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Resumen
El objetivo de este trabajo fue evaluar el impacto de los taninos condensados (TC)
de especies nativas con potencial inhibidor de la reduccién ruminal de sulfatos (SOa)
como alternativa para mejorar la tolerancia de los rumiantes a aguas de bebida con
elevados contenidos de SOa4. En el primer experimento, se testearon hojas de plantas
nativas con la técnica de fermentacion in vitro en un medio enriquecido con SO4. En este
experimento Prosopis alba (PA), Larrea divaricata (LD) y Acacia aroma (AA)
presentaron mayor potencial para mitigar la produccion de sulfuro de hidrégeno (H.S) sin
inhibir la fermentacion. En el Experimento Il se evaluaron extractos (acuosos vs.
organicos) con distinto nivel de inclusion (0; 12,5; 25 y 50% especie equivalente) de PA,
LD, y AA, sobre la produccion de gas, la digestibilidad, y la produccién de H.S de un
sustrato base (heno de alfalfa — grano de maiz 50-50 %) mediante la técnica de incubacion
ruminal in vitro con un medio enriquecido con SOs. Los resultados obtenidos mostraron
que las especies estudiadas tienen potencial de reduccion del H.S y CH4, aunque dicho
potencial fue dependiente de la dosis, el tipo de extracto, y la especie. En el tercer
experimento se evaluaron las hojas de PA como fuente de TC en un ensayo in vivo con
corderos expuestos al consumo de agua con elevado contenido de SO4. Los tratamientos
fueron el resultado de la combinacion de dos calidades de agua (Tenor salino bajo = TSB;
499 mg/L de sdlidos totales disueltos [STD], 150 mg/l de SO4; Tenor salino alto = TSA,;
10.100 mg/L de STD, 5.400 mg/L de SO4) y dos niveles de inclusion de hojas de PA (0%
y 33% de la racion total) en una racion base compuesta de heno de alfalfa (Medicago
sativa) y grano de maiz (Zea mays). En este experimento, las hojas de PA utilizadas no
redujeron la concentracion de H»S en rumen. El consumo total de MO y el de agua en
TSA no difirieron del control. La inclusion dietaria de TC de PA incrementod la

digestibilidad del N, disminuyd la excrecion de N urinario, resultando en una mejora del
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balance total y la utilizacion de N. Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que
se debe seguir estudiando los efectos de los TC de PA en las vias metabdlicas ruminales
del azufre, para poder conocer con certeza como intervienen dichos compuestos cuando
los rumiantes consumen elevadas cantidades de azufre a través del agua de bebida y poder

asociar esas intervenciones con parametros productivos.

Palabras claves: agua de bebida, plantas nativas; taninos condensados, sulfuro de

hidrogeno
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Abstract

The aim of this work was to evaluate the impact of condensed tannins (CT) from
native species with capacity to inhibit ruminal sulphate (SO4) reduction as alternative to
enhance bovine tolerance to SO4 rich drinking water. In Experiment I, leaves of the native
plants were tested on in vitro ruminal incubation technique enriched with sodium sulphate
to mimic in vivo high SO intake. Prosopis alba (PA), Larrea divaricata (LD) and Acacia
aroma (AA) showed higher potential to mitigate hydrogen sulphur (H2S), elicting no
adverse effects on in vitro fermentation. In Experiment Il, the goal was to evaluate
aqueous Vs. organic extracts, and inclusion rates of extracts from the three species (PA,
LD, and AA), selected from Experiment I, on gas production, digestibility, and H2S
production with a standard substrate (alfalfa hay — corn grain, 50-50 %). The study was
carried out using the in vitro ruminal incubation technique with a medium enriched with
SO.. Results showed that the studied species had potential to reduce H>S and CHa,
dependingon rate of inclusion, type of extract and species. Experiment 11l evaluated PA
leaves as source of TC in an in vivo trial with lambs exposed to high SO water.
Treatments were the results of the combination of two water qualities (Low salt water =
TSB; 499 mg/l of total dissolved solids [STD], 150 mg/l of SOa; High salt water = TSA,
10.100 mg/l of STD, 5.400 mg/l of SO4) and two levels of PA leaves included the ration
(0% and 33% DM basis of alfalfa hay and corn grain basis ration). Leaves of PA utilized
as source of CT for feeding lambs drinking high SOs4 water did not mitigate H,S
concentration in rumen. Total OM intake as well as water intake in TSA did not differ
from control. Dietary inclusion of CT from PA increased N digestibility and decreased
urinary N excretion, and consequently it improved N balance and N utilization. However,

the potential benefit of PA showed not association with reduction of ruminal
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concentration of H>S in lambs on high SO4 water. Results of this work suggest that effects

of CT of PA on metabolic pathways of sulfur within the rumen need further research.

Key words: drinking water; native plants, condensed tannins, hydrogen sulfur.



CAPITULO 1
Introduccion y Revision de Antecedentes



1.1. Introduccion

El agua es el segundo nutriente esencial en importancia después del oxigeno para
el sostenimiento de los procesos vitales, representando aproximadamente el 70% del peso
vivo (NASEM, 2016). El “pool” de agua corporal se produce por el consumo de agua de
bebida o0 asociada a los alimentos, la oxidacion de alimentos y reservas corporales y la
absorcidn de agua a través de la piel. Las pérdidas de agua se producen por heces, orina,

y por los procesos de respiracion y transpiracion (Squires, 1993).

El consumo elevado de sales — a través del alimento o el agua de bebida —
incrementa los requerimientos de agua para eliminar el exceso de sales del cuerpo (Nelson
y Cox, 2005). Con el avance de la ganaderia a regiones aridas y semiaridas subtropicales
del mundo, el ganado esta comunmente forzado a utilizar aguas de calidad marginal
(FAO, 2007), por sus elevados tenores de sales e iones que pueden causar desajustes
fisiologicos y productivos, resultando en una limitante importante para el desarrollo

ganadero.

En el Chaco Semiarido Argentino, el agua subterranea, con excepcidn de pequefias
areas, presenta limitaciones de cantidad y calidad asociadas a elevados tenores de sulfatos
en solucién (Basan Nickisch, 2007). De acuerdo a NASEM (2016), los umbrales
maximos tolerables para el ganado bovino de carne, estan alrededor de 7000 mg/L de
solidos totales disueltos (STD) y de 1500 mg/L de sulfatos. En base a un relevamiento
realizado en la totalidad de los departamentos de la provincia de Santiago del Estero, se
observaron niveles minimos y maximos de 1500 a 12500 mg/L STD, y niveles de sulfatos
que van desde 930 a 4600 mg/L en fuentes de agua destinadas para consumo animal

(Basan Nickisch, datos no publicados).



Es importante tener en cuenta que, de las sales frecuentemente encontradas en
exceso, las sales de sulfatos (SOa4) son las que afectan con mayor severidad el desempefio
animal (Weeth y Hunter, 1971). Sin embargo, la informacion sobre el efecto de niveles
elevados de SO4 presentes en el agua sobre el desempefio productivo es escasa tanto a
nivel nacional como internacional. La problematica del elevado consumo de azufre (S) —
dietario o mediante SO4 en agua, ha sido asociada con la toxicidad generada por la
produccion ruminal de sulfuro de hidrégeno (H.S) (Garcia-Lopez et al., 1996; Kung et
al., 2000, 2003) que afecta negativamente el desempefio animal, y en los casos extremos

genera poliencefalomalacia (PEM) (Gould, 1998; Vanness, 2009).

1.2. Revision de antecedentes

1.2.1 Factores que afectan los requerimientos de agua de bebida

Los requerimientos de agua de bebida se cubren mediante tres fuentes: agua de
bebida, ingestion de agua presente en el alimento, y el agua metabolica producto del
metabolismo de reservas corporales. Esta ultima fuente, es generalmente de un aporte

insignificante, siendo las dos primeras las principales fuentes de agua para bebida animal.

El consumo de agua depende del consumo de alimento, contenido de agua en el
alimento, la temperatura, el peso vivo, estado fisioldgico, la edad, la tasa de crecimiento
entre otros. Se han desarrollado varias ecuaciones para predecir el consumo de agua que
contemplan estos factores (NRC, 2001; NRC, 2007; NASEM, 2016). Los requerimientos
de agua son funcion de las diferentes actividades metabdlicas y la restriccion de consumo

limita la productividad animal.



1.2.2. Calidad del agua de bebida

La calidad del agua limita principalmente el consumo de agua y en consecuencia el
consumo de alimento. En general la calidad del agua se evalla en base a los siguientes
parametros: propiedades organolépticas (olor y sabor), fisicoquimicas (pH, total de sales
disueltas y dureza), presencia de elementos toxicos (metales pesados, minerales tdxicos,
organofosforados e hidrocarburos), elementos en exceso (nitratos, sodio, sulfatos, y
hierro), y microorganismos patogénicos (NRC, 2000, NRC, 2001 NASEM; 2016). En
base a estos parametros se establecen valores de referencia para calificar la calidad de
aguas de bebidas en ganado doméstico (Cuadro 1.1).

Cuadro 1.1. Clasificacion de agua de bebida para ganaderia segun contenido de
sales totales disueltas.

Concentracion de Sales Clasificacion
Totales Disueltas (MG/L)
Segura. Agua con faltante de minerales, lo que puede generar
<1000 g )
algin problema de salud en los animales.
1000 — 2000 Excelente. Apta para ganaderia.
Satisfactoria. Puede generar diarrea en animales que no estan
2000-5000 acostumbrados.
Regular. Uso limitado en ganaderia. Evitar su consumo en
vacas gestantes y lactantes. Puede ser suministrada a animales
5000-8000 L o
que no se encuentren en maxima produccion ni se espere de
ellos un maximo rendimiento.
8000-12000 Riesgo elevado. Uso muy limitado en ganaderia.
No recomendado. Los riesgos ocasionados por el consumo de
>12000 agua con esta concentracion salina son graves por lo que no se
recomienda su uso bajo ninguna condicion.

Adaptado de NRC (2001); NRC (2007); CSIRO (2001); NASEM (2016).

El efecto del consumo de agua con elevado tenor salino depende de la concentracion
de sales en el agua y del tipo de sales presente, donde se destacan los SO4como las mas
perjudiciales, debido a que disminuyen linealmente el consumo de alimento y agua
cuando se incrementa su concentracion (Grout et al., 2006; NRC, 2005; Lo6pez et al.,

2021). Este tipo de sales le otorga al agua un sabor amargo y un efecto purgante,



generando un rechazo a ser consumida por parte de los animales. Por este motivo, es muy
importante tener en cuenta los umbrales de concentracién para este tipo de sal perjudicial

para los rumiantes (Cuadro 1.2).

Cuadro 1.2. Clasificaciéon de agua de bebida para ganaderia segun contenido de
sulfatos.

Concentracion de sulfatos (mg / L) Clasificacion
<500 Segura. Recomendada para terneros.
<1000 Segura. Recomendada para ganado adulto.
Riesgoso. Puede generar diarrea. Si el tiempo de
2000-2500 exposicion es corto (menor a 90 dias) y el ganado es

adulto, puede tolerar dicha concentracion de sal.
No recomendado. Puede generar graves problemas
>4000 de salud animal y repercutir en la productividad del
sistema.

Adaptado de NRC (2001); NRC (2007); NASEM (2016).

Otra manera de estimar de forma préactica la concentracion de sales en el agua es a
través de la medicion de la conductividad eléctrica (CE) (Cuadro 1.2) y su empleo como
medida aproximada de la salinidad se ha incrementado debido a la existencia de
conductivimetros portéatiles que facilitan su determinacion a campo (Bavera, 2011). La
conductividad del agua esté relacionada con la concentracion de las sales en disolucion,
cuya disociacion genera iones capaces de transportar la corriente eléctrica (Solis-Castro
et al., 2018), sin embargo, la conductividad se ve influida por la temperatura del agua,
por la naturaleza de las sales y por sus concentraciones reales y relativas, debido a que
algunas sustancias se ionizan en forma las completa que otras y por lo tanto conducen

mejor la corriente, sobreestimando la concentracion real de sales disueltas (Bavera, 2011).



Cuadro 1.3. Clasificacion de agua de bebida para ganaderia segun
conductividad eléctrica (CE).
CE (mmbhos/cm) Clasificacion
<1,5 Excelente. Apta para ganaderia.
Muy satisfactoria. Apta para ganaderia. Puede provocar

15-50 diarreas temporales en animales no acostumbrados.
50-80 Satisfactoria. Puede generar diarrea en animales que no estan
’ ’ acostumbrados.
8.0-110 Re_gular. US(3 limitado en ganao_leria. Evitar el consumo en
' ’ animales prefiados o en lactancia.
11,0 - 16,0 De uso muy limitado. Solo apta para animales adultos de

carne que no se encuentren en maxima produccion.
>16,0 No recomendado. Riesgos muy grandes.
Recopilacion Ing Agr. (Msc) Jorge L. Luque

1.2.3 Impacto del agua salada sobre el desempefio animal

1.2.3.1 Consumo de alimento

Uno de los principales perjuicios del consumo de aguas con elevado tenor salino es
la disminucion del consumo de alimento (Sager y Casagrande, 1998; Patterson et al.,

2003; Mdletshe et al., 2017).

