pero si
la mayoria de su poblacién, estas se encuentran en menor cantidad que las bacterias.
Aun falta caracterizar nuevas especies. Tienen la facilidad de establecer la simbiosis con
otros grupos del rumen, relacionado con la transferencia de hidrogeno en el rumen. Estas
se encuentran de manera interna o adherida con los protozoarios en un 25% para la
captacion del hidrégeno. Algunos géneros de las arqueas no estan asociadas con los
protozoarios y podria traer consecuencias como la produccién de metano y dar como
resultado la metanogénesis ruminal causando repercusiones con el medio ambiente
(Ramos Morales y Yafez Ruiz, 2022). Las arqueas utilizan el H2 y o unen con el CO:2
formando el metano, este gas acumulado en el rumen es expulsado por la boca, donde
llega a la atmésfera mediante el eructo del animal, perdiendo en promedio el 6% de la
energia ingerida, sin embargo, todo esto depende de las caracteristicas del alimento
(Sandoval-Pelcastre et al., 2020).
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4.2 Estado del arte

Camacho-Escobar et al. (2020b) evaluaron la digestibilidad in vitro, la composicion
guimica y produccion de metano de forrajes de corte. Ellos concluyeron que los pastos
Pennisetum purpureum cv. Taiwan morado, Pennisetum purpureum cv. Maralfalfa y
Paninicum maximun produjeron menos de 50 mL de metano. Por otro lado, reportan que
Cynodon nlemfuensis y Panicum maximum produjeron los niveles mas bajos de bidxido
de carbono (CO2) con 115.74mL gt MSy 117.57 mL g MS alas 72 horas de incubacion.

Avila-Serrano et al. (2020) evaluaron la implementacion de 45 % de Leucaena
leucocephala en la adicion de pasto Cynodon nlemfuensis, ellos observaron que
disminuyo el 18% de metano y redujo el 24% de dioxido de carbono en la fermentacion
ruminal in vitro, concluyeron que se deben realizar investigaciones para analizar la

presencia de metabolitos secundarios para analizar la degradabilidad en el rumen.

Pérez-Can et al. (2020) evaluaron la produccién de metano in vitro y caracteristicas
genéticas de especies arbéreas y arbustivas forrajeras, utilizaron follajes de Gliricidia
sepium, Guazuma ulmifolia, Leucaena leucocephala, Morus alba, Tithonia diversifolia,
Brosimun alicastrum, Cynodon nlemfluensis, Megathyrsus maximus, Piscidia piscipula y
Hibiscus rosa-sinensis, ellos observaron una menor produccién de metano en L.
Leucocephala con 14.47 mL g! MS, sin embargo las especies que produjeron mayor
cantidad de metano fueron C. nlemfluensis, G. sepium y H rosa-sinensis (37.60, 40.49 y
47.64 mL gt MS), finalmente concluyen que la adicién de L. leucocephala, P. piscipula y
G. ulmifolia son una alternativa por su aporte de proteina con 21.37 %, 12.91 % y 13.23
%, siendo una estrategia para hacer mejor el aprovechamiento de los recursos

disponibles en épocas de sequia en zonas tropicales.

Ku-Vera, (2019) menciona que la inoculaciéon de ciertos porcentajes de Leucaena
leoucocephala en pasto Pennisetum purpureum en la alimentacion de ganado bovino,
referente a las pruebas in vivo del experimento, disminuye la emisién de metano entérico,
€l concluye que el uso de pastos con Leucaena leococephala en zonas tropicales podria

ser una alternativa en las emisiones de metano.
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Lopez-Herrera et al. (2021) evaluaron la produccion de gases en microsilos con la adicion
de cuatro fuentes de carbohidratos en leguminosas con edades de corte de Vigna
unguiculata (40 dias), Arachis pintoi (40 dias), Cratylia argéntea (75 dias), Erythrina
poeppigiana (75 dias), ellos observaron una menor produccion de metano en Arachis-
Maiz y Erythrina- Maiz con 10.12 y 10.9 LCH4 kg MS, concluyeron que es necesario

seguir investigando por la presencia de taninos ya que influyen en la mitigacion de CHa.
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5. Metodologia

5.1 Area y periodo de estudio

La investigacion se desarrollo del 26 de junio de 2023 al 03 de noviembre de 2024,
en la comunidad El Coyol Santa Clara, perteneciente al municipio de Tantoyuca,
Veracruz, México. Este municipio se ubica entre el paralelo 21° 06" y 21° 40" latitud norte;
entre el meridiano 97°, 59" y 98° 24" longitud oeste (Figura 8). Con una altitud entre 10 y
300 msnm. El clima se clasifica como céalido-subhimedo con presencias de lluvias en
verano. La temperatura oscila entre los 22-26 °C y el rango de precipitacion es de 1,100-
1,300 mm. Colinda con los siguientes municipios: al norte con Tempoal, Ozuluama de
Mascarefias y Chontla, al este con Chontla e Ixcatepec, al sur colinda con Ixcatepec,
Chicontepec, el estado de Hidalgo, Chalma y Platébn Sanchez y al oeste con Platén
Sanchez y Tempoal (Figura 8). (Sistema de Informacion Estadistica y Geografica del
Estado de Veracruz de Ignacio de la Llave [SIEGVER], 2020). La edafologia del
municipio es un suelo Vertisol (48.02 %), Phaeozem (25.80 %), Regosol (14.53 %),
Cambisol (10.24 %) y Leptosol (0.46 %), el porcentaje faltante pertenece a zona urbana
(0.87 %) y cuerpos de agua (0.08 %) (Instituto Nacional De Estadistica y Geografia
[INEGI], (2010).

Tantoyuca

Figura 8. Ubicacion geografica del municipio de Tantoyuca Veracruz, México. Fuente.
Sistema de informacién estadistica y geogréafica del estado de Veracruz de Ignacio de la
Llave, (2020).
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5.2 Descripcion de los tratamientos

Se utilizaron 4 accesiones de Cenchrus purpureus a una edad de corte de 130 dias. Las
accesiones utilizadas fueron Maralfalfa, Taiwan, Roxo y CT-115 (material genético
proporcionado por el campo experimental, la Posta INIFAP Paso del Toro, municipio de
Medellin, Veracruz). También se usO follaje de Gliricidia sepium y Leucaena
leucocephala. Estos pastos se mezclaron con las leguminosas en una proporcién 80 %
pasto y 20 % leguminosa (Tabla. 1). Se enviaron al laboratorio de nutricion animal de la
Universidad Autbnoma de Yucatan dos muestras una de Gliricidia y de Leucaena, para
determinar la cantidad de taninos condesados y proteina cruda que estas contenian, los
resultados del analisis fueron expresados en porcentaje de base seca (Cuadro. 2) y

anexos (Figura. 10.1).

Tabla 1. Representacion de los tratamientos. Se realizaron mezclas 80 % pasto y 20 % de
leguminosa y un control donde solo fue pasto

Accesiones Tratamientos
Maralfalfa T1 Control
T2 Maralfalfa + Gliricidia sepium

T3 Maralfalfa + Leucaena leucocephala

Taiwan T4 Control
T5 Taiwan + Gliricidia sepium
T6 Taiwan + Leucaena leucocephala
Roxo T7 Control

T8 Roxo + Gliricidia sepium

T9 Roxo + Leucaena leucocephala
CT 115 T10 Control

T11 CT 115 + Gliricidia sepium

T12 CT 115 + Leucaena leucocephala
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Tabla 2. Representacion del contenido en base seca expresados en porcentaje de taninos
condensados y proteina cruda PC) de los analisis solicitados al laboratorio de nutricién animal
de la Universidad Autbnoma de Yucatan.

Leguminosas Taninos totales (%) | Taninos condensados (%) | PC (%)
Gliricidia sepium 0.07 11.40 13.58
Leucaena leucocephala 2.25 23.05 21.68

5.3 Variables de estudio

Las variables fueron analizadas en el Laboratorio de Zootecnia de la Universidad

Autonoma Chapingo, siguiendo las técnicas de Sosa de Pro (1979).

5.3.1 Digestibilidad in vitro

Para determinar la digestibilidad in vitro se siguié la metodologia de Sosa de Pro (1979).

Tabla 3. Materiales y reactivos para determinar digestibilidad in vitro.

Materiales Reactivos
e Tubos de digestibilidad in vitro de e 40 cmi® de solucion Buffer (Saliva
100 cm? artificial de McDougal)
e Termo de 1 litro e 10 cm? de liquido ruminal
e Crisoles de porcelana (con fibra de e Bafio Maria (Temperatura 39 a 40 °C)
vidrio)
e Tapones

e Licuadora

El liquido ruminal utilizado, fue extraido de un toro Holstein donante del Colegio de
Postgraduados Campus Montecillo. El liquido ruminal extraido fue depositado en un
termo, siendo transportado de forma inmediata al laboratorio de la Universidad Autbnoma

Chapingo, el liquido se licuo y filtro para eliminar los residuos del alimento,

En los tubos de digestibilidad, se procedio a pesar 0.4 g de muestra de pastoy 0.1 g de
muestra de leguminosa (en 0.1 gramos de leguminosa iba 0.01 g de taninos condesados
de Gliricidiay 0.02 g de Leucaena) en total 0.5 g de mezcla del pasto con leguminosa, la

muestra se depositaba en los tubos de digestibilidad en base seca.
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También al tubo que contenia la muestra se le adiciono 10 cm?® de liquido ruminal
(filtrado) y 40 cm?® de saliva artificial de McDougal, después de preparar los tubos de
digestibilidad.

Los tubos fueron colocados dentro de un bafio maria con una temperatura de 39 a 40 °C
simulando un falso estbmago, moviendo los tubos cada cierto tiempo en la mafiana, tarde
y noche, con la finalidad de que los microorganismos interactuaran con la mezcla que
contenia en el tubo de digestibilidad. Donde permanecieron en observacion durante 24,
48 y 72 horas de incubacion. Después de las 72 horas de incubacién, los tubos de

digestibilidad se retiraron del bafio maria.

El contenido de los tubos de digestibilidad se vaciaron en bazos Berzelius de 100 cm?
para realizar el proceso de la fibra detergente neutra de la digestibilidad in vitro,
adicionando 20 cm?® de solucién detergente neutra, las muestras que quedaban en las
paredes del tubo de digestibilidad se lavaba con pequefias porciones de solucion
detergente para evitar que las particulas quedaran adheridas en el tubo. Seguidamente
el bazo Berzelius se puso a hervir durante 60 minutos, luego se pesaba un crisol con
fibra de vidrio, posteriormente de los 60 minutos, la muestra se vaciaba en un crisol ya
pesado y seco, y se colocaba en una bomba de vacio, lavando el crisol con agua caliente
hasta que desapareciera la espuma de la muestra. Por Ultimo se colocaban las muestras
ya filtradas en una estufa a 105 °C durante 12 horas, transcurrido el tiempo las muestras
se retiraban de la estufa y se colocaban en un desecador durante 60 minutos, después
se sacaba del desecador y se pesaban cada una de las muestras. Aplicando la siguiente
formula:

ms — (g MSn g MSb
% DIVMS = g (9 - g ) x 100
g MSi

Donde:

DIVMS= Digestibilidad in vitro de la materia seca
g MSi= gramos de materia seca inicial

g MSn= gramos de materia seca no digerida

g MSb= gramos de materia seca del blanco
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5.3.2 Dioxido de carbono (CO2)

Para la estimacion del diéxido de carbono se utilizé la misma técnica de la digestibilidad
in vitro, donde también se prepararon 4 tubos de digestibilidad denominados blancos,
donde Unicamente contenian liquido ruminal y saliva artificial de McDougal, con la
finalidad de conocer la produccion de gases (el valor de los blancos se le sumaba para
obtener el valor total producido de los gases), estos sirvieron como referencia para
cuantificar las partes por millon (ppm). En los tapones de los tubos de digestibilidad se
les coloco una jeringa de 60 mL con la finalidad de capturar el gas producido por los
microorganismos que estaban en el tubo de digestibilidad, estuvieron en observacion
durante 72 horas de incubacion. La primera medicion fue a las 24 horas, con una regla
se media el volumen en cm de gas colectado, se retiraba la jeringa dejando la aguja en
el tapon y de manera rapida tapando el orificio que conecta con la aguja para impedir
gue el gas escapara, después se vaciaba en un frasco de 250 mL y de forma inmediata
se introducia un sensor que cuantificaba las partes por millon (ppm) de CO2 (modelo
Vernier Or), los datos que iba obteniendo el vernier se iban almacenando en un software,

este mismo proceso se hizo a las 48 y 72 horas.

Finalmente los datos de ppm de di6xido de carbono registrados, se convirtieron a mL.

Aplicando la siguiente férmula:
ppm = (volumen en mL =+ volumen total en mL)x1000000 = mL

5.3.3 Produccién de metano (CHa4)

Morsy et al., (2022) Mencionan que los gases producidos en el rumen son principalmente
metano y diéxido de carbono. De acuerdo a lo mencionado anteriormente se estimé por
diferencia del didxido de carbono el metano. Se utilizaron las mediciones registradas por
el vernier Or que estimo las ppm del dioxido de carbono. Las ppm registradas se les
corrigio el valor de lo blancos y se convirtieron a volumen de CO2 a mL y a ese valor se
le resto el total de gases de acuerdo a la muestra ingresada de materia seca y asi obtener
el dioxido de carbono correspondiente a la muestra y el restante se le considero como

metano.
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5.3.4 Fibra Detergente Neutra (FDN)

Este analisis se utilizé para estimar el contenido de FDN de las muestras. Se utilizaron
crisoles de Gooch para filtrar, estos se lavaron y se le colocaron dentro del crisol un filtro
de fibra de vidrio, posteriormente se acomodaron en una estufa a una temperatura de
105 °C para que se secaran durante 24 horas, después se sacaron de la estufa y se
metieron en un desecador durante 60 minutos, pasando ese tiempo se pesaron y se
fueron rotulando por tratamiento, también se utilizaron vasos de Berzelius de 100 cm?,
también se uso reactivo de detergente neutra de 20 a 25 cm3,bomba de vacio, libre en

juague comercial, agua caliente para el filtrado.

Estos se rotularon por tratamiento, adicionando de 20 — 25 cm? de detergente neutra en
el vaso, la muestra que quedaba en el tubo se le retiraba con agua destilada para que
esta cayera dentro del vaso, las muestras se colocaron en el aparato para la
determinacién de fibra, se dejo hirviendo durante 60 minutos. Pasado la hora, se colocé
un crisol rotulado en un matraz de filtrado, la muestra del vaso de Berzelius se vaciaba
en el crisol, con una pizeta se limpiaban las paredes del vaso para que no quedaran
particulas adheridas, se enjuagaba con agua caliente hasta que la espuma se eliminara.
Una vez que la espuma quedaba eliminada de cada uno de los crisoles, estos se metian
a la estufa durante 24 horas. Posteriormente se colocaban dentro de un desecador

durante 60 minutos y se pesaban en una bascula analitica.

Para determinar el contenido de la FDN se utilizo la siguiente formula.
Calculos:

gramos de paredes celulares
% Paredes celularesgy = x 100
gramos de muestra

WFDN, .. = LA FDNBH 100
° BS® % materia seca

5.3.5 Fibra detergente Acida (FDA), Lignina y Silice

Se utiliz6 la metodologia de Sosa de Pro (1979) para los tres analisis

Fibra detergente acida
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Se peso6 2 gramos de muestra y se deposité en un vaso Berzelius de 100 mL. Enseguida
se le agrego 20 cm? de solucién de detergente acido, se tapd el vaso con un recipiente
resistente al calor con agua corriente para simular un condensador y se dejé hervir

durante 60 min.

Al finalizar el tiempo de ebullicion se filtré al vacio abierto en un crisol de Gooch con filtro
de fibra de vidrio una vez seco y pesado, se lavé con agua hirviente hasta que la prueba
de anaranjado de metilo diera negativa. Una vez enjuagado totalmente se colocaron en
una estufa de secado a 100 °C durante toda una noche y finalmente se dej6é enfriar en

un disecador y se peso.
Se aplicé la siguiente formula:

gramos de FDA
% FDA = x 100
gramos de muestra

Lignina

Se utilizo el residuo de la fibra detergente acida, el cual el crisol con dicho residuo se
colocé dentro de un crisol e porcelana mas grande en donde se agreg6 &cido sulfarico al
72 % m/m durante 36 min. Un minuto antes de finalizar el tiempo se colocé en el equipo
de filtracion, y lavar con agua hirviente hasta obtener negativo el anaranjado de metilo,
enjuagaba bien y se colocé en la estufa de secado a 100 °C por 12 horas, una vez
transcurrido el tiempo se dejaba enfriar en un desecador y se pesaba. Se aplico la

siguiente formula:

. gramos de lignina
% Lignina = x 100
gramos de muestra

Silice
El residuo obtenido en el analisis de lignina se incinero a 550 °C durante 2 horas, una

vez trascurrido el tiempo se dejé enfriar y se peso, se utilizé la siguiente formula:

L gramos de silice
% Silice = x 100
gramos de muestra
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5.3.6 Cenizas

Se utilizaron crisoles de porcelana, estos se lavaron y se colocaron en una estufa de
secado a una temperatura de 50 °C durante 24 horas. Se ocuparon mecheros para poder
incinerar, mufla para desintegrar la materia organica (MO). Se pesé 1 g de muestra, esta
se deposito en los crisoles con sus respectivos tratamientos. Los crisoles se incineraron
hasta que desapareciera el humo. Después los 48 tratamientos se colocaron dentro de
la mufla a una temperatura de 500 °C durante 2 horas y media (Hasta que la mufla
mantuvo los 500 °C). Pasado el tiempo se sacaron los crisoles dejandose a temperatura
ambiente durante unos 10 minutos, después se colocaron dentro de un desecador

durante 40 minutos. Posteriormente se procedio a pesar los crisoles.