Entre las sales contenidas en el agua, los SO4 son mas perjudiciales que los cloruros
(Coria et al., 2007). Niveles elevados de Na.SO4 reducen significativamente el consumo
de agua (35%), alimento (30%), y consecuentemente la ganancia de peso (Weeth y
Hunter, 1971; Loneragan et al.,, 2001). EI S proveniente del agua de bebida es
probablemente el principal factor relacionado directa o indirectamente con la disminucién
del desempefio animal. Una exposicion prolongada a dietas o agua con elevado contenido
de S puede causar un incremento en la produccién de H2S en rumen, dando como
resultado en casos extremos una intoxicacion con azufre (Vanness et al., 2009). Sin
embargo, moderados incrementos en la cantidad de sulfatos consumidos resultan en una

reduccion de la productividad animal (c.a. 15%) sin presentar sintomas agudos de



toxicidad por H>S (Drewnoski y Hansen, 2013). Loneragan et al., (2001) trabajaron con
240 novillos a corral agrupados en 5 tratamientos con concentraciones de SOy creciente
en el agua de bebida: 125, 250, 500, 1000 y 2000 mg/L. Dichos autores reportaron
ganancias medias diarias de peso Yy eficiencias de conversiébn menores en los animales
que bebieron agua con niveles bajos de concentracién de SOa4, en comparacion con las
concentraciones mas elevadas. Estas disminuciones de ganancia de peso Yy eficiencia de
conversién se deben a un menor consumo de alimento y agua, como consecuencia de una
reduccion de la motilidad ruminal e intestinal provocado por la mayor produccion de H2S

ruminal (Kandylis, 1984; Drewnoski et al., 2014).

Si bien existen varios estudios que muestran el efecto negativo de aguas con
elevados tenores salinos en su mayoria estan acotados a un rango estrecho de sales que
no permiten visualizar un patron de respuesta generalizado a niveles de sales y tipos de
sales. Con el objetivo de caracterizar la respuesta a aguas de alto tenor salino,
recientemente Ldpez et al., (2021) realizaron un meta-andlisis con datos de 25 trabajos
cientificos en bovinos para carne, cubriendo un rango de sales totales de 0 a 20 g/L y de
0 a5 g/L de SO4 con dietas base forraje voluminoso (i.e., >50% forraje voluminoso en la
dieta). En dicho estudio se destaca una respuesta cuadratica en el consumo de materia
seca (CMS) con el incremento en el STD y sales de cloruro de sodio (NaCl),
manteniéndose el consumo e incluso incrementandolo a tenores salinos bajos, para luego
decrecer significativamente (Figura 1.1). Sin embargo, la magnitud de este efecto
depende del tipo de sal predominante en el agua, siendo mas perjudicial el efecto cuando
predominan los SO4 en el agua (Figura 1.1). EI CMS se deprime linealmente con la

presencia creciente de SO4 en agua (Lopez et al., 2021).
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Figura 1.1. Efecto del contenido del Total de Sales Disueltas (STD), Total de Sales Disueltas
con predominio de la sal cloruro de sodio (TDS (NaCl)); y del Total de Sales Disueltas con
predominio de sulfatos (SO4) sobre el consumo de materia seca (CMS) en bovinos de carne.
Fuente: Lépez et al., 2021.

1.2.3.2 Consumo de agua

El agua de bebida es un nutriente esencial para los rumiantes debido a que interviene
en importantes procesos fisiologicos y ademas esta estrechamente asociado con el
consumo de alimento (NASEM 2016). La presencia de STD en el agua de bebida afecta
el consumo de agua (CA) de forma similar al CMS. El efecto provocado por la
concentracion elevada de sales depende en mayor medida del tipo de sal presente en el
agua, en comparacion con lo observado en el CMS. La presencia de NaCl genera una
respuesta cuadratica observada en la Figura 1.2, donde aumenta el consumo en un 25%

aproximadamente en un rango de 6 — 8 g de STD.
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Figura 1.2. Efecto del contenido del Total de Sales Disueltas (STD), Total de Sales Disueltas
con predominio de la sal cloruro de sodio (TDS (NaCl)); y del Total de Sales Disueltas con
predominio de sulfatos (SO4) sobre el consumo de agua (CA) en bovinos de carne. Fuente:
Lo6pez et al., 2021.

En cambio, el consumo de SO4 a traves del agua genera un efecto lineal, a medida
que aumenta la concentracion de STD, disminuye el CA (Lopez et al., 2021). A pesar que
no se conocen los mecanismos por los cuales se provoca la disminucion de CA, esta
disminucidn, al igual que el CMS, puede estar relacionada con la produccion de H2S
ruminal en exceso, provocando la disminucion de motilidad ruminal debido a toxicidad
(Kandylis, 1984; Drewnoski et al., 2014). Adicionalmente, diversos autores (Weeth y
Capps, 1972; Digesti y Weeth, 1976; Grout et al., 2006) atribuyen la mayor disminucion
de CA al sabor amargo que los SO4otorgan al agua, generando rechazo al consumo,Se
ha comprobado que los bovinos son mas sensibles al sabor amargo, que al salado

(Goatcher y Church, 1970).

Por otra parte, cuando consumen sales en exceso a través del agua de bebida, el
organismo puede aumentar inicialmente el consumo agua como mecanismo de
compensacion para excretar las sales excedentes a través de la orina (Church, 1988). Este

mecanismo requiere cambios fisiologicos a nivel renal para excretar las sales en exceso y
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a la vez la deshidratacion (Meintjes y Engelbrecht, 2004). Por lo tanto, el umbral maximo
de sales tolerable por los rumiantes, ademas estara relacionado con su capacidad para

activar este mecanismo de eliminacion de sales a través de la orina (Kay, 1997).

1.2.3.3 Desempefio productivo

La ganancia de peso en los rumiantes estd estrechamente influenciada por el
consumo de alimento (NRC, 2000). Una parte importante de los nutrientes ingeridos por
el ganado se destina a cubrir los requerimientos de mantenimiento del estado corporal,
como funciones vitales (respiracion, circulacion, digestion, excrecion), actividad fisica,
renovacion de células y mantenimiento de la temperatura corporal (Cerdas Ramirez,
2013). Una vez cubiertos los requerimientos de mantenimiento, los nutrientes son
destinados para cubrir los requerimientos de produccién (ganancia de peso). En lineas
generales, la ganancia diaria de peso vivo (GDPV) depende de la energia retenida por
sobre los requerimientos de mantenimiento del animal, denominada energia neta (Di
Marco, 2006). Por lo tanto, un consumo elevado de alimento independientemente del tipo
y tamafio animal se traduce en una mayor retencion de energia destinada a ganancia de

peso.

En el meta-analisis publicado por Lopez et al., (2021) se determind que la calidad
de agua de bebida afecta la GDPV vy la eficiencia de conversion (EC) del alimento (Figura
1.3). Como se puede observar en las figuras, la maxima GDPV se alcanzaria dentro del
rango de 1,5 a 3,0 g/L de STD en agua. Las concentraciones mayores a 6 g/L producirian
una marcada disminucion de la ganancia de peso en los animales. De la misma manera se
afectaria la EC, disminuyendo alrededor del 20% cuando la concentracién de sales se
encuentra por encima de los 6 g/L. La mejor EC se encontraria en el rango de 2,0 a 4,0

g/L de STD (L6pez et al., 2021).
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Figura 1.3. Efecto del agua con elevado contenido de sales totales disueltas (STD) sobre la
ganancia diaria de peso vivo (GDPV) y sobre la eficiencia de conversion alimenticia (EC) de
ganado de carne. Fuente: Lopez et al., 2021.

De acuerdo a los autores, la GDPV se ve afectada por el consumo de sales en mayor
magnitud que el CMS (Figura 1.4), lo que indica un efecto negativo sobre la eficiencia de

utilizacion de la energia, que se refleja en la disminucion de la EC propia de los animales

cuando son expuestos al consumo elevado de sales en agua de bebida.
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Figura 1.4. Cambio relativo en ganancia diaria de peso vivo (GDPV) y consumo de MS
(CMS) en respuesta al incremento de sales totales disueltas (STD) en el agua de bebida
(adaptado de Lopez et al., 2021).

Para explicar esta menor eficiencia energética, Lopez et al., (2021) sugieren

diversos mecanismos fisioldgicos evidenciados cuando los animales consumen
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cantidades excesivas de sales. El incremento en la produccién de calor por la sobrecarga
de excrecion de sales ocasiona una pédida de eficiencia energética. EI aumento de
transporte activo de iones Na+/K+ a través de las membranas representa entre un 20 a
30% del gasto energético de mantenimiento en los animales, debido al gasto de energia
consumida en el funcionamiento de la bomba Na/K ATPasa para el mantenimiento del
potencial de membrana. Finalmente, el elevado consumo de SOs; aumenta la
concentracion del gas H.S dentro del rumen, el cual puede bloquear la enzima citocromo
C oxidasa, alterando negativamente la cadena de transporte de electrones en mitocondria,
y afectando de este modo la produccion de ATP celular, disminuyendo la energia y por

lo tanto afectando la EC energética de los alimentos.

1.2.3.4 Metabolismo del azufre ruminal: bases quimicas y microbioldgicas

El azufre es un nutriente esencial para la actividad microbiana ruminal, la
digestibilidad, la sintesis de aminoacidos esenciales (metionina y cisteina) que influye
sobre el desempefio productivo. No obstante, el exceso tiene efectos adversos en la
digestion, ganancia de peso diaria y en el desempefio productivo de los rumiantes

(Loneragan, et al., 2001).

Los SO4consumidos en exceso son reducidos en el rumen por la microbiota ruminal
sulforreductora (Figura 1.5), una parte es asimilado para la sintesis de proteina

microbiana, otra parte se transforma en HzS, que se absorbe por la mucosa ruminal e
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Figura 1.5. Vias metabolicas de los sulfatos (SO.) y su reduccién a sulfuro de hidrégeno
(H2S) ruminal.

Intestinal y el resto es eructado en forma gaseosa (Cebra y Cebra, 2004; Radostits et al.,
2007) y posteriormente inhalado por el animal. Los aniones toxicos derivados del gas
inhalado inhiben la enzima citocromo-oxidasa, disminuyendo la produccion de ATP
(McAllister et al., 1997). Este mecanismo interrumpe la respiracion celular y causa
hipoxia, con consecuente necrosis neuronal (McAllister et al., 1992; Radostits et al.,
2007). Como el sistema nervioso central (SNC) depende de niveles altos e
ininterrumpidos de energia, es el principal sistema afectado. En general, la incidencia de
PEM es baja, no obstante niveles subclinicos reducen el consumo, impactando sobre la

productividad animal (Kung, 2003).

La produccion de H.S es parte del funcionamiento normal de las bacterias del
rumen. Las bacterias reductoras de sulfato son anaerobias estrictas y se clasifican en dos
grupos: bastones rectos o curvos formadores de esporas, Gram positivas (Campbell y
Postgate, 1965); y vibriones mdviles o bastones que no producen esporas, Gram negativas
(e.g. género Desulfovibrio; (Postgate y Campbell 1966). Estas bacterias sulforreductoras

también se pueden clasificar en asimiladoras y desasimiladoras. Las bacterias
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asimiladoras incluyen los géneros Bacteroides, Butyvibrio y Lachnospira. Estas bacterias
incorporan el sulfato reducido en los aminoacidos que contienen azufre, y generan
cantidades limitadas de H2S s6lo para cubrir sus requerimientos metabolicos. Por su parte,
las desasimiladoras usan el sulfato como aceptor final de electrones. Esta reaccion es
acoplada a la oxidacion de lactato, formato o piruvato, de los cuales obtienen el hidrégeno
(H) (Ruiz Moreno, 2012). El metabolito primario de las bacterias reductoras de sulfatos
es el azufre, y al captar H del exterior de la célula lo convierten en H,S (Gibson, 1990).
La reduccion del sulfato requiere una activacion previa que involucra la conversion del
sulfato en sulfato activado o adenosin-5’-fosfosulfato APS, reaccion que requiere ATP y
es catalizada por la ATP sulforilasa. Todas las bacterias reductoras de sulfatos requieren
2 moléculas de ATP por molécula de sulfato reducida, por lo tanto, cualquier desacople
en los mecanismos de sintesis de ATP producira una disminucion en la reduccion de
sulfatos (Peck, 1962; Badziong y Thauer, 1980). Los géneros representativos de las

bacterias desasimiladoras son Desulfovibrio y Desulphotomaculum.
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Figura 1.6. Reduccidn asimilatoria y desasimilatoria de los SO4 (Adaptado de Goldhaber,
2003).

En base a lo descripto previamente, se puede especular que para disminuir la
formacion de H2S en el rumen se podria actuar suprimiendo las poblaciones microbianas
responsables del proceso (e.g. sulforreductoras desasimilatorias), limitando la
disponibilidad de sustratos o desacoplando la generacién de energia (lo que directamente
impactaria sobre el desarrollo de las poblaciones sulforreductoras). Por ejemplo,
disminuyendo las fuentes de hidrdgeno disponible evitando el acople de las reacciones de
oxidacion del lactato, formato, piruvato, o bloqueando el transporte de electrones de las
bacterias reductoras de sulfato durante el proceso de respiracion anaerobia. Una
alternativa para disminuir la disponibilidad de H para el metabolismo microbiano seria
identificar sustancias que pudieran favorecer la via de reduccién del fumarato a succinato,

de modo de consumir los equivalentes reductores (los iones hidrdgeno), y asi por
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competencia, debido a que las bacterias sulforreductoras no tendrian sustrato disponible,

disminuir la produccion de H»S (Asanuma et al., 1999).