Para determinar el contenido de Cenizas se utilizé la siguiente formula.

Célculos:

) Pérdida de peso en gramos
% Cenizasgy = x 100
Peso de la muestra

, % de cenizas BH
%Cenizaspg: = - x 100
% materia seca

5.3.7 Proteina Cruda (PC)

Para la determinacién de proteina cruda se utilizaron 6 matraz Kjedahl de 800 cm3, 1
cucharada catalizadora de PC (Media rasa de la cuchara), se adicionaron 12.5 cm? de
Acido Sulfarico concentrado (este procedimiento se hizo en cada uno de los matraces),
después se colocaron en la parrilla del digestor durante 30 minutos hasta que la muestra
tomara un color verde turquesa o verde azulado, después de que las muestras cambiaran
de color, se apago la parrilla y se dej6 enfriar durante unos minutos, posteriormente, , se
usaron matraces Erlenmeyer de 250 cm3, en estos se depositaron 32.5 mL de Acido
Borico al 4 %, y se le colocaron 2 gotas de indicador de proteina, después de que los
matraces Erlenmeyer quedaran preparados, estos se colocaron de bajo del refrigerante
junto al destilador con el tubo colector ligeramente sumergido en la solucion del matraz
Erlenmeyer. Una vez que los matraces Kjedahl se pudieran manipular, se le agrego 130
mL de agua destilada, luego se le adicionaron 50 mL de Hidroxido de Sodio (NaOH) al

28 % + perlas de ebullicibn y se colocaba en la parrilla del destilador, hasta que la
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solucién de la muestra alcanzé los 125 cm3. Cuando el matraz Erlenmeyer recolecto los
125 cm?, primero se bajé y después se apago la parrilla, esto para evitar que la muestra
sea succionada. Las muestras recolectadas se titularon con Acido Clorhidrico (tomando
en cuenta su normalidad, 0.0946 y 0.1588) hasta que el color fuera rosa, posteriormente

se contaron los mL gastados. Se utilizo la siguiente formula:

VXN Xx0.014 x 6.25 x 100
Peso de la muestra

% PC =

Donde:

V = Volumen en mL

N = Normalidad en mmol / mL

0.014= mili equivalente del N en g/mmol

6.25 = Factor de conversion de g de N a g de proteina en g/g
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5.4 Descripcion y manejo del objeto de estudio

Se establecié un area experimental sembrando varetas (fitbmetros con 3 entrenudos)
con una inclinacion de 45° de 4 accesiones. Para el establecimiento no se aplico ningun
tipo de fertilizante organico ni quimico. Se utilizé arado y rastra, durante el trabajo en
campo solo se realiz6 la limpieza de forma manual para su mantenimiento. Se utilizé un
area de 552 m?, y se establecieron 24 parcelas, donde la superficie fue de 23 m? (4.8 x
4.8 m?), la distribuciéon de los tratamientos se hizo de forma aleatoria con una separacion
entre surco es de 80 cm con hileras de 5 macollos. El 26 de junio de 2024 se realiz6 un
corte de homogenizacién a una altura de 15 cm sobre el nivel del suelo (El cultivo ya
tenia un afio de establecimiento), donde el material genético vegetativo se recoleto el 03
de noviembre de 2024 a los 130 dias de rebrote (Figura.11). También se recolecto follaje
de Gliricidia sepium y de Leucaena leucocephala entre los meses de mayo y agosto de
2024. El follaje se dejo deshidratar a la sombra durante dos semanas después de la

recoleccién.
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Figura 9. Distribucion de las accesiones de Cenchrus purpureus.
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5.5 Establecimiento en campo

Se recolectaron muestras de Maralfalfa, Taiwan, Roxo y CT-115 donde la muestra util se
obtuvo del centro de la unidad experimental (2 m?), para evitar el efecto borde. El corte
se hizo a una altura de 15 cm sobre el nivel del suelo. Se tomaron dos tipos de muestras,
la primera muestra fue de pasto en verde de cada una de las accesiones. Se cortaron
los macollos de cada accesion para la obtencion de las muestras. Conforme se iba
cortando se picaba con una tijera de jardineria para reducir la planta completa a partes
mas pequefias. Después de que se picaba, se deshidrato al aire libre y estas se
esparcieron encima de una bolsa negra, colocando las muestras a sol directo durante 5
dias para que fuera reduciéndose el contenido de humedad, removiendo frecuentemente
para homogenizar el proceso de secado. La segunda muestra fueron de leguminosa de
Gliricidia sepium y Leucaena leucocephala, se recolecto y se deshidrato a la sombra.
Posterior a la pérdida de humedad, se pesaron 48 muestras de 30 g, utilizando una
bascula con una legibilidad de 0.1 g. Posteriormente se depositaron en bolsas de papel
estraza y se colocaron dentro de una bolsa ziploc para su conservacion y transporte.
Estas muestras fueron trasladas al laboratorio de Zootecnia de la Universidad Autbnoma
Chapingo, para realizar los analisis pertinentes de las mismas muestras. Donde el primer
procedimiento fue moler las muestras en un molino con una criba de 2 mm. Estas se

almacenaron en bolsas de plastico de capacidad de 500 g.

5.6 Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio Completamente al Azar con 7 tratamientos y 5 repeticiones por cada

tratamiento, los cuales se evaluaron durante un tiempo determinado.
Yii=p+t;+¢&;

Donde:

Yi: Respuesta observada con el tratamiento i en la repeticion |

| Efecto de la media general

ti: Efecto del i-esimo tratamiento i; i= 1,2,...,t

Eij: Efecto del error experimental asociado a la i-esima unidad experimental
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Los datos recolectados y ordenados en una base de datos, fueron analizadas con un
ANDEVA de una via y pruebas de medias de comparacion de medias de Tukey (p<0.05),
se realizd por separado el analisis de las accesiones y de las leguminosas mezcladas
con cada una de los pasto donde se aplicé el mismo procedimiento.
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6. Resultados y discusion

6.1 Resultados y discusiéon por accesion

Fibra Detergente Neutra

El FDN es importante ya que influye en la calidad nutricional de los forrajes, porque
conforme la planta va madurando se va incrementando la pared celular (Barahona-
Rosales y Sanchez-Pinzén, 2005). Los forrajes que tienen FDN con valores <40 % son
considerados de buena calidad y los forrajes que presentan valores >60 % la
digestibilidad se ve afectada e influye con un menor consumo del alimento (Van Soest,
1982).

En esta investigacion se encontré diferencia estadistica entre las accesiones evaluadas,
donde resalto el pasto Taiwan con el valor mas alto de FDN, el menor contenido de FDN
fue para la accesion Roxo. Entre el pasto Maralfalfa y CT-115, no hubo diferencia
estadistica (p>0.05) (Tabla. 2), pero si fueron diferentes a los pastos anteriormente
mencionados (Figura. 12).

Tabla 4. Porcentaje de Fibra detergente neutra (FDN), Fibra detergente acida (FDA),

Digestibilidad, Proteina (PC), Lignina (Lig), Cenizas y Silice de las accesiones de Cenchrus
purpureus a la edad 130 dias

Accesion FDN FDA (%) Digestibilidad PC Lig (%) Cenizas Silice

(%) (%) (%) (%) (%)
Maralfalfa ~ 71.53P 47.75° 65.612 7.91b 9.29P 8.95P 0.002P
Taiwan 74.942 52382 58.20° 10.412  11.222 9.20° 0.002P
Roxo 65.71°  48.36° 62.85° 6.22¢ 10.962 9.50° 0.002P
CT115 70.18°  47.95P 65.802 7.47° 10.782 10.402 0.0042
EE 0.49 0.57 0.41 0.27 0.22 0.18 0.0002