Otro aspecto relevante de la reduccién del SO es la competencia por el H con las
bacterias metanogénicas. Cuando la disponibilidad de SO4 no es limitante, las bacterias
sulforreductoras desvian los flujos de carbono y electrones de la cadena alimenticia de las
bacterias metanogénicas. Una pequefia parte de la inhibicién de la metanogénesis puede
deberse a las bacterias sulforreductoras, ya que utilizarian los H como sustrato (Smart et
al., 1986; Cord-Ruwisch et al., 1986). La inhibicion de metano por la reduccién de SOa
va a depender de la habilidad de las bacterias sulforreductoras para competir por el H con
las metanogénicas (Lovley y Philips, 1987). Kristjansson y Schonheit (1982?) reportaron
que las bacterias reductoras de SO4 tienen mayor afinidad por el H en comparacion con
las metanogeénicas, y que el mecanismo de reduccion del SO4, puede proporcionar mas
energia que la reduccion de COg, por lo que las bacterias sulforreductoras tienen mas
ventaja que las metanogénicas en condiciones y sustratos apropiados (presencia de lactato
y alto contenido de sulfatos) (Kristjansson, 1982b; De Sousa et al., 2008). En un estudio
reciente, Zijderveld et al., (2010), observaron que el consumo de nitratos y sulfatos redujo
la produccion de metano. Estos autores observaron una reduccion de 16% en la
produccién de metano debido a la suplementacion con sulfatos.

Por otra parte, ha sido documentado que no solo la biodisponibilidad del S sino
también el pH ruminal y la interaccion con nutrientes dietarios (e.g., cationes divalentes)
juegan un rol de importancia en la sulforreduccién.

El proceso de la produccion del gas H2S comienza con la utilizacion del lactato u
otro donante de carbonos por las bacterias sulforreductoras para poder reducir los sulfatos
presentes en el rumen. Este proceso genera acetato y sulfuro (Campbell y Postgate, 1965).

Dicho sulfuro se combina con los iones hidrégeno presentes para la formacidn de H2S en
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un proceso pH-dependiente, cuyo pKa es 7,04, resultando en una mayor reduccion de los
sulfatos en condiciones de dietas con alto contenido de concentrados (Beauchamp et al.,
1984), a diferencia de la baja susceptibilidad de los animales a los incrementos del azufre
en la dieta, cuando consumen dietas con alto contenido de forraje (NRC, 1996).

Otro efecto que puede ser ocasionado por el mayor consumo de sulfatos
proveniente del agua o alimento es la deficiencia de cobre (Suttle, 1974). Los
requerimientos de cobre se incrementan por la mayor concentracion de azufre y
molibdeno (NRC, 2005), debido a que tienen una relacion antagénica. En rumen, la
presencia de azufre y molibdato en exceso, promueve la formacion de tiomolibdato. El
cobre, al tener afinidad para reaccionar con el tiomolibdato forma complejos insolubles
que son pobremente absorbidos (Suttle, 1991). Independientemente de la interaccion
cobre-tiomolibdatos, en intestino la absorcién de cobre puede ser reducida por la
presencia de azufre a través de la formacion de sulfuro de cobre (Suttle, 1974). Se ha
observado que reduciendo el contenido de SO del agua de bebida de 500 a 42 mg L™* a
través de 6smosis inversa se incrementa la disponibilidad de cobre en el ganado (Smart

et al., 1986).

El consumo elevado de SO4 esta asociado positivamente con la productividad de
H>S. Desde el punto de vista productivo se especula que a través de la manipulacion de
la poblacion de bacterias sulforreductoras se podria disminuir la produccion de este gas,
influyendo positivamente sobre el consumo de alimento y la productividad animal. La
ingesta de compuestos presentes en especies nativas del bosque Chaquefio con
capacidades para alterar la poblacion de bacterias sulforreductoras y/o las vias
metabolicas ruminales del azufre tendra un impacto en la produccion de H.S en rumen y

en forma indirecta sobre la metanogénesis.
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1.2.4. Alternativas para mejorar la utilizacion de aguas con elevado contenido de sulfatos

1.2.4.1 Adaptacion a aguas con elevado tenor salino

En la bibliografia existe informacion sobre la adaptacion de corto y largo plazo de
los animales a aguas con elevados tenores de sales, no obstante, depende del tipo de sales

y la dieta.

En el corto plazo, la adaptacién de la microbiota sulforreductora a la presencia de
SO4 en el medio incrementa la posibilidad de reducirlo para posibilitar la utilizacion
(Hungate, 1966). Por esta razon, altas concentraciones de SOs en el agua de bebida
deprimen el consumo de agua y alimento durante las primeras semanas de adaptacion
(Church, 1993). Ademas, existe la posibilidad que el consumo de aguas con altos
contenidos de SO4 produzca la formacion de precipitados de calcio (Ca*2), cobre (Cu*?)
o magnesio (Mg*?) en el rumen, generando deficiencias de estos cationes esenciales para
el metabolismo microbiano y digestion ruminal. En este sentido Guineo-Alvarado (2012),
en un estudio con novillos durante la etapa de adaptacion a la dieta observaron que, aun
con niveles de sales totales disueltas en agua de 12 g/, a partir del dia 13 en adelante el

consumo de materia seca y agua no difirieron respecto al agua de 2 g/l (Figura 1.7)
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Figura 1.7. Consumo de materia seca (CMS) diario de novillos consumiendo agua con
diferente concentracion (2 g/L; 7 g/L; 12 g/L.) de sales totales disueltas (STD).

Por otro lado, existe poca informacion acerca de la variacion en poblaciones
microbianas ruminales en la adaptacion a elevadas cantidades de sales a traves del
alimento o del agua, y dentro de la informacion existente hay variabilidad en los
resultados, los cuales se atribuyen a los diferentes ambientes experimentales (in vitro - in
vivo) donde se llevaron a cabo los experimentos. Valtorta et al., (2008) no observaron
efectos sobre las poblaciones bacterianas ni en protozoarios en vacas Holando que
bebieron agua con un contenido de STD de hasta 10.000 mg/l STD, mientras que Coria
et al., (2007) evaluaron degradabilidad in vitro de Agropiro alargado (Thinopyrum
ponticum) con concentraciones de sales elevadas de hasta 7.000 mg/l STD y registraron
disminucién de la actividad microbiana in vitro. En un estudio reciente, Castro et al.,
(2021) evaluaron el efecto de dos dietas con bajo nivel de S y con elevado nivel de S en
novillos sobre la concentracion de H.S, pardmetros de fermentacion ruminal vy
poblaciones microbianas. Dichos autores evidenciaron diferencias significativas en la

concentracion de H.S, mientras que en los demas pardmetros no vieron efectos



20

significativos. Tampoco registraron una correlacion entre las BSR y la concentracion de

H,S.

La adaptacion de largo plazo o modificacion permanente para lograr una mejor
utilizacién del agua y en consecuencia un mejor desempefio animal esta generalmente
fijado genéticamente, no obstante, experiencias a edades tempranas pueden generar
cambios neuroldgicos, morfolégicos y fisiolégicos mejorando en consecuencia la
respuesta de un individuo de forma permanente (Provenza y Balph, 1990; Provenza,
1995; Provenza et al., 1998). Los mecanismos relacionados al balance hidro-mineral son
factibles de ser alterados bajo diferentes desafios perinatales durante ciertos periodos
criticos de la ontogenia en los animales (Arguelles et al., 2000; Mecawi et al., 2009,
2015). Kathleen et al. (2004) demostraron que la exposicion a distintos niveles de cloruro
de sodio durante la gestacion y a edades tempranas gener0 cambios profundos y
perdurables sobre el comportamiento y la fisiologia de la regulacion de los fluidos

corporales en ratas.

En la actualidad no existe abundante informacion sobre la adaptacion de rumiantes
al consumo de agua con elevados tenores salinos. Lopez et al., (2016) realizaron dos
experimentos donde estudiaron como afecta la exposicion temprana al consumo de agua
con elevados tenores salinos. EI primer experimento se realiz con vacas con terneros de
2 meses de edad al pie, los cuales fueron destetados a los 60 d y continuando el ensayo
hasta los 105 d. Los animales fueron agrupados en dos tratamientos segin la calidad de
agua que bebieron: agua de bajo tenor salino y agua de elevado tenor salino. Al finalizar
el primer periodo, todos los terneros consumieron agua de bajo tenor salino durante 6
meses. Cuando comenzd la etapa de recria, los animales fueron alojados en corrales

individuales y sometidos al consumo de agua con elevado contenido de sales. El segundo
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experimento se llevd a cabo con vacas en los Ultimos 30 dias de gestacion hasta 45 de
lactacion, y luego 60 dias con los terneros destetados, agrupados en dos tratamientos:
agua de bajo tenor salino y agua de elevado tenor salino. Culminado el primer periodo
del ensayo, los animales consumieron agua de buena calidad, hasta la recria donde todos
fueron alojados en corrales individuales y expuestos a consumir agua de bebida con alto
contenido salino. Los autores no encontraron evidencia que corrobore que la exposicion
temprana del ganado al consumo de agua con elevado contenido de sales mejore el
desempefio en la vida adulta cuando se enfrentan a aguas de similares caracteristicas. Sin
embargo, los animales que fueron expuestos tempranamente al consumo de agua salada,
demostraron un consumo de agua reducido (experimento 1), lo que demostraria que la
exposicion temprana tiene potencial para producir cambios fisiologicos relacionados con
la regulacion del consumo de agua, reduciendo los niveles de renina, la cual actta en la
sensacion de sed a nivel hipotalamo. Por otro lado, en el experimento 2, registraron un
incremento en el umbral de sed de los animales expuestos tempranamente al consumo de
agua salada, lo que demuestra que es necesario seguir abordando este tipo de estudios
para comprender mejor los mecanismos fisioldgicos de adaptacion de los rumiantes al

consumo de agua con elevado tenor salino.

1.2.4.2 Manipulacién dietaria

1.2.4.2.1 Tipo y calidad de la dieta

Varios estudios (Sager y Casagrande, 1998; Lopez et al., 2014; Roldan et al., 2018)
muestran claramente la interaccion entre la digestibilidad de la dieta y el tipo de dieta con

el agua de bebida de calidad marginal y su relacién con contenidos elevados de azufre.
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Sager y Casagrande (1998) y Roldan et al., (2018) observaron un incremento en el
consumo de agua salobre y de la materia seca con el incremento de la digestibilidad del
forraje. Roldan et al., (2018) evaluaron el efecto de agua de bajo tenor salino vs agua de
elevado tenor salino sobre cuatro dietas de digestibilidad variable: baja digestibilidad,
media baja digestibilidad, media alta digestibilidad y alta digestibilidad. Estos autores
encontraron que en las dietas de baja y media baja digestibilidad, el consumo de alimento
y agua fue menor con agua salina. Mientras, que en las dietas media alta y alta
digestibilidad tanto el consumo de agua como de alimento fueron afectados
negativamente por el agua salina. Ademas, los autores observaron una respuesta similar
en el consumo de materia organica digestible (CMOD), no observandose respuesta al
incremento en digestibilidad en la produccion de H,S. Cabe destacar que en este estudio
las diferencias en digestibilidad de las dietas formuladas fueron generadas mediante el
aumento de ingredientes con fibra digestible y no mediante la inclusién de ingredientes a

base de carbohidratos no fibrosos (almidon, azlcares).

Cuando los rumiantes consumen forraje de baja calidad, activan mecanismos
fisiologicos que les permiten reciclar nitrogeno (N), incorporandolo nuevamente al rumen
a traves de la sangre y saliva para la sintesis de proteina microbiana (Wickersham et al.,
2004). En este mecanismo, el rifién es un 6rgano clave debido a que genera cambios en
el funcionamiento fisioldgico que le permite disminuir la excrecion de N urinario y urea-
N (Silanikove, 1984; Marini et al., 2004). Sin embargo, cuando los animales alimentados
con forraje de baja calidad consumen agua con elevado tenor salino, los mecanismos de
reciclado de N pueden ser afectados, debido a que es necesario eliminar el exceso de sales
a través de la orina junto con el N urinario y urea-N. La suplementacion proteica es una

de las estrategias nutricionales mas desarrolladas que ha demostrado frecuentemente
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mejorar la eficiencia de utilizacion de los forrajes deficientes en proteina y la retencion

de N por los rumiantes (Koster et al., 1996; Mathis et al., 2000; Wickersham et al., 2008).

Lépez et al., (2014) estudiaron el efecto de la suplementacién proteica (harina de
soja) junto a forraje de baja calidad (gatton panic) en novillos expuestos al consumo de
agua de bebida con bajo contenido de sales y con elevado contenido de sales. Los autores
demostraron que la suplementacion con harina de soja contrarresté el efecto perjudicial
que genera el consumo de agua salina, incrementando el consumo de forraje de baja
calidad cuando se incrementé la suplementacion proteica, alcanzando hasta un 40% de
incremento en la mayor dosis de suplemento. De la misma manera, Wickersham et al.,
(2004) demostraron que la suplementacion proteica estimula el consumo de forraje de
baja calidad, debido a que incrementa la digestion y la tasa de pasaje cuando se le

proporciono proteina degradable en rumen a novillos consumiendo heno de baja calidad.

Ante el consumo de elevados tenores de sulfatos, el tipo de alimento o fuente de
carbohidratos interactia de forma diferencial con el metabolismo de los sulfatos como
fue descripto previamente (Seccion 1.2.3.4). La inclusion de carbohidratos no fibrosos
tiende a generar un ambiente ruminal méas favorable para produccion de H»S (i.e.,
reduccion de pH y aumento de lactato), por lo tanto, un incremento o mejora en la calidad
de la dieta mediante niveles crecientes de concentrados, si bien incrementan la
digestibilidad de la dieta podrian impactar negativamente sobre el consumo y el

desempefio animal.

En este sentido Wolf (2019) evalud el efecto de la suplementacion energético
proteica (tres niveles de suplementacion con grano y dos niveles de suplementacion
proteica) en ovinos bebiendo agua con alto tenor salino alimentados con heno de mediana-

baja calidad. En este estudio observaron un incremento cuadratico en el consumo total
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por la suplementacion energético proteico. Mientras que la produccion de HS se ubico

por debajo de los niveles subclinicos reportados en todos los tratamientos.