Medias por columna con distinta literal indican diferencia estadistica (p<0.05).
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Guerra-Medina et al. (2021) evaluaron la fibra detergente neutra del pasto Taiwan sin
fertilizacion y con fertilizacion, ellos reportan en el pasto Taiwan un 61.09 % de FDN a
45 dias de edad. Comparado con esta investigacion el porcentaje de FDN de Taiwéan fue
mayor con 74.94%, posiblemente por la diferencia de edad a los 85 dias adicionales.
Maldonado-Méndez et al. (2024) evaluaron la FDN a diferentes edades de corte el pasto
Maralfalfa, ellos encontraron que a la edad de 96 dias el porcentaje de la FDN fue de
73.50 %, este resultado es diferente a lo reportado en esta investigacion, una de las
razones por lo que vario fue porque ellos realizaron la evaluacién en el tropico humedo,
y posiblemente favorecio el incremento de FDN. Alvarez-Vazquez et al. (2021) evaluaron
el pasto Maralfalfa a diferentes intervalos de corte, donde a los 167 dias acumulo 79.06
% de FDN, ellos reportaron que a medida que la planta va madurando se incrementa la
pared celular, este resultado es similar a lo reportado en esta investigacion donde la FDN
fue de 71.53 %, la Unica diferencia es la de edad de corte. Medrano-Escobar et al. (2024)
evaluaron en periodo de sequia la FDN del pasto CT-115 a diferentes edades de corte,
donde a los 90 dias acumulo el 79.06 %, este valor es parecido a lo obtenido en esta
investigacion donde el CT-115 acumulo 70.18%, el incremento de FDN que ellos
obtuvieron fue posiblemente por las condiciones climatoldgicas de la zona. de Dios-Ledn
et al. (2022) evaluaron el CT-115 en cinco edades de corte, durante tres épocas del afio,
a la edad de 90 dias ellos reportaron una concentracion de FDN del 64.4 %, estos
resultados son diferentes a los reportados en esta investigacion donde el CT-115
presento un alto contenido de FDN a la edad mas avanzada de 130 dias. Vivas-Quila et
al. (2019) en una investigacién evaluaron a diferentes frecuencias de corte la calidad
nutricional del Roxo, donde a los 90 dias el valor de FDN fue de 62.8 %, este resultado
es similar a lo reportado en esta investigacion donde el valor de FDN fue menor con
65.71 %, ante las demas accesiones evaluadas. Demostrando que la edad del forraje

influye en el incremento de FDN.
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Fibra Detergente Acida

En esta investigacion se encontrd diferencia estadistica (p<0.05) en las accesiones,
donde la accesion con el valor mas alto de FDA fue para Taiwan con 52.38 %, entre las
accesiones Maralfalfa 47.75 %, CT-115 47.95 y Roxo 48.36 % entre estas accesiones

no hubo diferencia estadistica, pero si fue diferente con la accesion de Taiwan (Tabla. 2)

Guerra-Medina et al. (2021) reportaron en el pasto Taiwan un 43.4 % de FDA a los 45
dias de corte. Este valor es bajo a lo reportado en esta investigacion por la diferencia de

edad del pasto.

Maldonado-Méndez et al. (2024) evaluaron en distintas edades la FDA del pasto
Maralfalfa, ellos obtuvieron un 45.75 % de FDA a la edad de 96 dias, este resultando es
parecido a lo reportado en esta investigacion porque a medida que aumenta la edad de
corte en consecuencia se incrementa la FDA. Alvarez-Vazquez et al. (2021) evaluaron el
contenido de FDA en el pasto Maralfalfa a diferentes edades de corte, donde ellos
reportaron un contenido de FDA del 58.5% a la edad de 167 dias, estos resultados son
mayores a los reportados en esta investigacion y demuestran que a medida que la planta
madura puede a llegar incrementar un poco el contenido de FDA. Medrano-Escobar et
al. (2024) evaluaron el contenido de FDA en el forraje CT-115 en diferentes edades de
corte, ellos reportaron un 50.15 % de FDA a la edad de 90 dias en un periodo de sequia,
este resultado es diferente a lo reportado en esta investigacion, porque el muestreo de
los pastos que ellos evaluaron fue en época seca. de Dios-Ledn et al. (2022) evaluaron
el pasto CT-115 a diferentes edades de corte en tres épocas del afio (Seca, Lluvias y
Nortes) y encontraron valores de FDA de 47.1 % a los 90 dias de edad en presencia de
lluvia. Este resultado es similar a lo reportado en esta investigacion donde el CT-115
acumulo el 47.95 % de FDA, la Unica diferencia es que ellos evaluaron el pasto en tres
épocas del afio y la presencia de lluvias posiblemente favorecio el incremento de FDA.
Vivas-Quila et al. (2019) evaluaron la composicion nutricional del pasto Roxo cosechado
a 90 dias determinando un valor de FDA del 44.9 %. El contenido de FDA que estos
autores calcularon es similar a los presentados en esta investigacion. Esta similitud
podria ser consecuencia del manejo del pasto y la forma en la ellos hicieron la evaluacion

durante época seca y lluviosa.
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Digestibilidad in vitro

En esta variable se encontrd diferencia estadistica entre las accesiones evaluadas. El
valor mas bajo de digestibilidad fue para Taiwan con el 58.20 % y Roxo con el 62.85 %.
Para la accesion Maralfalfa fue de 65.61 % y para CT-115 con el 65.80 %, entre estas
dos accesiones no hubo diferencia estadistica, pero si fueron diferentes a las accesiones
de Taiwan y Roxo (p < 0.05) (Tabla. 2) (Figura. 13).

Maldonado-Méndez et al. (2024) evaluaron el pasto Maralfalfa en distintas edades de
corte, donde la digestibilidad in vitro fue del 64.91 % a la edad de 96 dias, este valor es
similar a lo reportado en esta investigacion, estos autores mencionan que a medida que

la planta tiene mayor edad la digestibilidad in vitro disminuye.

Alvarez-Vazquez et al. (2021) Evaluaron la digestibilidad in vitro del pasto Maralfalfa a
diferentes edades de corte, ellos obtuvieron una digestibilidad de 49.78 % a la edad de
167 dias de corte, ellos atribuyen que a medida que la planta madura sus componentes
celulares van incrementando y por tal motivo la digestibilidad se ve afectada, este valor
es diferente a lo que se reporta en esta investigacién con 65.61 %, donde la digestibilidad
fue notoria a los 130 dias de corte y se demuestra que la edad influye sobre la
digestibilidad.

Vivas-Quila et al. (2019) evaluaron la digestibilidad in vitro a diferentes edades de corte
del pasto Roxo. En su investigacion reportan una digestibilidad del 60.1 % a la edad de
90 dias. Este resultado es semejante a lo reportado en esta investigacion, donde la

diferencia fue la edad de corte en la que el pasto fue evaluado.

Medrano-Escobar et al. (2024) evaluaron la digestibilidad del CT-115 cosechado a 90
dias de rebrote durante el periodo de sequia, determinando un valor de 65.56 %. Este
resultado es similar a lo reportado en esta investigacion, sin dejar de resaltar que en esta

investigacion las evaluaciones fueron a 130 dias de rebrote.
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este valor es cercano a lo que se reporta en esta investigacion, ellos argumentan
conforme la planta madura disminuye la proteina cruda. de Dios-Ledn et al. (2022)
reportaron un contenido de proteina cruda en el pasto CT-115 a diferentes edades de
corte en tres épocas del afio (Seca, Lluvias y Nortes), donde a los 90 dias el valor de PC
fue de 7.1 %, este valor es similar a lo reportado en esta investigacion, ellos argumentan
gue la edad de la planta tiene un efecto en la disminucion la proteina cruda. Vivas-Quila
et al. (2019) en una investigacion utilizaron el pasto Roxo con diferentes edades de
rebrote, a la edad de 90 dias se acumulé el 7.2 % de PC, este resultado es algo similar
a lo que se reporta en esta investigacion, y se demuestra que conforme avanza la edad

de la planta el contenido de proteina cruda tiende a disminuir.
Lignina

La lignina forma parte de la pared celular, se encuentra en los tejidos vasculares de las
plantas, esta se encarga de darle soporte y rigidez (Maceda et al., 2021). La
determinacién de lignina sirve para predecir la digestibilidad. Las gramineas contienen
lignina, y esta no es digerible (Segura-S et al., 2007). A medida que la planta va
madurando la lignina aumenta sus concentraciones, y esta tiene un efecto de forma

negativa sobre la digestibilidad (Moore-J & Hans-Joachim, 2001).

En esta investigacién se encontré diferencia estadistica (p < 0.05) entre las accesiones
evaluadas. Maralfalfa obtuvo el menor contenido de lignina (9.29 %). No hubo diferencia
estadistica (p > 0.05) entre Taiwan (11.22 %), Roxo (10.96 %) y CT-115 (10.78 %) (Tabla.
2).