1.2.4.2.2 Compuestos secundarios

La inhibicion del proceso de reduccion del exceso de SO4 a H2S ruminal mediante
metabolitos secundarios (i.e., taninos, saponinas, y aceites esenciales) con propiedades
antimicrobianas presentes en las plantas puede mejorar el desempefio de animales
bebiendo agua con alto contenido de sulfatos (Wallace, 2004).El proceso de
sulforreduccion ruminal es dependiente de la biodisponibilidad del azufre, el pH ruminal,
y la interaccion con nutrientes dietarios (e.g., cationes divalentes). La produccion del gas
H>S comienza con la utilizacion del lactato u otro donante de carbonos por las bacterias
sulforreductoras para poder reducir los sulfatos presentes en el rumen, proceso en el cual
se genera acetato y sulfuro (Campbell y Postgate, 1965). Dicho sulfuro se combina con
los iones H presentes para la formacion de H2S en un proceso pH-dependiente, cuyo pKa
es 7,04, resultando en una mayor reduccién de los sulfatos con dietas energéticamente

concentradas, caracteristicas de pH ruminal &cido (Beauchamp et al., 1984).

En general el modo de accion de estos grupos de metabolitos secundarios esta
asociado a i) precipitacion de proteinas del alimento o microbianas, ii) interaccion con las
membranas de distintos grupos microbianos ruminales, y iii) formacion de complejos con

nutrientes entre otros (Birbal et al., 2003; Wallace et al., 2004; Dermitas et al., 2018).

Las especies de plantas nativas del Chaco Argentino son una fuente potencial de
compuestos secundarios que podrian actuar como moduladores de la reduccion de
sulfatos en el rumen. Chifa y Ricciardi (2000) en un estudio exploratorio de especies

nativas del Chaco Argentino, observaron la presencia de antraquinonas naturalmente
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presentes en ciertas lefiosas. En un estudio similar, Rossi et al. (2007) detectaron
presencia de taninos y saponinas en especies nativas de ramoneo en el bosque chaquefio
xerofitico. Garcia et al., (2017) evaluaron 8 especies de plantas lefiosas del Chaco
Semiarido Argentino y encontraron presencia de taninos condensados (TC) con distinta
actividad bioldgica, en un rango que varia desde 2,8 a 19,59% de concentracién total de
TC, clasificando a las especies en diferentes categorias, Schinopsis lorentzii (QC) con alto
contenido (19,59%), Prosopis alba (PA), Prosopis nigra (PN), Caesalpinia
paraguariensis (CP), Ziziphus mistol (ZM) y Acacia aroma (AA) con contenidos
intermedios (6,15-12,03%) y Gossypium hirsutum (GH), Parkinsonia praecox (PP) y
Larrea divaricata (LD) con bajos contenidos (2,58 — 4,27%). Los autores observaron alta
actividad biologica de los TC de las especies AA, LD, y PA, sin correlacionarse
necesariamente con la concentracion de TC per se. En este sentido, QC y ZM tuvieron
una mayor concentracion de TC, no obstante sus capacidades para precipitacion de
proteina fueron bajas. En este ensayo, Garcia et al., (2017) sugieren que las especies
nativas con menos de 7% de TC podrian ser utilizadas en sistemas de pastoreo, debido a
los beneficios que aporta el consumo de forraje con contenido intermedio de TC por parte
de los rumiantes; sin embargo, especies con altas concentraciones de TC no seria

apropiado para la alimentacion del ganado.

1.2.4.2.2.1. Taninos

Los taninos son compuestos fendlicos secundarios de elevado peso molecular (500
a > 20000) presentes en la naturaleza, que se encuentran frecuentemente en frutas,
arboles, en forrajeras templadas, principalmente leguminosas, y otras especies como
sorgo, utilizadas cominmente en la alimentacién del ganado (Garcia, 2015). De acuerdo

a su estructura quimica, los taninos pueden ser clasificados en dos grupos: taninos
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hidrolizables (TH), que consisten en un nicleo central de carbohidratos al que se unen los
acidos carboxilicos fendlicos por enlace éster (Figura 1.8); y los taninos condensados
(TC) que consisten en oligomeros de dos o méas flavan-3-oles, como catequina,
epicatequina o el correspondiente galocatequina (Figura 1.9) (Scalbert, 1991; Makkar,
2003; Makkar, 2007). Dos de los tipos mas comunes son las procianidinas y las
prodelfinidinas, caracterizadas por cadenas lineales de flavan-3-oles unidos por enlaces
Cs-Csg. Sin embargo, en algunas especies se ha encontrado que estos polimeros también
pueden constar de dos enlaces C-C en la molécula. Como consecuencia de esta diversidad,
estos polimeros se pueden clasificar en base a la proporcion de monomeros cis y trans, lo
que refleja la proporcion de epicatequina y catequina (Garcia, 2015). Asimismo, las
estructuras de los TC de diferentes especies a menudo difieren en la proporcion de
subunidades trihidroxiladas, relacion de mondmeros cis- trans y el grado de
polimerizacion. Las longitudes de estos polimeros suelen variar a partir de un grado de
polimerizacion de dos a mas de veinte unidades, y pueden variar, incluso dentro del

mismo género (Scioneaux et al., 2011).

OH
Y@cm
o
OH
O OH
0O
o OH
HO
o o
OH
HO ®) O o
OH -
o}
HO OH OH
OH OH
Galotaninos Elagitaninos

Figura 1.8. Estructura de taninos hidrolizables. Adaptado de Makkar, 2007.
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Figura 1.9. Estructura de tanino condensado. Adaptado de Makkar, 2007.

La actividad biologica de los TC esta determinada por una combinacion de factores
que incluyen peso molecular, grado de polimerizacion de la molécula, estereoquimica,
hidroxilacién y grupos funcionales contenidos en el compuesto polifendlico. Ademas, la
actividad de los TC también esta relacionada con su capacidad para formar complejos con
otras macromoléculas como lipidos e hidratos de carbono (Smith et al., 2005). Esta
capacidad de los TC para unirse a otras moléculas constituye el aspecto mas importante

para comprender los efectos que se les atribuyen sobre los procesos digestivos.

El interés por el estudio de los TC se debe a que se considera que tienen efectos
tanto adversos como efectos beneficiosos en funcidn de su concentracion y la naturaleza,
ademas de otros factores como las especies animales, estado fisiologico del animal y
composicion de la dieta (Makkar, 2003). Los TC han mostrado efectos inhibitorios de la

reduccion de sulfatos. Scalbert (1991) observé actividad bacteriostatica o bactericida
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asociada al uso de taninos, sobre especies involucradas en la reduccion de sulfatos (e.g.
Desufomaculum nigrificans, Desulfovibrio spp.). Por su parte, Whitehead et al., (2012)
demostraron que la adicion de 0,5% (p/v) de taninos de quebracho redujo en mas del 90%
la produccion de H»S en incubaciones in vitro de muestras de estiércol de cerdos que
simularon las condiciones anaerobicas de los estercoleros de los criaderos de cerdos. Los
taninos son compuestos polifendlicos que ejercen su actividad antimicrobiana
fundamentalmente por la formacién de complejos con enzimas (e.g. inhibicion de
celulasas, pectinasas, xilasas, peroxidasas, lacasas, glicotransferasas) o sustratos (e.g.
coagulacion de proteinas y formacion de complejos con otras biomoléculas). Scalbert
(1991) demostro que los taninos también pueden ejercer efectos sobre la membrana de
los microorganismos, inhibiendo el transporte de electrones. Ademas pueden formar
complejos con iones metalicos, reduciendo la disponibilidad de metales esenciales para

los microorganismos.

1.2.4.2.2.2. Saponinas

Las saponinas son metabolitos secundarios que constituyen una gran familia de
compuestos que se encuentran en muchos generos de plantas. Quimicamente, las
saponinas son glucésidos de alto peso molecular en los que un triterpeno o aglicona
esteroidea esta unido a una 0 mas cadenas de azucares (Heng et al., 2006). La cantidad
de azUcares, el tipo de azlcares y la estereoquimica de los restos de aglicona pueden variar
produciendo una diversa gama de metabolitos en esta clase de compuestos, lo que podria
explicar la variabilidad en la potencia de los efectos bioldgicos (Wallace et al. 2002; Patra

y Saxena, 2010).

El papel fisioldgico de las saponinas en las plantas ain no estd completamente

comprendido. Si bien hay una serie de publicaciones describiendo su identificacion en
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plantas, y sus multiples efectos en las células animales y en hongos y bacterias, slo unos

pocos han abordado su funcién en las células vegetales (Francis et al., 2002).

Diversos estudios demostraron que las saponinas y plantas que contienen saponinas
inhiben a los protozoos del rumen (Valdez et al., 1986; Wallace et al., 1994; Newbold et
al., 1997; Wang et al., 1998). En otro experimento, Francis et al., (2002) demostraron
que las saponinas contenidas en semillas de Trigonella foenum-graecum evidenciaron
propiedades antimicrobianas y suprimieron el crecimiento de protozoos ciliados,
bacterias productoras de peptidasa y bacterias celuloliticas en el rumen. La actividad
antiprotozoaria de las saponinas es el efecto méas consistente en el ecosistema del rumen,
sin embargo, no esté claro si todas las especies de protozoos son igualmente sensibles
(Patra y Saxena, 2010). Las saponinas forman complejos con el esterol en la membrana
celular de los protozoos, causando destruccion de las membranas celulares, lo que podria

explicar el efecto antiprotozoario de las saponinas (Francis et al., 2002).

El crecimiento bacteriano en el rumen también se ve afectado por la presencia de
saponinas, debido al efecto directo sobre bacterias y hongos y / o inhibicién de protozoos,
sin embargo, no todas las especies de bacterias y hongos del rumen se ven influenciados
por igual (Patra y Saxena, 2010). Estos efectos son interesantes para ser estudiados sobre
la produccion de sulfuro de hidrégeno ruminal, sin embargo, en un trabajo reciente, Wu
et al., (2019) testearon el efecto de saponinas de Quillaja saponaria sobre la reduccion
de H2S y sobre las poblaciones sulforreductoras en un experimento in vitro, evidenciando
un aumento en la produccion del H2S sin afectar las poblaciones reductoras de sulfatos.
Estos resultados inconsistentes pueden deberse a multiples factores, principalmente a la
dosis de saponinas utilizada, por lo que se debe seguir estudiando los efectos de este

metabolito secundario.
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1.2.4.2.2.3. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son mezclas de metabolitos secundarios obtenidos de la
fraccion volatil de la planta por destilacién al vapor (Calsamiglia et al., 2007) y se
caracterizan por tener una composicién, naturaleza y actividades muy diversas. Los
aceites esenciales generalmente son mezclas complejas de hasta mas de 100 componentes
que pueden ser: Compuestos alifaticos de bajo peso molecular (alcanos, alcoholes,
aldehidos, cetonas, ésteres y acidos); monoterpenos; sesquiterpenos y fenilpropanos y se
pueden clasificar segin consistencia, origen y naturaleza quimica de los componentes
mayoritarios (Martinez, 2001). Dichos compuestos pueden ser extraidos de muchas partes
de las plantas, incluyendo hojas, flores, tallos, semillas, raices y corteza. Sin embargo, la
composicion de los aceites esenciales puede variar entre las diferentes partes

pertenecientes a una misma planta (Dorman y Deans, 2000)

Los aceites esenciales pueden ejercer su actividad antimicrobiana mediante la
interaccion con la membrana celular bacteriana, alterando el transporte de electrones,
gradientes ionicos, translocacion de proteinas, fosforilacion, y otras reacciones
dependientes de enzimas (Ultee et al., 1999; Dorman y Deans, 2000). Estos modos de
accion de los aceites esenciales son mas efectivos en las bacterias Gram negativas, donde
los compuestos hidrofébicos de dichos aceites esenciales pueden interactuar directamente
con la membrana celular debido al bajo peso molecular de los aceites, lo que les permite
interactuar con el agua (a través de puentes hidrogeno), cruzar la pared celular por
difusion lenta a través de la capa de lipopolisacaridos o a través de proteinas de la
membrana e interactuar con la bicapa lipidica de las células (Calsamiglia, 2007). En la
actualidad no existen trabajos donde hayan testeado el efecto de los aceites esenciales

sobre la produccion de sulfuro en rumen.
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En base a lo descripto previamente, se puede especular que para disminuir la
formacion de H2S en el rumen se podria actuar suprimiendo las poblaciones microbianas
responsables del proceso (e.g. sulforreductoras desasimilatorias), limitando la
disponibilidad de sustratos o desacoplando la generacion de energia (lo que directamente

impactaria sobre el desarrollo de las poblaciones sulforreductoras).

Otro aspecto relevante de la reduccién del sulfato es la competencia por el H con
las bacterias metanogénicas. Cuando la disponibilidad de sulfatos no es limitante, las
bacterias sulforreductoras desvian los flujos de carbono y electrones de la cadena

alimenticia de las bacterias metanogénicas.
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1.3 Hipotesis

La disminucion en el desempefio productivo en rumiantes debido a aguas con
elevado contenido de SOs se la relaciona con la limitacion del consumo de agua y
alimento provocada por la reduccion del exceso de S a H2S. De la revisién de
antecedentes surge que niveles de H2S gaseoso en el rumen superiores a 2000 ppm limitan
el consumo por una reduccion en la motilidad ruminal y toxicidad mediante la inhalacion
pulmonar del H»S en rumiantes. Los compuestos secundarios en general y los presentes
en plantas nativas del bosque Chaquefio pueden tener accién antimicrobiana y/o
intervenir en las vias metabolicas del azufre disminuyendo la produccion in vitro de H,S

. En base a lo previamente descripto se deriva la siguiente hipotesis de trabajo:

La inclusion dietaria de hojas de plantas nativas del bosque Chaquefio que
contienen compuestos bioactivos (i.e., taninos, saponinas, etc.) mejorara el desempefio de
los rumiantes que beben agua con elevado contenido de sulfatos, debido a que actuaran

inhibiendo la reduccion de sulfatos a sulfuro de hidrégeno ruminal.
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1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

El objetivo general fue explorar el impacto sobre consumo, digestion y
fermentacién ruminal de los compuestos secundarios de especies nativas con potencial
inhibidor de la reduccion ruminal de sulfatos para mejorar la tolerancia de los rumiantes

a las aguas de bebida con elevados contenidos de sulfatos.

1.4.1 Objetivos especificos

1. Identificar especies nativas que contribuyan a mitigar la produccion de sulfuro de
hidrégeno ruminal in vitro.

2. Determinar la presencia de compuestos secundarios en las especies vegetales
seleccionadas por inhibicién de la produccion de H2S.

3. Establecer la dosis minima necesaria de los materiales vegetales seleccionados
para disminuir la formacion del H.S en rumen.

4. Determinar el impacto de las especies identificadas sobre el consumo de agua y
alimento, digestibilidad, balance de nitrégeno y produccion de H2S en corderos

gue expuestos a agua con elevados tenores de sulfatos.
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Resumen

El SO4del agua, en el rumen, se reduce a sulfuro de hidrégeno (H2S), lo que afecta
negativamente la ingesta de alimento y la ganancia de peso vivo. Los metabolitos
secundarios presentes en el follaje o los frutos de las especies lefiosas nativas podrian
reducir la produccion ruminal de H>S y metano (CHa4), debido a las propiedades
antimicrobianas que alteran la poblacion de bacterias reductoras de sulfato y / o
metanogénicas. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue identificar especies lefiosas
nativas de la region noroeste de Argentina que podrian tener un efecto inhibidor potencial
sobre el H2S y el CHa. Hojas de las especies Caesalpinia paraguariensis (CP), Celtis tala
(CT), Acacia furcatispina (AF), Larrea divaricata (LD), Geoffroea decorticans (GD),
Prosopis nigra (AN), Prosopis alba (PA), Ziziphus mistol (ZM), Schinopsis quebracho-
colorado (SQ) y Acacia aroma (AA) se recolectaron e incubaron durante 24 h para
evaluar la produccion de gas in vitro. Se afadio sulfato de sodio a una tasa de 1,2% de
azufre (S) elemental a todos los tratamientos. El disefio experimental fue completamente
al azar. LD, ZM, AA y PA mostraron la menor produccion de gas H2S. Con respecto al
CHgs, LD se destaca por encima de todas las demas especies evaluadas. En conclusion, las
especies nativas del noroeste argentino presentan un potencial efecto inhibidor que podria
mejorar el uso de agua con alto contenido de sulfato por parte de los rumiantes. Segun
estos resultados, LD, ZM, PA y AA fueron las especies mas prometedoras para futuras

investigaciones.
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2.1. Introduccién

Con el avance de la ganaderia hacia regiones aridas y semiaridas subtropicales del
mundo, el ganado frecuentemente esta expuesto al consumo de agua con altos tenores de
sales totales (FAO, 2007). Las principales limitaciones del agua con alto contenido de
sales son la reduccion del consumo de alimento y agua, y como consecuencia de esto,
afecta el desempefio productivo animal (Patterson et al. 2003; Ward y Patterson 2004;
Grout et al. 2006). En particular, los altos niveles de sulfato de sodio (Na2SO4) reducen
la ingesta de agua y alimento en aproximadamente un 30% y, en consecuencia, el aumento
de la ganancia de peso (Weeth y Hunter 1971; Loneragan et al. 2001). Una exposicion
prolongada a dietas 0 aguas de bebida con alto contenido de SO4 puede aumentar la
produccién ruminal de H2S. La produccion ruminal de H>S causa, en casos graves, la
enfermedad conocida como polioencefalomalacia (PEM; Vanness et al., 2009). Sin
embargo, consumos moderados de SO4 — por alimento o agua de bebida — reducen el
desempefio productivo de los animales (alrededor del 15%) sin manifestar PEM aguda
(Drewnoski y Hansen 2013).

La produccion de H.S es parte del producto del metabolismo regular de las bacterias
reductoras de azufre (SRB) en el rumen. La ingesta elevada de sulfatos se asocia con un
aumento de la concentracion ruminal de H.S. Estudios previos (Dougherty et al., 1965;
Bird 1972; Kandylis 1984; McAllister et al., 1992) demostraron que el aumento de
produccion del gas H»S causa una reduccion en la motilidad ruminal, aumentando el
tiempo de retencion y disminuyendo el consumo de alimento. Las especies nativas del
bosque del Chaco ricas en ciertos metabolitos biologicamente activos (Garcia et al., 2017)
podrian afectar la produccion de H.S ruminal y la metanogénesis, debido a sus
propiedades antimicrobianas (Wallace 2004). En este sentido, se hipotetiza que los

metabolitos secundarios de las especies nativas pueden alterar las poblaciones de SRB y



37

/ 0 metanogénicas, asi como las vias metabolicas ruminales del azufre (Wallace 2004).
Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue explorar el potencial del follaje de especies

nativas para reducir la produccién ruminal de H.S y CHys in vitro.

2.2. Materiales y Métodos

El experimento se llevd a cabo en el Laboratorio de Forrajes y Nutricion Animal
del EEA INTA Santiago del Estero, Argentina. Se utilizaron dos novillos fistulados y
canulados para recolectar licor ruminal para fermentacion in vitro, manejados segun los
protocolos recomendados en la guia para el cuidado y uso de animales de experimentacion
(INTA 2013).
2.2.1. Recoleccién y preparacion de muestras

Se recolectaron muestras de especies nativas regionales seleccionadas en base a la
participacion y uso potencial en dietas de rumiantes de acuerdo con lo indicado por Catan
etal., (1999) y Rossi et al., (2007), asi como el contenido de compuestos potencialmente
bioactivos. Para nuestro estudio exploratorio, se muestrearon tres sitios aleatorios
diferentes en el Campo Experimental “Francisco Cantos” del INTA EEA Santiago del
Estero geograficamente ubicado en 27°47°3,91”” S y 64°16°2,21”” O, en los meses de
noviembre y diciembre del 2013. y se tomaron hojas de las siguientes especies:
Caesalpinia paraguariensis (Familia: Fabaceae; nombre comun: Guayacan, CP), Celtis
tala (Familia: Cannabaceae; nombre comun: Tala, CT), Acacia furcatispina (Familia:
Fabaceae; nombre comun: Garabato, AF), Larrea divaricata (Familia: Zygophyllaceae;
nombre comun: Jarilla, LD), Geoffroea decorticans (Familia: Fabaceae; nombre comdn:
Chanar, GD), Prosopis nigra (Familia: Fabaceae; nombre comun: Algarrobo negro, PN),
Prosopis alba (Familia: Fabaceae; nombre comin: Algarrobo blanco, PA), Ziziphus

mistol (Familia: Rhamnaceae; nombre comin: Mistol, ZM), Schinopsis quebracho-
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colorado (Familia: Anacardiaceae; nombre comun: Quebracho Colorado, SQ) y Acacia
aroma (Familia: Fabaceae; nombre comun: Tusca, AA). Se trazd una transecta de 100 m
de longitud aproximada en cada sitio y se eligieron al azar tres plantas por especie - a lo
largo de la transecta — y cada una fue muestreada por estratos (superior, medio e inferior)
obteniendo una muestra compuesta de aproximadamente 700 a 1000 g por planta y por

sitio, dando como resultado 3 muestras por especie.

g X i ‘ Schinopsis -quebracho
Prosopis alba Prosopis nigra Acacia aroma 'c’:la;;,do
7N L B s S ]

Caesalprma pamguanensrs S ES ' Cellis tala

Figura 2.1. Especies nativas recolectadas seleccionadas en base a la part|0|paC|on y uso
potencial en dietas de rumiantes.

Las muestras se secaron en un horno de aire forzado a 55 ° C hasta alcanzar un peso
constante y se molieron a 1 mm (Wiley Mill N° 4, Thomas Scientific, Swedesboro, NJ).
El anlisis para la determinacion de materia seca (MS) se realizd6 mediante método
gravimétrico segun AOAC (1980) por duplicado. Para la determinacion, se pesaron 0,5 g
de muestra molida y homogenizada en crisoles previamente desecados; se llevaron a

estufa a 100-105 °C durante 24 h. Luego se dejaron enfriar en desecador y se pesaron.
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Los porcentajes de materia seca se expresaron como g MS/ 100 g muestra. Posteriormente
dichos crisoles con las muestras fueron incineraron durante 3 h a 600 ° C en una mufla

para determinar contenido de cenizas.

HOJAS DE ESPECIES SECADO EN ESTUFA MOLIENDA MUESTAS MOLIDAS
" r= : 3¢ . |

Figura 2.2. Esquema de procesamiento de las hojas de especies nativas recolectadas.

La proteina bruta (PB) se determind mediante el método Kjeldahl (AOAC, 1984),
el cual consiste en pesar 0,5 g de cada muestra y colocar en el tubo de digestion. Luego
se adicion6 15 g de Sulfato de potasio (SO4Kz), 1 ml de Sulfato de cobre 10% (SO4Cu
10%) y 25 ml de &cido Sulfdrico concentrado (SOsH. concentrado) y se coloco en
digestor a 450°C durante 2 h. Luego de transcurrido ese tiempo, se retiraron los tubos del
digestor y se dejo enfriar hasta que la solucién se tornd incolora y translucida. Se
agregaron 20 ml de agua destilada, agitando 2 — 3 veces cada 5 minutos para evitar que
se formen cristales grandes de Sulfato de potasio. Una vez fria la solucion de cada
muestra, se comenzo con la destilacion. Se colocé el tubo de la muestra digestada en el
destilador y un erlenmeyer con 25 ml de &cido bérico al 2%. Luego se dosificd hidroxido
de sodio 40% hasta neutralizar la solucion (el color de la solucion del tubo pasa de
incoloro-blanco a marron o celeste) y se destild hasta recoger 150 ml aproximadamente
en el erlenmeyer. Dicha solucion destilada posteriormente se titulé con acido sulfarico
0,1 N hasta cambio de color verde a rosa intenso, registrando la cantidad de acido

utilizado.
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El contenido de proteina bruta se calcul6 con las siguientes formulas:

T1_ Thco) x 1.4 x N SO.H
Nt (9%bs) = ¢ MI—)|1xM8105 =

PB (%0bs) = Nt (%bs) x 6,25
Donde:

%Dbs: Porcentaje sobre base seca

T1 (ml): titulacién con SO4H, de la muestra

Thco (ml): titulacién con SO4H: del blanco

N SO4H2 (N): Normalidad del SO4H> de titulacion

MH1 (g): peso de la muestra

MS105 (g/g): coeficiente de materia seca a 105°C

6,25: el valor asume que todo el nitrogeno del alimento se encuentra en forma de

proteina y que esta presente en ella en un 16%.

La fibra insoluble en detergente neutro (FDN; elaborado con alfa-amilasa y
reportado como libre de cenizas) y acido (FDA, reportado como libre de cenizas) fueron
determinadas siguiendo el procedimiento de Komarek (1993) usando un dispositivo
ANKOM-Fiber Analyzer 200. (Tecnologia ANKOM, Fairport, NY, EE. UU.). Para la
determinacion de FDN, se pesaron 0,5 g de muestra en una bolsita filtrante ANKOM 200,
se sellaron y pusieron en el contenedor del equipo analizador de fibra. Se utilizé una
solucién de detergente neutro; el tiempo de digestion fue de 1 h. Posteriormente, se
realizaron los enjuagues con agua y luego con acetona, se secaron en estufa a 102 °C; se
llevaron a desecador hasta temperatura ambiente y se pesaron. Los residuos que quedaron
en las bolsitas filtrantes se utilizaron para la determinacién de FDA, siguiendo el mismo
procedimiento que el explicado anteriormente utilizando para esta determinacion una
solucion de fibra detergente acido.

Para FDN se realiz6 el siguiente calculo:
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FDN (%0bs) = 100 x {(T+aFDN) - [T1 x (Tbco2/Tbcol)]} / (MH1 x MS105)}
Donde:

%Dbs: Porcentaje sobre base seca

MH1 (g): peso de la muestra.

MS105 (g/g): coeficiente de materia seca a 105°C.

T+aFDN (g): peso final de la bolsa con la fibra.

T1 (g): Peso de la bolsa vacia.

Thcol (g): Promedio de pesos de bolsas para blanco inicial (previo a la digestion
con el detergente).

Thco2 (g): Promedio de pesos de bolsas para blanco final (luego de la digestién con

el detergente)

Para FDA se realizo el siguiente calculo:
FDA (%bs) = 100 x {(T1+FDA) - [T1 x (Tbco2/Thcol)] / (MH1 x MS105)}
Donde:

%Dbs: Porcentaje sobre base seca.

MHL1 (g): peso de la muestra.

MS105 (g/g): coeficiente de materia seca a 105°C.

T1(g): peso de tara de la bolsa.

T1+FDA (g): peso final de la bolsa con la fibra.

Thcol (g): Promedio de pesos de bolsas para blanco inicial (previo a la digestion
con el detergente).