Ventura-Rios et al. (2022) evaluaron a diferentes frecuencias de corte el pasto Taiwan.
A 120 dias de rebrote el contenido de lignina fue de 19.8%. Este valor es superior a lo
reportado en esta investigacion, posiblemente influyo las caracteristicas del desarrollo
del pasto, ademas ellos argumentan que a medida que aumentaron las edades de corte
se incremento la lignina. Ledea-Rodriguez et al. (2021) evaluaron el CT-115 en épocas
de estacion lluviosa a diferentes edades de corte, donde a los 120 dias el pasto tuvo el
3.93% de lignina, posiblemente el resultado varia por la época en la que ellos evaluaron
el pasto, en esta investigacion el contenido de lignina fue mayor con 10.78% a los 130
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dias de corte. Ventura-Rios et al. (2019) evaluaron el pasto Maralfalfa a cuatro edades
de rebrote en un clima calido subhimedo, ellos reportaron un contenido de lignina del
4.4 % a una edad de 120 dias, estos autores explican que la lignina incrementa conforme
avanza la edad de la planta, este resultado es diferente a lo que se reporta en esta

investigacion donde el contenido de lignina fue elevado a los 130 dias de corte.
Cenizas

En esta investigacion se encontrd diferencia estadistica significativa, donde el mayor
contenido de cenizas fue para la accesion CT-115 con un 10.40 %.el pasto Maralfalfa
con un 8.95 %, Taiwan con un 9.20 % y Roxo con un 9.50 % de cenizas no presentaron
diferencia estadistica, pero estos resultados de estas accesiones si fueron diferentes con
el pasto CT-115 (Tabla. 2).

Ventura-Rios et al. (2022) evaluaron seis frecuencias de corte del pasto Taiwan donde a
los 120 dias acumulo un contenido de cenizas del 4.7 %, este valor es menor a lo
reportado en esta investigacion, posiblemente influyo el manejo y tomas de muestras del
pasto. Vivas-Quila et al. (2019) reporto un contenido de cenizas de 14.8 % a una edad
de 90 dias en el pasto Roxo, este valor estd muy por encima a lo reportado en esta
investigacion, y podria ser atribuido a la edad de cosecha de la planta. Maldonado-
Quinones et al. (2021) evaluaron el pasto Maralfalfa a diferentes edades de corte, donde
el contenido de cenizas fue de 10.7 % a la edad de 150 dias, ellos atribuyen que a medida
gue la planta madura, el contenido de cenizas disminuye. Este valor es similar a lo
reportado en esta investigaciéon. Medrano-Escobar et al. (2024) reportaron un contenido
de cenizas el pasto CT-115 a los 90 dias la concentracion de cenizas fue del 11.20 %,
estos autores explican que conforme la planta va creciendo hay menor presencia de
minerales. Este valor es diferente a lo obtenido en esta investigacién, donde a medida

gue aumenta la edad del pasto las cenizas disminuyen.
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Silice

El silice puede provenir del suelo pudiendo ser adsorbida por la planta, se encuentra en
los rebrotes, hojas, tallos y raices. Algunas gramineas contienen silice y disminuye su
digestibilidad cuando el animal la consume en exceso (Laredo et al. 1990). En esta
variable si existio diferencia estadistica, donde la accesion CT-115 presento el valor mas
elevado (Tabla. 2). Se puede observar que el efecto de silice no afecto la digestibilidad

de los forrajes, siendo mas notorio el contenido de lignina.

6.2 Composicion de la pared Celular: FDN, FDA y Lignina de las mezclas

de Cenchrus purpureus y leguminosas

En esta investigacion en la mezcla de leguminosas con accesiones de Cenchrus
purpureus a la edad de 130 dias de corte, si hubo diferencia estadistica entre las
variables evaluadas (Tabla. 3) y (Figura. 14), se demostré que el menor contenido de
FDN, FDA vy lignina fue para la leguminosa Leucaena con 67.86 %, 46.51 % y 10.23 %.
Para el caso de Gliricidia fue de 68.90 %, 48.60 % y 11.18 %, respectivamente. El
tratamiento control presento los valores mas altos respecto a estas variables.

Tabla 5. Fibra detergente neutra (FDN), Fibra detergente &cida (FDA), Digestibilidad, Proteina

(PC), Lignina (Lig), Cenizas y Silice de las mezclas de Cenchrus purpureus con leguminosas a
la edad 130 dias, en una proporcién 80% pasto y 20 % leguminosa

_ FDN FDA Digestibilidad PC Lig Cenizas Silice
Leguminosa
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Control 75.002 52212 58.48P 6.61¢  10.28° 9.732 0.0032
G. sepium 68.90° 48.60° 64.982 8.29° 11.188  9.612 0.0022
L. lucocephala 67.86° 46.51¢ 65.892 9.112 10.23° 9.19P 0.0022
EE 0.42 0.50 0.35 0.23 0.19 0.15 0.000

Medias por columna con distinta literal indican diferencia estadistica (p<0.05), EE: Error estandar.
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77

FDN (%)

Control Gliricidia sepium Leucaena leucocephala

Leguminosa

Figura 12. Porcentaje de fibra detergente neutra de las mezclas de Cenchrus
purpureus con leguminosas.

Barahona-Rosales y Sanchez-Pinzon, (2005) explican que las gramineas tropicales
varian mucho en su composicion y estructura, si tienen un alto contenido de FDN la
digestibilidad se ve afectada, esto también se refleja por las concentraciones de lignina
gue influye como una barrera fisica afectando el contenido de FDN, dando como
resultado una disminucion en la digestibilidad. Ellos mencionan que, al hacer una
modificacién en la alimentacion animal, como agregarle leguminosa a una graminea
tropical la digestibilidad aumenta entre el 40 a 70%, ya que las leguminosas contienen
metabolitos secundarios que por su actividad con los microorganismos del rumen ayudan
a disminuir la FDN, bajar los valores de FDA y aumentar la digestibilidad, esto se debe a
gue las leguminosas tienen menos contenido de fibra. Exponen que los rumiantes
degradan del 40 a 50 % de la fibra detergente neutra de las leguminosas y del 60 a 70

% FDN en gramineas.
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Digestibilidad

En zonas calidas se ha demostrado que cuando se realiza una asociacion graminea -
leguminosa aumenta la digestibilidad, y al mismo tiempo presenta resultados en la
disminuciéon de los gases de efecto invernadero. Esto como resultado que las
leguminosas contienen valores elevados de proteina. Lo méas resaltante de las
leguminosas es la presencia de metabolitos secundarios como los taninos condensados
gue tienen la capacidad de interaccionar con la actividad metanogénica dando como
resultado mayor digestibilidad del alimento que se le proporciona al animal (Pefia-Avelino
et al., 2024).

Los datos obtenidos en esta investigacion demuestran que entre los tratamientos
evaluados (Tabla. 3), donde la Gliricidia con 64.98 % y Leucaena con 65.89 %, no fueron
diferentes entre estas dos leguminosas, pero si hubo diferencia estadistica con el
tratamiento control que no contenia leguminosa, siendo mejor la digestibilidad con
cualquiera de las dos leguminosas (Figura. 15). Esto posiblemente tuvo efecto por la
presencia de metabolitos secundarios que al mezclarlo con el pasto aumento la

digestibilidad frenando la actividad metanogénicas por parte de las arqueas.

Diaz-Echeverria et al. (2023) evaluaron el valor nutricional en dietas de Panicum
maximun a una edad de 45 dias de rebrote, con la adiciéon del 30 % de follajes arboreos
con 45 dias de edad, ellos mezclaron el forraje con la Leucaena leucocephala y evaluaron
la digestibilidad in vitro, reportando que la digestibilidad fue en un 67.25% con la adicion
de Leucaena. Este valor es similar a lo reportado en esta investigacién donde Leucaena
tuvo un valor de 67.86 % de digestibilidad, y por su parte el tratamiento control un valor
de 58.48 % (p<0.05), la Unica diferencia es la edad de corte y el nivel de adicion del

porcentaje de leguminosa.
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Proteina y Cenizas

En estas variables se encontraron diferencias estadisticas entre los tratamientos
evaluados (Tabla. 3). Donde el valor mas bajo de la proteina fue para el tratamiento
control, y el valor mas elevado para la Leucaena leucocephala con 9.11 %. Gliricidia
mostro un valor mayor que el tratamiento control. La variable ceniza presento diferencia
estadistica, donde el tratamiento control tuvo la mayor acumulacion de cenizas, no se
presentd diferencia estadistica entre Gliricidia y control, pero Leucaena si fue diferente

al control al mostrar el contenido de cenizas mas bajo (Tabla. 3).

Canul-Solis et al. (2018) mencionan que las leguminosas de Gliricidia sepiumy Leucaena
leucocephala poseen valores de proteina superiores a los pastos tropicales, por lo que

podria ser una estrategia en la dieta de los animales.

Diaz-Echeverria et al. (2023) Evaluaron el Panicum maxicum con la adicién de distintos
follajes arboreos a la edad de 45 dias de rebrote, ellos utilizaron la Leucaena
leucocephala en un 30 %, reportaron un contenido de PC del 11.37 %. Este valor es mas
elevado a lo que se reporta en esta investigacion, posiblemente el contenido de la
Leucaena fue menor por el porcentaje de inclusion en un 20% al pasto y también se le

atribuye a la edad del pasto a los 130 dias de corte.