Thco2 (g): Promedio de pesos de bolsas para blanco final (luego de la digestion

con el detergente)

2.2.2. Incubacion in vitro

El experimento se llevd a cabo mediante la técnica de fermentacion ruminal in vitro
(Theodorou et al., 1994).Para simular el consumo de agua con alto contenido de SOg,
todos los tratamientos se enriquecieron con Na2SOs a razon de 1,2% de S elemental como

proporcion de sustrato (base MS). El licor ruminal fue colectado de dos novillos fistulados
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de rumen alimentados con heno de alfalfa de calidad media (12% PB). Se incubaron
frascos de fermentacion (125 ml) con aproximadamente 500 mg de cada material mas 90
ml de solucién tampon (SB) y 10 ml de licor ruminal (LR) en un bafio termostatico a 39
° C. Ademés del material vegetal nativo se incubaron seis botellas con solucién tampén
+ licor ruminal (Blanco 1), y seis de Blanco 1 + azufre (Blanco S). Finalmente, se
utilizaron dos tipos de alimentos estandar, heno de alfalfa como control forraje (CF) (MS:
86,4%; PB: 22,4%; FDN: 68,6% y FDA: 50,1%) y como control concentrado (CC) se
utilizaron granos de maiz (MS: 87,3%; PB: 10,5%; FDN: 22,5% y FDA: 6%). EI CF se
incluyé por su aporte de fibra para lograr un ambiente de fermentacién adecuado para la
produccion de CH4, mientras que el CC fue incluido para lograr concentraciones éptimas

de acido lactico y favorecer a la produccion de H»S.

Figura 2.3. Procedimiento para incubacion in vitro
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2.2.3. Determinacién de sulfuro de hidrégeno, metano, acidos grasos volétiles y
nitrégeno amoniacal

La produccion de gas se evalud a las 3, 6, 12 y 24 h de incubacion y se estimé
mediante mandmetro diferencial (SPER SCIENTIFIC, Wide Range Pressure Meter
840065 con un transductor de presion PS 100 - 2BAR, Taiwan). En cada medicion, se
extrajo todo el gas producido con una jeringa (igualando la presion interna con la
atmosférica), lo que permitié registrar el volumen producido a la presién atmosférica.
Adicionalmente en cada periodo de incubacion se llevd un registro de la presién
atmosférica de acuerdo con lo informado por el Servicio Meteoroldgico Nacional de

Argentina (Sitio: Estacion Santiago del Estero).

Figura 2.4. Determinacion de sulfuro de hidrégeno, metano, amonio ruminal y acidos grasos
volatiles.

Las muestras de gas de cada material extraidas en cada horario de medicion fueron

particionadas para la determinacion de la concentracion H,S y CH4. La concentracion
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ruminal de H>S fue medida espectrofotométricamente (Cole-Parmer 1200, Cole-Parmer,
Vernon Hills, IL) siguiendo el procedimiento de Leibovich et al., (2009).

Paralelamente se recogié una submuestra de gas de cada tratamiento en cada horario
de muestreo, la cual fue colectada en un frasco previamente gaseado con nitrégeno (para
eliminar toda molécula de carbono que pudiera estar presente) y sellado para evitar
pérdidas de gas. De esta manera se obtuvo una muestra de gas acumulado hasta las 24 h
para cada tratamiento. La concentracion de CHa se determind mediante cromatografia de
gases siguiendo el procedimiento descrito por Lopez y Newbold (2007).

Adicionalmente se determinaron las concentraciones de acidos grasos volatiles
(AGV), nitrégeno amoniacal y pH en el fluido del cultivo a las 0 y 24 h de incubacion.
Al final del periodo de fermentacion se determiné el residuo de la digestion mediante la
técnica de Goering y Van Soest (1970), siguiendo la modificacion metodoldgica

propuesta por Ankom Tecnology Corporation (ANKOM Corp., 2009).

2.2.4. Andlisis estadistico

El experimento se ajusté a un disefio en blogues (corridas) completamente
aleatorizado. La unidad experimental fue compuesta por el valor promedio de 4
fermentadores utilizados para cada periodo de incubacion. Los resultados fueron
analizados mediante modelos lineales generales y mixtos utilizando el software InfoStat
(Di Rienzo et al.; 2015), considerando a especie como efecto fijo y la corrida como
aleatorio. Las diferencias entre medias fueron declaradas como significativas con un P <
0,05 utilizando el test LSD Fisher. Ademas, se realiz6 una Prueba de T para comparacion
relativa de las especies con los controles. La comparacion relativa a los controles forraje

y concentrado se realiz6 mediante el calculo obtenido del cociente del valor obtenido para
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cada especie dividido el valor obtenido para el control. De esta manera a los controles se

le asignd un valor de 1y se realizo la prueba de T.

2.3. Resultados
2.3.1. Composicion quimica

Los valores de PB de las muestras de follaje de las especies nativas variaron entre
15y 27.8% para LD y AF respectivamente (Cuadro 2.1). Por otro lado, AA tuvo el

contenido més alto de fibras y CP, y el mas bajo de FDN y FDA.

2.3.2. Fermentacion in vitro
Los pH iniciales y finales fueron 7.27 £ 0.07 y 7.04 + 0.09 respectivamente, por lo

tanto, todos los valores de pH estuvieron dentro del rango aceptable para asegurar un

Cuadro 2.1. Composicion quimica de hojas de las plantas nativas y los

controles.

Materiales PB’ FDN® FDA’

% % %

cp* 17,7+x1,0 28,6 £4,1 15,7 £3,2
CT® 22,8 £3,3 416+14 247+15
AF® 27,8 +43 418+0,1 21,3+£25
LD’ 15,0 +£0,2 343+29 220+2,8
GD? 244 +1,2 485+ 2,6 28,0£0,5
PN® 24,0 + 3,7 54,8 +3,4 349+1,8
ZM™¥ 179+1,6 51,0+54 35,8+45
SQll 21,5+3,7 55,9+3,5 40,1 £4,0
AAY 22,0+2,0 56,1 +4,4 38,8+29
PAL 19,1+0,3 51,4+2,2 37,6 +1,3
ccH 10,5 22,5 6,0
CF® 22,4 68,6 50,1

PB: Proteina bruta. ?FDN: Fibra detergente neutro. *FDA: Fibra detergente acido.
Nombre cientifico de las especies: “Caesalpinia paraguariensis, °Celtis tala,
®Acacia furcatispina, ‘Larrea divaricata, ®Geoffroea decorticans, °Prosopis nigra,
19Zjziphus mistol, *Schinopsis quebracho-colorado, ?Acacia aroma y “*Prosopis
alba. **Control concentrado (grano de maiz), **Control forraje (heno de alfalfa)

correcto proceso de fermentacion. En el Cuadro 2.2 se muestra la desaparicion de la MO

in vitro (DMOIV). En general, las hojas de especies nativas tuvieron una DMOIV
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significativamente mas baja (P < 0.01) que los controles. En particular, PN, ZM, AA y
PA difirieron estadisticamente de ambos controles (P <0,01). En cuanto a la produccién
de gas acumulado (PG24), las plantas nativas no difirieron de los controles (P > 0.10).
Las diferencias en PG24 entre las especies fueron evidentes (P < 0.05). Por ejemplo, SQ
alcanzo el nivel mas alto, mientras que LD tuvo el PG24 mas bajo.

La concentracion de amonio aumentd numéricamente durante la incubacion para
todas las especies nativas (amonio inicial: 1,64 mM; amonio final: 2,57 mM), pero no
difirieron entre ellas (P = 0,35).

Cuadro 2.2. Efecto de la fermentacion in vitro de hojas de especies forrajeras

nativas sobre la desaparicion de la MO vy la produccion de gas durante 24 h de
incubacion.

. DMOIV? PG 24 h?
Materiales
a/Kg ml/g DOM
CP’ 301,4 cd 164,9 cd
CT® 297,3 cde 211,7 bc
AF° 288,8 cde 188,3 bcd
LD 278,6 de 105,4d
GD" 2747 de 215,5 bc
PN*? 264,5 ¢ 207,0 be
ZM®B 1929 f 204,8 bc
sQt 182,8 f 362,6 a
AAP 173,8 f 273,1ab
PAlS 163,3 f 270,5 ab
CC 370,7 ab 266,3 abc
CF 313,1 bed 303,6 ab
EEM® 8,6 11,6
Efectos P-valor
Tratamientos <0,01 <0,01
CC*vs Sp° <0,01 0,40
CF®vs Sp <0,01 0,13

Letras diferentes representan diferencias significativas (a=0.05). ‘DMOIV: Digestibilidad In
vitro de la Materia Organica. 2PG24 h: Produccion de gas acumulado en 24 h. *EEM: Error
estandar de la media. “Control concentrado (grano de maiz). °Sp: Especies. ®Control forraje
(heno de alfalfa). Nombre cientifico de las especies: 'Caesalpinia paraguariensis, ®Celtis tala
, °Acacia furcatispina, °Larrea divaricata, 'Geoffroea decorticans, *2Prosopis nigra,
137iziphus mistol, **Schinopsis quebracho-colorado, **Acacia aroma y ‘°Prosopis alba.

Durante el inicio de la fermentacion, las especies nativas y los controles no

evidenciaron diferencias significativas en las concentraciones de acido acético (AC),
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acido propionico (PROP) y Relacion AC: PROP (Cuadro 2.3). Sin embargo, despues de
24 h de fermentacion, todas las especies fueron significativamente diferentes en la
concentracion de AGV (P < 0.01; Cuadro 2.3). Se destaca que AA tuvo la relacion A: P
mas baja, seguida de LD, PN y AF. La relacion A: P en el CC fue més alta que AA, pero
mas baja que las otras especies como se esperaba. Estos tratamientos son los que lograron
una mayor proporcién molar de PROP, siendo el CC el control positivo de referencia.

Para AC, los tratamientos con menor proporcién molar fueron CC, AAy LD (P <0.01).

Cuadro 2.3. Perfil de acidos grasos volatiles de especies forrajeras nativas en
fermentacion in vitro a las 0 y 24 h de incubacion.

_ Oh 24 h
Materiales 1 > 3 4
AC! PROP? BUT A:P AC PROP BUT A:P
% %
(o] 71,8 151 12,7d 4,7 825cd 14,8ab 2,7a 5,7 def
CT’ 675 21,7 10,7cd 38 828cd 13,1ab 4,l1abc 71f
AF® 789 151 59ab 5,38 68,3ab 253 bcde 65cde  3,3abc
LD?® 786 14,1 7,3abc 55 67,7ab 28,3cde 3,9abc 3,5abc
GDY 789 156 55ab 5,1 77,7bcd 157ab  65cde 4,9 cde
PN 78,7 116 9,7 bcd 6,7 73,6bc  21,6bcd 4,8abcd 3,4 abc
ZM*¥ 81,3 135 52ab 6,2 79,8cd 132ab  6,9de 6,1 ef
sQB 80,7 14 53ab 6,3 75/4bcd 17,3abc  7,3de 4,4 cde
AAM 80,1 145 55ab 55 577a 337de 89e 18a
PA'® 831 12,7 43a 6,7 856d 88a 50bcd  9,7g
Cc 833 123 44a 6,8 59,1a 345e¢ 64cde 21lab
CFY 80,5 143 52ab 6,9 76,7bcd 19,8abc 3,14ab 3,9 bcd
EEM® 35 2,3 3 0,8 38 4,2 0,9 0,7
Efectos P- valor
Tratamientos 0,12 0,28 0,01 0,27 <0,01 <001 <0,01 <0,01

Letras diferentes representan diferencias significativas (P < 0.05). 1Acético. “Propidnico.
3Butirico. *Relacion Acético: Propionico. *EEM: Error estandar de la media. Nombre cientifico
de las especies: ®Caesalpinia paraguariensis, 'Celtis tala, ®Acacia furcatispina, °Larrea
divaricata, °Geoffroea decorticans, Prosopis nigra, ?Ziziphus mistol, *Schinopsis
quebracho-colorado, **Acacia aromay **Prosopis alba. **Control concentrado (grano de maiz),
Y"Control forraje (heno de alfalfa)



48

La produccion de H»S total, produccién de H.S por g de MO desaparecida (MOD;
Mg / g), produccion de HzS por g de MO incubada (MOI; materia organica incubada; g
/ g) y la ingesta total de S elemental (%; Cuadro 2.4) evidenciaron diferencias
significativas entre tratamientos (P < 0.01). La produccién de H»S fue menor en especies
nativas en comparacion con el CC (P < 0.01). Las especies nativas tendieron a tener menor
produccion de H.S (P = 0.08) que el CF. Entre los materiales estudiados, LD presentd
menor produccién de H2S, y con menor porcentaje de H>S por S elemental. En este
sentido, AA, ZM y PA presentaron menor porcentaje de H.S por S elemental que CF.
Como era de esperar, el CC fue el sustrato que alcanz6 la mayor produccion de H»S.

La produccion de CHgs difirié entre las especies (P <0.05) en ambas formas de
expresion - MOD o MOI (Cuadro 2.4). Las AA fue la planta lefiosa nativa con mayor
produccion de CHya, diferenciandose de otras especies, pero no de los controles. Las
especies que se diferenciaron del CF fueron LD, CP y PA, obteniendo menor produccion

de CH4 en comparacion con el CF.
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Cuadro 2.4. Efecto de la incubacion de las hojas de especies forrajeras nativas
sobre la produccién de sulfuro de hidrégeno y metano.

ug H,S* H.S/S CH/?
Materiales ol gMOD* g MOI % g/Kg MOD %gﬁ
CP° 127,6 def  4953cd  285,1 def 2,4 de 55,3 bc 34,0 bed
cT® 191,7bc  7054bc  4449b 3,7bc 61,4 bc 38,3abcd
AF 149,1cdef 560,8c  338,0 cde 2,7 cde 57,1 bc 34,8 bed
LD® 64,39 295,5d 146,8 g 1,2 f 451 ¢ 27,1d
GD*® 174,1bcd 684,0bc  389,3 bed 3,2 bed 63,5 bc 36,8 bed
PN 142,8 cdef 5799c  319,7 def 2,6 de 58,0 bc 34,3 bed
ZM¥ 102,1efg 5147c  2334efg 1,9 ef 68,6 bc  36,9abcd
sSQe 150,3cde 8204 b  357,6 bed 2,9 bed 69,5 bc 35,8 bed
AAY 947fg  490,7cd 2145fg 1,7 ef 100,9 a 48,6 a
PA'S 103,1efg 5650 ¢  2334efg 1,9 ef 56,3 bc 30,0 cd
cC 596,6a 1680,2a 13154a 10,9 a 69,5 abc 47,8 ab
CF 190,5bcd  660,8bc  421,8 bed 3,5 bed 86,4 ab 53,0 a
EEM® 19,3 68,8 42,9 0,4 11,9 8,0
Efectos P- valor
Tratamiento <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,05 <0,05
CCPvs Sp’ <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,70 0,09
CF®vs Sp 0,08 0,50 0,09 0,09 0,15 0,01

Letras diferentes representan diferencias significativas (a=0.05).'ug H2S: Produccion de
sulfuro de hidrégeno.?CH,: Produccion de metano. *MOD: Materia organica digerida. “MOI:
Materia organica incubada. *EEM: Error estandar de la media. ®Control concentrado (grano
de maiz). ‘Sp: Especies. 8Control forraje (heno de alfalfa). Nombre cientifico de las especies:
Caesalpinia paraguariensis, °Celtis tala, Acacia furcatispina, *’Larrea divaricata,
BGeoffroea decorticans, **Prosopis nigra, *Ziziphus mistol, **Schinopsis quebracho-
colorado, ’Acacia aroma y ®Prosopis alba.