Molina-Botero et al. (2013) evaluaron gramineas tropicales con pasto Guinea y pasto
Angleton con mezclas de Leucaena y Gliricidia en confinamiento y silvopastoril,
realizaron mezclas en una proporcion 80% pasto y 20% leguminosa. Ellos encontraron
gue las leguminosas presentaron los mayores contenidos de proteina y mejor
digestibilidad. La Gliricidia tuvo un valor de proteina del 10.8% y la Leucaena acumulo el
14.3%. Mientras que el contenido de cenizas para Gliricidia fue de 10.0 % y Leucaena
del 10.7 %. Estos resultados son diferentes a lo que se reporta en esta investigacion

posiblemente la diferencia se vea influenciada por la edad de corte a los 130 dias.
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Silice
Laredo et al. (1990) analizaron muestras de gramineas tropicales y evaluaron el efecto

del contenido de silice con la digestibilidad, ellos reportaron que el contenido de silice al

encontrase en menor cantidad < 2 % no afecto la digestibilidad de los pastos.

En esta investigacion se reportan valores de silice muy bajos y no presentaron diferencia
estadistica (Tabla. 3), estos valores no influyeron en la digestibilidad. Pude atribuirse a

la edad del pasto y presencia de metabolitos secundarios de las leguminosas.

6.3 Produccion de Diéxido de carbono (mL g* MS) y metano (mL g MS)

de las accesiones de Cenchrus purpureus

Los resultados de esta investigacion para el andlisis de COz, entre la accesién Maralfalfa
y Taiwan no hubo diferencia, pero estas dos accesiones si fueron diferentes entre Roxo
y CT-115 con diferencia estadistica significativa, Taiwan acumulo la menor cantidad de
CO:a. Para la produccion de CH4 hubo diferencia estadistica, la accesion Taiwan presento
diferencia estadistica con la accesion Maralfalfa, donde Taiwan produjo la menor

cantidad de metano (Tabla. 4).

Tabla 6. Representacion del total de gases de CO, (mL g* MS) y metano (mL g* MS) de metano
(CH,) de las accesiones de Cenchrus purpureus a la edad de 130 dias

Accesion CO2mLg*MS CHamLg' MS
Maralfalfa 12.52905° 7.052
Taiwan 10.58596° 3.63¢
Roxo 19.087892 4.14
CT115 19.971772 6.162°
EE 0.57 0.57

Medias por columna con distinta literal indican diferencia estadistica (p<0.05). CO,= Diéxido de
carbono, CHs= Metano, mL= mililitros, MS= materia seca.
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Rivas-Martinez et al., (2023) evaluaron gramineas templadas y tropicales. Las praderas
donde estaban sembrados los pastos tenian 4 afios de establecimiento, las muestras se
recolectaron a los 35y 45 dias de rebrote, ellos estimaron la produccion de diéxido de
carbono (mL) y de metano (mL) en la fermentacion ruminal a las 72 horas. Una de las
gramineas analizadas fue el Pennisetum purpureum donde produjo 82.90 mL de CHa y
174.66 mL de COs2. Ellos reportaron que la produccion de gases fue mayor en las
gramineas tropicales, haciendo mencion que posiblemente ese comportamiento se debio
al contenido de FDN promedio de las gramineas tropicales, relacionando el aumento de
las paredes celulares con la produccién de metano. Estos resultados son mayores a lo

reportado en esta investigacion.

Camacho-Escobar et al., (2020b) evaluaron los siguientes pastos tropicales, Cynodon
nlemfuencies (26 dias), Taiwan morado (45 dias), Maralfalfa (40 dias), Andropogon
gayanus (35 dias) y Panicum maximum (35 dias) en el estado de Oaxaca cosechados a
diferentes dias de rebrote. Analizaron la produccion de metano y de diéxido de carbono,
donde la menor produccion de metano fue para el Taiwan morado (45 dias de corte) con
el 47.66 % y Maralfalfa (40 dias de corte) obtuvo el valor de 35.96 %, mientras que los
pastos Cynodon nlemfuencies a la edad de 26 dias de rebrote y Panicum maximum con
una edad de 35 dias de corte, tuvieron los valores mas bajos de CO2. Los datos de esa
investigacion estan muy altos a lo reportado en esta investigacion. Posiblemente influye

la edad de corte.
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6.4 Produccion de diéxido de carbono (mL g* MS) y metano (mL g1 MS) de

las mezclas de accesiones de Cenchrus purpureus con leguminosas.

Los resultados de esta investigacion demuestran que no hubo diferencia estadistica
significativa (p>0.05) entre las mezclas de pastos con leguminosas (Tabla. 5).
Tabla 7. Representacion del total de gases de CO, mL g* MS y mL g* MS de metano (CH,) de

las mezclas de los pastos de Cenchrus purpureus a los 130 dias de edad, en una proporcion 80
% pasto y 20 % leguminosa

Leguminosas CO2(mLg1MS) CHs (mLg?tMS)
Control 14.756532 5.362
Gliricidia sepium 15.89498% 4,982
Leucaena leucocephala 15.979512 5.392
EE 0.49 0.49

Medias por columna con distinta literal indican diferencia estadistica (p>0.05). CO2= Di6xido de
carbono, CH4= Metano, mL= mililitros, MS= materia seca.

Holguin et al., (2020) evaluaron mezclas ensiladas de Pennisetum purpureum al
agregarle Tithonia diversifolia y la adicion de un inoculo de Lactobacillus paracasei y uno
comercial, el pasto fue cosechado a los 75 dias de edad, realizando las mezclas de los
microsilos y almacenandolas durante 90 dias. Ellos reportaron que la menor produccién
de metano fue para mezcla de Pasto con Tithonia diversifolia en una proporcion de 67:33
%. Siendo el tratamiento testigo que presento una acumulacion elevada de metano. Ellos
mencionan que la disminuciéon posiblemente fue por la presencia de metabolitos
secundarios, asi como también el contenido de la FDN de las mezclas y argumentan que
al existir una menor degradacion de la fibra habra menor produccién de metano por

unidad de proteina comestible.

Los datos se asemejan lo que menciona Holguin et al., (2020) donde numéricamente se
puede observar que la menor producciéon de metano varia un poco para el caso de

Gliricidia sepium, pero aun asi no hubo diferencia estadistica.
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Avila-Serrano et al., (2020) evaluaron el efecto de la adicion de Moringa oleifera,
Leucaena leucocephala y Guazuma ulmifolia en pasto Cynodon nlenfuemsis, en
diferentes proporciones. Se midio la produccion de metano y COz, ellos encontraron que
al adicionarle el 45 % de Leucaena al pasto se redujo la produccion de estos gases, a
las 72 horas se acumulé el 23.97 mL gms™* de CH4 y de CO2 163.13 mL gms™, ellos
atribuyen que la leguminosa tiene la presencia de metabolitos secundarios y eso causo
algun efecto sobre las poblaciones microbianas. Los datos son diferentes a lo que se
reporta en esta investigacion, posiblemente sea por el nivel de inclusiébn de las

leguminosas.

Ley-de Coss et al., (2024) evaluaron las caracteristicas quimicas y fermentativas en
mezclas de pasto Estrella (cosechado a 45 dias) con diferentes proporciones de
Guazuma ulmifolia, estimaron la produccién de metano in vitro, con distintos tiempos de
incubacion. Ellos reportaron una produccion de metano a las 72 horas con 169.3 mL/gms’
1 donde la menor produccion de metano fue a las 96 horas con 31.2 mL gms?, ellos
reportan que la inclusion de Guazuma ulmifolia reduce considerablemente el CHa,
también lo atribuyen la presencia de metabolitos secundarios causando un algun posible
efecto en la mitigacion de metano. Estos resultados son totalmente diferentes a lo que

se reporta en esta investigacion.
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7. Conclusiones
Los valores obtenidos en esta investigacion demuestran que la adicion de Gliricidia

sepium y Leucaena leucocephala mezcladas en pastos de Cenchrus purpureus en cierto
porcentaje, tiene efecto sobre la digestibilidad, debido a la baja concentracion de la FDN.
Pero al mismo tiempo tienen algin impacto sobre la mitigacion de gases de efecto
invernadero, porque en las leguminosas al tener presencia de metabolitos secundarios,
como los taninos condensados, estos interactian con los microorganismos del rumen

frenando la actividad metanogénica.

48



TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO

8. Recomendaciones

Es importante seguir evaluando como influye la digestibilidad y produccion de gases en
los pastos de Cenchrus purpureus con la mezcla de leguminosas, con inclusion de

porcentajes mas altos especificamente en zonas tropicales.
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10. Anexos

Andlisis de Taninos condensados y Proteina Cruda (PC) de las leguminosas.

LABORATORIO DE NUTRICION ANIMAL

VETERIXARIA ¥ ZOOTECNLA

Fecha Recepcion: 11 de diciembre de 2024

Fecha Entrega: 13 de enero de 2025
Solicitante: Jhonatan Herndndez
NOMBRE DE LA
ANALISIS
— MUESTRA
Fenoles Taninos Taninos
Totales (%)| Totales Condensados
(%) (%)
683 Gliricidia NS 0.07 11.40
684 Leucaena NS 2.25 23.05
Notas:

Los Resultados estdn reportados en BASE SECA (*)
ND = No detectable. La muestra fue analizada pero no se detecté el elemento.
NS = No solicitado. La muestra no fue analizada para el elemento.

Dr. Carlos A. Sandoval Castro
Responsable LNA

7

& UADY
=
LABORATORIO DE NUTRICION ANIMAL -
Fecha Recepcion: 22 de enero de 2025
Fecha Entrega: 6 de febrero de 2025
Solicitante: Jhonatan Hernandez
CODIGO O ANALISIS
MUESTRA
MATERIA | PROTEINA | CENIZAS* FDN* FDA* | LIGNINA*| EXTRACTO| CALCIO* | Fosforo*
SECA CRUDA (%) (%) (%) (%) | ETEREO* (%) (%)
(%) (%) (%)
147 Gliricidia NS 13.58 NS NS NS NS NS NS NS
148 Leucaena NS 21.68 NS NS NS NS NS NS NS
Notas:

Los Resultados estdn reportados en BASE SECA (*)
ND = No detectable. La muestra fue analizada pero no se detecté el elemento.
NS = No solicitado. La muestra no fue analizada para el elemento.

Dr. Carlos A. Sandoval Castro
Responsable LNA
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Determinacion de las variables de estudio, siguiendo la técnica de
Sosa de Pro (1979).

Dioxido de carbono CO:z in vitro

Material:

Sensor Vernier Or

Regla

Envase plastico con graduacion mL

Procedimiento:

Para determinar esta variable se realiz6 junto con los tubos de digestibilidad in vitro.
Donde en cada uno de los tapones se colocaba una jeringa de 100 mL, donde su principal
funcion era captar el gas acumulado que producia cada tubo de digestibilidad. La primer
medicidn se realizé a las 24 hrs, 48 hrs y 72 hrs. Con una regla estandar se media el
volumen en cm para saber cuantos centimetros habia subido el embolo de la de la jeringa
y después se retiraba la jeringa del tapon del tubo de digestibilidad tapando el orificio de
la jeringa para evitar que el gas se escapara, de manera rapida se introducia en un
envase plastico graduado y se depositaba el gas acumulado de CO2. Después de forma
rapida se introducida el sensor Vernier Or para medir el dioxido de carbono. El sensor

registraba las lectura en partes por millon (ppm) en un Software.

.” ah 4 ‘ e v
Figura 14. Medicion de Figura 15. Vernier Or Figura 16. Registro de datos
volumen de CO- (cm) con cuantificando partes por de CO2

regla millén (ppm)
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Digestibilidad in vitro
Materiales:

Bascula analitica

0.2 g de muestra

Tubos de digestibilidad de 100 cm? con sus tapones
Jeringas de 100 mL

20 cm3 de Saliva artificial de McDougal
5 cm? de liquido ruminal licuado vy filtrado
Incubadora Bafio Maria

Termometro

Regla estandar

Agua destilada hirviendo

Vaso Berzelius de 100 cm?

Pizeta

Gendarme

Mufla a 500 °C
Procedimiento:

1.- Se pesa la muestra y se agrega en el tubo de digestibilidad.

2.-Separar un tubo de digestibilidad que servira de blanco donde solo contendra saliva
artificial de McDougal y liquido ruminal (No lleva muestra).

3.- Se agrega la saliva artificial y el liquido ruminal con la muestra (De forma cuidadosa

y lo mas rapido para no afectar a los microorganismos del rumen).

67



TECNOLOGICO
NACIONAL DE MEXICO

4.- Se colocan los tapones en los tubos de digestibilidad e introduciendo la aguja en los

tapones junto con la jeringa de 100 cm?. (Esto se debe hacer con todas las muestras).

5.- Las muestras preparadas se deben de colocar en un bafio Maria donde

permaneceran ahi durante 72 hrs de incubacion a una temperatura de 37 a 40 °C.

6.- Agitar los tubos de digestibilidad tres veces al dia, para asemejar a los movimientos

del rumen.

7.- Alas 24, 48 y 72 horas, con una regla se debe de medir el volumen captado por la

jeringa en cm.

8.- Después de las 72 horas se transfiere la muestra del tubo de digestibilidad y se
deposita en un vaso Berzelius de 100 cm?3, con agua destilada se limpian las paredes del
tubo de digestibilidad procurando depositar toda la muestra en el vaso, y se le agrega 20

cm? de solucién detergente neutro.

9.- Los vasos Berzelius que contengan la muestra se colocan en la parrilla con
termostato, y se toma el tiempo a partir de que empiece la ebullicion, dejando hervir

durante 60 minutos.

10.- La muestra del vaso Berzelius se deposita en un crisol Good con filtro de vidrio seco

con peso constante.

11.- El crisol Googh que contenga la muestra se coloca en la bomba de vacio y con agua

destilada hirviendo se empieza a enjugar hasta eliminar la espuma.

12.- Se lava el exterior del crisol con una pizeta.

13.- Se coloca dentro de una estufa a 105 °C durante toda la noche.

14.- Las muestras del crisol se colocan dentro de un desecador durante 30 minutos.
15.- Pesar los crisoles.

16.- Despueés se incineran los crisoles pesados en una mufla a 500 °C durante 2 hrs.
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17.- Transcurrido las 2 horas se abre la mufla y se dejan los crisoles a temperatura

ambiente durante 10 minutos, luego se introducen dentro de un desecador durante 30

minutos y por ultimo se pesan.
Se aplica la siguiente formula:

Donde:

DIVMS=Digestibilidad in vitro de la materia seca

g MSi= g de materia seca inicial

g MSn= g de materia seca no digerida

g MSb= g de materia seca del blanco
MSi— (g MSn — MSbh
% DIVMS = 2 (g M5 ) %100
g MSi

Figura 17. Agregando la
muestra de las mezclas en
los tubos de digestibilidad in
vitro

Figura 18. Preparacion tubos
de digestibilidad in vitro con
liquido ruminal y saliva
artificial
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Fibra Detergente Neutro (FDN) o Paredes celulares.

Materiales:

Bascula analitica

Vaso Berzelius de 100 cm?

Pesar 0.2 g de muestra

20 cm? de solucién de detergente neutro

Crisoles Gooch de porcelana con filtro secado a peso constante
Equipo para filtrar a vacio

Parrilla con termostato que fluya con agua corriente

Agitadores con gendarme

Agua destilada caliente

Estufa a 10.5 °C
Procedimiento:

1.- Pesar por diferencia alrededor de 0.2 gramos esta se deposita en el Vaso de 100

cm3.
2.- Adicionar 20 mL de solucion de detergente neutro en el vaso que contiene la muestra.
Colocar el vaso con el contenido de muestra en la parrilla.

3.- Cuando la solucién empiece a hervir, tomar el tiempo y reducir la temperatura para
qgue la ebullicion sea suave. Hervir durante 60 minutos a partir de la ebullicion (el

detergente produce gran cantidad de espuma por lo que debe vigilarse).
4.- Por otro lado pesar un crisol con filtro de vidrio previamente seco y registrar su peso.

5.- Filtrar con la bomba de vacio el crisol que contenga la muestra
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6.- Lavar con agua caliente, enjuagando previamente el vaso hasta que deje de producir

espuma.
7.- Lavar el exterior del crisol con agua destilada.

8.- Secar a 105 °C durante toda la noche o hasta peso constante.
9.- Enfriar en el desecador y pesar.

Se aplica la siguiente formula:

g de paredes celulares

% de paredes celulares gy = g de muestra x

%Contenido celulargy = % de materia seca — % de paredes celularesgy

\ '. r',f’ P

Figura 20. Determinacion de fibra detergente
neutro
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Fibra Detergente Acida (FDA) y Lignina

Materiales:

Bascula analitica

Estufa a 105 °C

Vaso Berzelius de 100 cm?

Crisol de Googh con filtro seco y pesado
20 cm? de solucién detergente acido
Agua destilada hirviendo

Pizeta

Gendarme

Equipo de bomba de vacio

Parrilla con termostato que fluya con agua corriente
Procedimiento:

1.- Pesar 2 g de muestra y depositarla en el vaso Berzelius de 100 cm3

2.- Al vaso que contenga la muestra se le adiciona 20 cm3 de solucion detergente

acida.