Las Figuras 2.1y 2.2 representan graficamente la posicion relativa de las especies
nativas con respecto al CF y CC, respectivamente, en términos de produccion de H.S y
CHa.

En la Figura 2.1 al comparar el CF con las especies, se observd que existen
materiales que produjeron HS por debajo de la produccion del CF, salvo SQ que se ubicd
por encima del valor relativo de CF (linea cortada). La diferencia significativa respecto
al control se representa cuando los valores estan por debajo del limite inferior del
intervalo de confianza estimado en la prueba de T (linea de puntos). De esta manera, LD

se diferencid significativamente de CF, mientras que CP y ZM se encontraron en el limite.
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Con respecto a la produccion de CHa, todas las especies tuvieron una produccion
significativamente menor que el CF (limite inferior del intervalo de confianza obtenido

en la prueba de T -linea de puntos), siendo AA la Unica especie que no evidencio

diferencia significativa.

Comparacion con Control Forraje
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Figura 2.1. Posicidn relativa de las especies nativas respecto al control forraje en cuanto a
produccion de H.S y CHq4

En la Figura 2.2 se muestran los resultados obtenidos de la prueba T comparando
la especie con el CC. Todas las especies difirieron significativamente del CC para HS (P
<0.05). Mientras que para el CHs4, solo LD presento diferencias significativas con

respecto al CC. Al evaluar los dos parametros, la especie que presentd menor produccion

de ambos gases fue LD.
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Comparacion con Control Concentrado
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Figura 2.2. Posicion relativa de las especies nativas respecto al control concentrado en
cuanto a produccion de H,S y CH..

2.4. Discusion

El uso de especies nativas del bosque chaquefio como complemento para la
alimentacion de rumiantes y como fuente de metabolitos secundarios es una alternativa
por el efecto que pueden ejercer sobre la fermentacion ruminal. El objetivo de este estudio
fue explorar el potencial del follaje de especies nativas para reducir la produccion in vitro
de HoS y CHs, y evaluar ademas su valor nutricional (composicion de nutrientes y
digestibilidad in vitro).

El valor nutricional de las hojas de las plantas nativas obtenidos en este ensayo
coinciden con los valores reportados por Garcia et al., (2015) y fueron similares a diversos
estudios realizados previamente (Karlin y Diaz 1984; Martin et al., 1993).

Nuestros resultados demostraron que las especies nativas evaluadas presentan
potencial para mitigar la produccion ruminal de H.S y CHa, debido principalmente a la
baja produccion de dichos gases obtenidos con la incubacion de las especies nativas en

los ensayos in vitro. Los taninos de estas especies podrian ser responsables de la
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mitigacion de la produccion de HzS. En este sentido, Scalbert (1991) observo actividad
bacteriostatica asociada con el uso de taninos suministrados a través del consumo de
especies involucradas en la reduccion de SO4 (por ejemplo, Desufomaculum nigrificans,
Desulfovibrio spp.). En las especies evaluadas en este estudio, Garcia et al., (2017)
reportaron la presencia de taninos condensados con actividad biolégica en LD, AA, CP,
ZM y PA. Al evaluar el efecto de las especies nativas sobre la produccion de H.S, se
observa que todas tuvieron menor produccion que el control concentrado. Los granos
tienen mayor potencial de produccion de H»S, el almiddn es metabolizado a lactato en el
rumen y es el principal dador de carbono, y junto con el SO4 son captados por la BRS
para su reduccion (Campbell y Postgate, 1965). La produccion de nivel de H.S observada
en nuestro estudio concuerda con Drewnoski et al., (2014), ellos sugirieron que las
poblaciones de BRS y / 0 su metabolismo aumentan con dietas ricas en concentrados,
debido a la mayor disponibilidad de lactato. En nuestro estudio, a diferencia de otros
(Gould, 1998; Morine et al., 2014; Drewnoski et al., 2014), la produccion de H,S no
coincide con la obtencion de un pH méas bajo. Sin embargo, nuestros resultados
concuerdan con Qi et al., (1993) quienes reportaron un aumento en la concentracion de
H>S sin afectar el pH ruminal en cabras suplementadas con sulfato. En un trabajo
realizado por Sarturi et al., (2013), la variacion de la concentracion de H2S se explica por
el pH solo en una proporcién del 12%.

Debido a que todos los materiales se incubaron con el mismo porcentaje de S
elemental inicial, al agregar Na.SOj4 a la solucion tampon, un parametro importante es el
porcentaje de produccion de HS en relacion al S elemental inicial. Por lo tanto, la
proporcion de S refleja las diferencias en el potencial de cada especie para mitigar la
reduccion de SO4 a HaS en el medio de incubacion. El control concentrado superd

ampliamente a todos los demas sustratos, lo que denota que las condiciones del ambiente
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en el que se desarrollo la fermentacion fueron bastante favorables para la reduccion de
sulfatos.

Con respecto a la fermentacién in vitro, las especies nativas tuvieron valores
similares a los controles en cuanto a DMOIV y produccién de gas acumulado a las 24 h.
En un estudio similar, Durmic et al., (2010) evaluaron 128 especies nativas de Australia
y obtuvieron disminucion de la produccion de gas en 24 h'y en la DMOIV en algunas de
las especies estudiadas. Dichos investigadores atribuyeron este efecto a la presencia de
compuestos secundarios, como los taninos. En contraste con Durmic et al., (2010), en
nuestro estudio no se verifico reduccion en la produccion de gas y DMOIV. El pH
registrado en nuestro trabajo en todos los tratamientos estuvo dentro de rangos normales,
lo que asegura que las condiciones de la fermentacion fueron las adecuadas para que se
desarrollara con normalidad y permitiera una reduccion 6ptima de sulfatos. Kandylis
(1984), considera que un pH ruminal de 6,5 es 6ptimo para la produccion de HS a partir
de SOs. Los valores obtenidos demuestran que no habria grandes diferencias
fermentativas entre las especies nativas y los alimentos cominmente utilizados en las
dietas de los rumiantes, como lo son el grano de maiz y el heno de alfalfa.

Durante la fermentacion in vitro, la concentracion de amonio ruminal aumento al
final de la incubacion en todos los tratamientos. Satter y Slyter (1994) afirmaron que la
méaxima eficiencia microbiana se produce cuando la concentracion de amonio ruminal
estd entre 2,7 y 4,4 mM. En nuestro estudio, la concentracion de amonio en casi todas las
especies oscilé alrededor de la concentracion Optima. Los valores obtenidos en las
especies nativas evaluadas no difirieron significativamente de los obtenidos por ambos
controles, lo que demuestra que las plantas nativas estudiadas se comportan de manera

similar a los forrajes cominmente utilizados como alimento animal.
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La incubacion de las plantas nativas tuvo un efecto variado sobre la produccion de
AGV. Algunas especies mantuvieron o disminuyeron la proporcion de PROP durante la
incubacion, mientras que LD, AA, PN, AF, SQ y GD aumentaron esta proporcion,
logrando una reduccion en la relacion A: P. Dichas especies también redujeron las
producciones de H»S y CHa. Esto puede deberse a que la produccién de PROP compite
por hidrégenos con la produccion de H2S y CHa, y por lo tanto disminuye la produccion
de ambos gases (Moss et al. 2000; Patra et al. 2006). Durmic et al., (2010) reportaron
tendencias similares en especies nativas de Australia, que disminuyeron la produccion de
gas CH4 in vitro y aumentaron la proporcion de PROP durante la fermentacion de las
especies.

En cuanto a la produccioén de CH4 observada por las especies nativas, AA fue el
material que mayor valor alcanzd, cercano al obtenido por el heno de alfalfa. Las demas
plantas nativas obtuvieron valores significativamente inferiores al forraje de alfalfa. Esta
menor produccion de CHs en la fermentacion de LD, CP y PA también podria deberse a
la presencia de taninos condensados (Garcia et al., 2017). Esta respuesta podria tener un
efecto directo e indirecto sobre la metanogénesis y la digestion de las fibras,
respectivamente (Woodward et al., 2001; Waghorn et al., 2002). Patra y Saxena (2010)
informaron una disminucion del 50% en la produccién de CHs in vitro en respuesta al
extracto que contiene taninos. Existen varios estudios que probaron especies de plantas
nativas como aditivos para la reduccion de la produccion de CH4 (Brodiscou et al., 2000;
Kamra et al., 2008; Soliva et al., 2008, Durmic et al., 2010), basandose en el efecto de

compuestos secundarios presentes en plantas.
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2.5. Conclusion

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que las hojas de las especies
nativas forrajeras podrian ser una alternativa para la alimentacion de rumiantes expuestos
a un elevado consumo de azufre, debido a su capacidad para disminuir el HzS in vitro.
Otro aspecto para destacar es que las hojas de las plantas nativas estudiadas presentan
caracteristicas fermentativas similares a los alimentos comlUnmente utilizados en
animales y de calidad nutricional semejante o superior a dichos alimentos. En este estudio
en particular, destacamos a LD, AA, ZM, PA y CP como especies con mayor potencial
de mitigacion para H>S y CHas. No obstante, es necesario profundizar mediante estudios
in vitro con extractos para evaluar niveles de inclusion y reducir la posibilidad de efectos
confundidos debido a interacciones otros compuestos (i.e., proteina, carbohidratos, etc.).
Finalmente, es relevante la necesidad de validar lo observado in vitro, en condiciones in
vivo para evaluar el efecto directo de dichas plantas en la fermentacion ruminal y

desempefio animal.
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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar la inclusion de niveles crecientes de
dos tipos de extractos de hojas (i.e., acuoso vs. organico) de tres especies nativas
(Prosopis alba (PA), Larrea divarcata (LD) y Acacia aroma (AA)) sobre los productos
de fermentacion ruminal in vitro y la produccion de sulfuro de hidrégeno (H.S) en un
medio enriquecido con azufre (S). El experimento se disefié sobre un arreglo factorial 3
especies x 2 extractos (organico vs. acuoso) x 4 niveles de inclusion de extractos (0, 12,5,
25, 50% en equivalente de material vegetal) distribuidos en un disefio completamente al
azar, agregados a un sustrato base (50:50 grano de maiz — heno de alfalfa) de un medio
enriquecido con S (1,2%). El total acumulado de H2S, como asi también el H2S expresado
por g materia organica digestible (MOD), y como proporcion del S elemental presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos (P < 0,05; P < 0,01 y P < 0,01,
respectivamente). La dosis 12,5% del extracto acuoso de AA fue la que mayor
disminucion de produccion de HS evidencio en las tres variables analizadas, seguido por
la dosis 50% del extracto organico de la misma especie, y de la dosis 50% en ambos
extractos de PA. En base a los resultados obtenidos en este ensayo, se concluye que las
especies estudiadas presentaron potencial de reduccion del H2S y CH4, y dicho potencial
fue dependiente de la dosis, el tipo de extractos, y la especie. No obstante, el efecto sobre
la produccion de H.S y CHa, digestibilidad y fermentacion ruminal parece estar asociados
con los TC — presentes en el extracto organico — mas que otros compuestos solubles en

extracto acuoso (ej., saponinas).
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3.1. Introduccion

Las plantas son una fuente importante de compuestos bioactivos (i.e., taninos,
saponinas, compuestos organosulfurados y aceites esenciales; Patra y Saxena, 2010;
Durmic y Blache, 2012; Dermitas et al., 2018). La formacién de dichos compuestos es
un mecanismo de defensa de las plantas como respuesta a factores ambientales,
competicién entre plantas, patdgenos y predadores. Para estos ultimos, los compuestos
secundarios actuan disminuyendo la palatabilidad de la planta, al producir sabores y
aromas indeseables que pueden llegar a causar dafos en los consumidores (Da Silva et
al., 2017).

De los compuestos secundarios encontrados en distintas plantas nativas y forrajes,
los taninos son los que mayor atencion captaron dentro del rea de nutricion de rumiantes.
Los taninos son un grupo de compuestos fenolicos que se clasifican principalmente en
dos clases: taninos hidrolizables (TH) y condensados (TC), y se considera que tienen
efectos adversos y beneficiosos dependiendo de su concentracion y naturaleza. Ademas,
sus efectos también dependen de otros factores como especies, estado fisiologico y
composicion de la dieta (Makkar, 2003).