3.- Se coloca el vaso en la parrilla calentada, y al iniciar la ebulliciébn se toma el tiempo
durante 60 minutos hirviendo. (El detergente produce gran cantidad de espuma por lo

gue debe estar vigilado).

4.- Por otro lado se coloca un crisol Gooch con filtro de fibra de vidrio seco y pesado en

la bomba de vacio.

5.- Se vacia la muestra del Vaso Berzelius en el crisol, y se limpian las paredes del

vaso con agua destilada procurando de que no queden particulas en el vaso.

6.- El crisol se en juaga con agua destilada hirviendo hasta eliminar la espuma.
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7.- Después de eliminar la espuma los crisoles que contienen la muestra se colocan

dentro de una estufa a 105 °C durante toda la noche.

8.- Se sacan los crisoles de la estufa y se colocan dentro de un desecador durante 30

minutos.
9.- Se pesan.
Se aplica la siguiente formula:

% de FDA = g de FDA 100
0 e = gdemuestra *

Nota: En el residuo obtenido se determina la lignina.

Lignina

Materiales:

Vasos de precipitacion de 150 mL

Crisoles de vidrio de poro grueso

Agitadores de vidrio

Termometro

Equipo de filtracion de vacio

Bandeja de Vidrio

Acido sulfurico (HsS04) al 72 %

Varilla de vidrio

Procedimiento:

1.- Colocar el crisol que contiene el DFA de la muestra en el vaso de precipitados de
150 mL y este dentro de una bandeja con agua a una temperatura del de bafio debe de
ser de 20 a 22 °C.

2.- Adicionar al crisol suficiente acido sulfarico al 72 % cubriendo toda la muestra de
FDA.

3.- Agitar con la varilla de vidrio a intervalos de 10 minutos.

4.- Mantener constante el volumen de acido sulfurico

5.- Transcurridos 30 minutos exactos después de la primera adicion de H4SOs se filtra

en la bomba de vacio.
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6.- Lavar con agua caliente hasta eliminar todo el acido y lavar con una pizeta el
exterior del crisol.

7.- Secar en una estufa a 105 °C durante toda la noche o hasta que mantenga peso
constante.

8.- Se saca de la estufa y se pone a enfriar durante 30 minutos.

9.- Se pesa, y el residuo formado es silice.

Se aplica la siguiente formula:

% de liani _ gdelignina 100
o Getgnindsn = g de muestra x

Nota: Los gramos de lignina se obtienen restando el peso de crisol contiendo lignina y

silice, el peso del crisol contiene silice.
Determinacion de Silice:

Para poder realizar la determinacion se tiene que tomar el residuo de la lignina. Se

incinera el residuo a 500 °C, se deja enfriar y se pesa.

- g de silice
% Silice = x 100
g de muestra

Figura 21. Determinacion Figura 22. Determinacion Figura 23. Determinacion
de fibra detergente acida de lignina de silice
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Cenizas

Materiales:

Bascula analitica

Crisoles de porcelana secos y limpios a peso constante
Triangulo de porcelana

Mechero

Desecador

Pinzas
Procedimiento:

1.- Pesar 1 g de muestra y vaciarla en el crisol de porcelana.

2.- El crisol que contiene la muestra se coloca en el mechero sobre el triangulo de

porcelana y se preincinera hasta que desaparezca el humo.
3.- Se coloca en la mufla a 500 °C durante 2 hrs.

4.- Después de las 2 horas se abre la mufla y se deja a enfriar a temperatura ambiente

durante 10 minutos, luego se introducen en el desecador durante 30 minutos.
5.- Se pesa.

Se aplica la siguiente formula:
Donde: BH*= Base humeda

" Cont _ Pérdidadepesoeng 100
o Lenizas gy = Peso de la muestra g

% Materia organicagy = % materia seca — % de cenizasgy

% Base seca

BS x 100

% Materia seca

Figura 24. Determinacion
de cenizas
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Proteina Cruda (PC)
Materiales:

Se pesa 1 g de muestra

Matraz Kjedahl de 800 cm?3

Mezcla Catalizadora de Proteina

12.5 mL de Acido Sulfdrico Concentrado

Matraz Erlenmeyer de 250 cm?

32.5 ml de Acido Borico (H3sBO3) al 4%

Indicador de Proteina (2 gotas de Indicador de PC)

130 ml de agua destilada (Dependiendo de las muestras a evaluar)
50 ml de Hidréxido de Sodio (NaOH) al 28%

Perlas de ebullicion

Acido Clorhidrico (Tomando en cuenta la normalidad del reactivo)

130 mL de agua destilada
Procedimiento:

1.- Se pesa 0.5 g de muestra en un papel limpio que no haya tenido residuo de otra
muestra, se introduce la muestra dentro del cuello del matraz, procurando que la muestra
no se quede adherida en la paredes y cuidadosamente se deposita la muestra en el
matraz Kjedahl. Al matraz que contiene la muestra se le agrega primero una cucharada
catalizadora y después 12.5 ml de Acido Sulfarico Concentrado (Vaciar de forma
cuidadosa). Enseguida se pone a calentar en la parrilla del digestor durante 30 minutos
(Se debe poner a funcionar el extractor). Después de que pasen los 30 minutos las
muestran adquieren un color transparente verde-azulado (En algunas muestras el tiempo
para adquirir el color transparente varia unas podrian tardar menos o mas tiempo). Se

apaga la parrilla dejando enfriar las muestras y se deja encendido el extractor para que
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elimine los gases. Con una probeta se le agrega 130 mL de agua destilada al matraz que

contiene las muestras esto con el fin de evitar que el residuo digerido se solidifique.

2.- Por otro lado en un matraz Erlenmeyer de 250 cm? se le agrega 32 cm?® de Acido
Borico (HsBOs) al 4% y 2 gotas de indicador de proteina cruda, el matraz una vez
preparado se coloca de bajo del refrigerante del destilador con el tubo colector
ligeramente sumergido sin que tope el fondo del matraz.

3.- En otra probeta se le agrega 50 mL de Hidroxido de Sodio al 28 % (NaOH) esto se
agrega de forma cuidadosa por la paredes del matraz Kjedahl, porque si se agrega de
forma r4pida podria tener alguna reaccion. Después de vaciar el NaOH se le agrega al
mismo matraz perlas de ebulliciébn un pufiito con lo que se alcance agarrar con los dedos.
Y enseguida se coloca el matraz en el refrigerante del destilador para que se empiece a

enfriar de debe de tapar de forma adecuada la boca del matraz para que no tenga fugas.

4.- Una vez colocada las muestras en el refrigerante del destilador se debe de cuidar el
matraz Erlenmeyer de 250 cm? hasta que haya recolectado 125 cm?® de la muestra. En
algunos casos el matraz Kjeldahl que contienen las perlas de ebullicion empiezan a
rebotar dentro del matraz se debe bajar por que el matraz se puede estrellar debido a los
ligeros sacudimientos. Primero se debe bajar y después apagar para evitar que succione
la muestra, esto aplica para ambos casos cuando el matraz haya recolectado los 125

cm? o si empiezan a saltar las perlas de ebullicién.

Nota: Para titulacion se utiliza una bureta tomando en cuenta la graduacion y en dado
caso de que esta se encuentre sucia por algun otro residuo se debe de limpiar con Acido
Clorhidrico agregando por toda la pared de la bureta, hasta que llegue un poco menos
de la mitad de su capacidad. Y el Acido Clorhidrico se vacia en un lugar seguro para su
desecho. Después para preparar la bureta para la titulacion se vuelve a colocar Acido
Clorhidrico hasta que ocupe toda su capacidad, teniendo en cuenta que no se haya
creado una burbuja de aire porque esta puede afectar en la medicion. Si llega a tener
una burbuja de aire se debe abrir la llave y eliminar la burbuja, después de que se haya

eliminado la burbuja se vuelve a rellenar la bureta hasta su limite de medicion.
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5.- Después las muestras pasan por el proceso de titulacion con el apoyo de la bureta
(Debe estar limpia) se le agrega Acido Clorhidrico tomando en cuenta la normalidad del

reactivo.

6.- Se colocan las muestras del matraz Erlenmeyer con los 125 cm? colectados y se
empieza a titular moviendo ligeramente el matraz hasta que el color cambie a rosa

violeta. Por ultimo se cuentan los mL gastados de la bureta.

Se aplica la siguiente formula:

VXN x0.014 x 6.25 x 100

% PC =
% Peso de la muestra

Donde:

V = Volumen en mL

N = Normalidad en mmol / mL

0.014= mili equivalente del N en g/mmol

6.25 = Factor de conversion de g de N a g de proteina en g/g

Figura 27. Muestras ya
tituladas de proteina cruda

Figura 26. Titulacién de
proteina cruda

Figura 25. Determinacion
de proteina cruda
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