En los rumiantes, los principales efectos adversos que pueden generar los TC son
la disminucion de la ingesta de alimento y la digestibilidad de nutrientes (Bravo, 1998;
Goel et al., 2005; Mezzomo et al., 2011). Sin embargo, estudios revelaron que el uso de
TC en concentraciones controladas puede generar efectos benéficos, como, por ejemplo:
la modulacion del patron de fermentacion ruminal, reduccion de la prote6lisis ruminal
con posterior aumento del flujo de salida de proteina posruminal e inhibicion de la
metanogénesis (Khelalfa et al., 2020). Debido a esto, la actividad antimicrobiana de los
TC en el ambiente ruminal se convirti6 en una temética relevante en el area de la

investigacion por el potencial que evidenciaron para modificar la microbiota ruminal
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(Scalbert, 1991). Morales y Ungerfeld (2015) informaron que las propiedades
antimicrobianas de los taninos posibilitarian su utilizacion para manipular la actividad
microbiana ruminal en direcciones favorables. Por ejemplo, ralentizar la digestién de
proteinas, aumentar la sintesis de proteina microbiana, disminuir la metanogénesis, y
modificar la biohidrogenacion de los acidos grasos, entre otros. Por otra parte, se ha
reportado un efecto inhibitorio de los TC sobre las bacterias sulforreductoras (e.g.
Desufomaculum nigrificans, Desulfovibrio spp.; Scalbert, 1991) disminuyendo la
reduccion de sulfatos a sulfuro de hidrogeno (H2S).

Los sulfatos consumidos en cantidades elevadas a traves del alimento o del agua,
son captados por bacterias reductoras de sulfato y reducido a H>S dentro del rumen
(Drewnoski et al., 2011). Este gas H»S en concentraciones elevadas afecta negativamente
la ganancia de peso del animal debido a una disminucién del consumo de alimento y agua
(Kandylis, 1984; Drewnoski et al., 2014). Bajo estas condiciones, la actividad
antimicrobiana de los TC puede significar una alternativa para mitigar la produccion
elevada de H>S ruminal. Whitehead et al., (2012) reportaron una reduccion significativa
en la produccion de H>S en incubaciones in vitro de muestras de estiércol de cerdos con
taninos de quebracho. Si bien los taninos condensados son los compuestos secundarios
mas estudiados, existen compuestos con potencial antimicrobiano como los taninos
hidrolizables (McSweeney et al., 2001; O’donovan y Brooker, 2001) y de las saponinas
(Hess et al., 2003; Wallace, 2004; Hu et al., 2005), destacandose estas Ultimas por afectar
principalmente a los protozoos ruminales (Navas-Camacho et al., 1994; Moss et al.,
2000).

Debido a que la concentracién de los compuestos secundarios en las plantas enteras
es relativamente bajo, resulta necesario trabajar con extractos para poder identificar

compuestos o grupos de compuestos biolégicamente activos con potencial de
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manipulacion de la fermentacion ruminal. Los extractos de sustancias biolégicamente
activas presentes en los distintos tejidos de las plantas se obtienen mediante el uso de
diferentes solventes, organicos (i.e., alcoholes), acuoso (i.e., agua), u otro solvente
selectivo (Azmir et al., 2013). Dependiendo de la técnica de extraccion y del solvente
utilizado, se puede obtener diferentes gamas de sustancias (Santamaria et al., 2015). En
extractos organicos que hayan utilizado alcohol para la extraccion podemos encontrar
azucares simples, glucosidos triterpénicos y compuestos fendlicos (i.e., taninos,
pigmentos flavonoides). Mientras que con el extracto acuoso se solubilizan glucidos
simples, glucésidos (e.g., saponinas), alcaloides (sales), y vitaminas solubles entre otros
(Ringuelet y Vifia, 2013). Por lo tanto, el uso de extractos acuosos permite evaluar en
forma general el efecto potencial de compuestos bioactivos como saponinas, mientras que
el extracto organico permite evaluar el efecto de taninos condensados en la fermentacion
in vitro.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de niveles de inclusion de extractos
acuosos (EA) y organicos (EO) de hojas de Prosopis alba (PA), Larrea divarcata (LD) y
Acacia aroma (AA) sobre la produccion de gas total, desaparicion de la MO, H,S, y CH4

ruminal in vitro en un medio enriquecido con azufre.

3.2. Materiales y métodos

El experimento in vitro se llevd a cabo en el Laboratorio de Forrajes y Nutricion
Animal del EEA INTA Santiago del Estero, Argentina. Se utilizaron dos novillos
fistulados para recolectar licor ruminal. El procedimiento quirtrgico para realizar las
canulas en los bovinos fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso

de Animales de Experimentacion CICUAE Aval 02/2019)
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Los tratamientos evaluados en la fermentacion ruminal in vitro fueron producto

de la combinacion factorial especie, tipo de extracto y nivel de inclusién (Factorial 3 x 2
x 4), conformando un total de 24 tratamientos. El primer factor fue especie: (Prosopis
alba (PA), Larrea divarcata (LD) y Acacia aroma (AA). El segundo factor fue tipo de
extracto (acuoso vs. organico), y el tercer factor fue el nivel de inclusion de extracto (0;
12,5; 25 y 50% de la especie en términos equivalentes a la inclusion de material original).
En este experimento se decidié no incluir a las especies Ziziphus mistol (Mistol,

ZM) vy Cesaelpinia paraguariensis (Guayacan, CP), debido principalmente a la
complejidad para que los rumiantes las consuman, ya que ZM posee espinas en sus ramas
y CP no es una especie muy abundante, por lo que cosechar grandes cantidades de
material se volveria dificultoso, en contraste con las hojas de las especies AA 'y PA, las
cuales son utilizadas por el ganado. EI PA se utiliza también en la industria maderera y al
momento de la explotacion las hojas se descartan, las cuales pueden convertirse en un

subproducto para alimentacion de rumiantes.

3.2.1. Preparacion de los extractos y determinacion de FTy TC

Los extractos de PA, LD y AA fueron preparados en el Laboratorio de
Antioxidantes y Procesos Oxidativos de la Facultad de Agronomia y Agroindustrias de la
Universidad Nacional de Santiago del Estero, Argentina. Dichos extractos se prepararon
utilizando como soluciones extractantes solo agua o metanol/agua (1:1 y 0,95:0,05, v/v),
para obtener dos extractos, uno en medio acuoso (EA) y otro en medio organico (EO) por
especie de acuerdo a lo descripto por Lépez et al., (2010). La extraccion se realizd
disolviendo 20 g de cada material en 400 ml del solvente correspondiente. La suspension
se agito por 12 h para luego ser centrifugado a 3000 rpm durante 10 min. El sobrenadante

fue colectado y el metanol (en caso de haberse utilizado) se evapor6 en un evaporador
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giratorio (Rotavapor R-3000; Buchi, Suiza). Finalmente, el extracto crudo obtenido fue
liofilizado y su recuperacion se calcul6 como el peso del extracto liofilizado dividido el

peso inicial del material.

Figura 3.1. Extractos organicos y acuosos de las especies Larrea divaricata, Prosopis
alba y Acacia aroma.

La determinacion del contenido de compuestos fendlicos totales se realizo segun el
método de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965). Se tomaron 0,15 ml del extracto
fendlico y se llevd a un volumen de 1,20 ml con agua destilada, se agregaron 0,65 ml del
reactivo comercial de Folin- Ciocalteu y 3,15 ml de la solucion de carbonato de sodio al
20% p/v. Se agito y calentd a 50 °C durante 10 minutos. Se registrd la absorbancia a 725
nm. El contenido total de compuestos fendlicos se expresé como equivalente de acido
galico (AGa) a partir de una curva de calibracion. Para la evaluacién del contenido de
taninos condensados (TC) se utiliz6 el método espectrofotométrico butanol-HCI (Porter
et al., 1986). En un tubo de ensayo, se colocd 1 ml del extracto vegetal, se agregé 6 ml
del reactivo butanol-HCI (95:5). Se llevd a calentamiento a una temperatura de 95 °C
durante 60 minutos. Se enfrid hasta temperatura ambiente y se registré la absorbancia a
550 nm. EIl contenido de TC se expresé como equivalentes de TC sd purificado para cada

especie.
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Una vez obtenidos los valores de TC para cada especie se calcularon las
proporciones de cada extracto para conformar las dosis utilizadas en el in vitro: 0; 12,5;
25 y 50% de la concentracion de TC. Se pesaron distintas cantidades de cada material
liofilizado segun dichas dosis, se diluyeron en agua destilada para agregar igual cantidad
de ml por tratamiento a las distintas botellas (4 ml por botella para la dosis 50%, 2 ml por

botella para la dosis 25% y 1 ml por botella para la dosis 12,5%) previo a la incubacién.

EA Prosopis alba EO Prosopis alba

Figura 3.2. Determinacion de Taninos Condensados de los extractos organico y acuoso de
la especie Prosopis alba mediante el método espectrofotométrico butanol-HCI (Porter et al.,
1986)

3.2.2. Incubacion in vitro

En este experimento se utilizo la técnica de fermentacion ruminal in vitro con 24 h
de incubacién. Para simular el consumo de agua con alto contenido de SO4, todos los
tratamientos (incluidos los controles) se enriquecieron con Na2SO4 a razén de 1,2% de S
elemental como proporcion de sustrato (base MS). Los fermentadores fueron inoculados
con licor ruminal colectado de dos novillos fistulados de rumen alimentados con heno de
alfalfa de calidad media (12% PB). Se incubaron en frascos de fermentacion (125 ml) con
aproximadamente 500 mg de cada material mas 90 ml de solucién buffer (SB) y 10 ml de

licor ruminal (LR) en un bafio termostéatico a 39 ° C. El experimento consistié en agregar
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niveles crecientes de extractos obtenidos de las especies PA, AA y LD a los frascos
fermentadores que contenian un sustrato base (50:50 grano de maiz — heno de alfalfa)
enriquecido con S (~1,2% S como proporcién del sustrato total). Ademas se testearon
controles, donde se agreg6 solamente el extracto con SB y LR sin sustrato base, para
evaluar el efecto de los extractos por si solos, y también se incluyeron blancos con SB y
LR sin agregado de S y con agregado de S.

En todos los fermentadores se registro el pH inicial y final con el objetivo de evaluar
si el medio de fermentacidon se producia en condiciones normales. Las variables de estudio
fueron: produccion de gas acumulada a las 24 h de incubacion (PG24); desaparicion de
la MO in vitro (DMOIV), concentracion de H.S y metano CHa. A su vez, la concentracion

de amonio fue determinada a las 0 h y 24 h de incubacion.

3.2.3. Determinacién de sulfuro de hidrogeno, metano y nitrégeno amoniacal

La produccion de gas se evalud a las 3, 6, 12 y 24 h de incubacion y se estimé
mediante mandémetro diferencial (SPER SCIENTIFIC, Wide Range Pressure Meter
840065 con un transductor de presion PS 100 - 2BAR, Taiwan). En cada medicion, se
extrajo todo el gas producido con una jeringa (igualando la presion interna con la
atmosférica), lo que permitio registrar el volumen producido a la presion atmosférica.
Adicionalmente en cada periodo de incubacion se llevd un registro de la presion
atmosférica de acuerdo a lo informado por el Servicio Meteoroldgico Nacional de
Argentina (Sitio: Estacion Santiago del Estero). Las muestras de gas de cada material
extraidas en cada horario de medicion fueron particionadas para la determinacion de la
concentracion H,S y CHs. La concentracion ruminal de H.S fue medida
espectrofotométricamente (Cole-Parmer 1200, Cole-Parmer, Vernon Hills, IL) siguiendo

el procedimiento de Leibovich et al. (2009). Paralelamente se recogi6é una submuestra de
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gas de cada tratamiento en cada horario de muestreo, la cual fue colectada en un frasco
previamente gaseado con nitrégeno (para eliminar toda molécula de carbono que pudiera
estar presente) y sellado para evitar pérdidas de gas. De esta manera se obtuvo una
muestra de gas acumulado hasta las 24 h para cada tratamiento. . La concentracion de
CHj4 se determind mediante cromatografia de gases siguiendo el procedimiento descrito

por Lopez y Newbold (2007).

3.2.4. Andlisis estadistico

El experimento respondié a un diseio completamente aleatorizado. La unidad
experimental fue el valor medio de cuatro fermentadores utilizados para cada periodo de
incubacion (3 en total). Las variables PG24, DMOIV, Produccion de H.S total
(acumulado, expresado como g de MODIV y como proporcion de S inicial) fueron
analizadas utilizando el procedimiento MIXED de SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC). Para
calcular las medias de los tratamientos se utilizé la opcion LSMEANS, siendo declaradas

estadisticamente significativas las medias de los tratamientos con P < 0,05.

3.3. Resultados
3.3.1. Fenoles totales y Taninos condensados

El contenido de FT de los extractos de las especies nativas puede observarse en la
Figura 3.1. Los EO fueron los que mayor contenido de FT presentaron (P < 0,01),
destacandose entre ellos el extracto organico de PA. Los extractos acuosos obtuvieron
menor contenido de fenoles totales, LD fue la especie con mayor concentracion de fenoles

totales en extractos acuosos.
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Figura 3.3. Contenido de Fenoles totales (AGa = &cido galico) y Taninos condensados (TC
=mg TC sd/g MS) en extractos de hojas de especies nativas. Letras distintas representan
diferencias significativas entre medias (P<0,01). LD-O: extracto organico de Larrea
divaricata; AA-O: extracto organico de Acacia aroma; PA-O: extracto organico de Prosopis
alba; LD-A: extracto acuoso de Larrea divaricata; AA-A: extracto acuoso de Acacia aroma
y PA-A: extracto acuoso de Prosopis alba.

Todas las especies en ambos extractos presentaron TC (Figura 3.1). El extracto
organico de PA fue el que presentdé mayor contenido de taninos, diferenciandose

ampliamente de las especies restantes.

3.3.2. Fermentacion in vitro

Los valores de pH registrados inicial y final fueron 7,20 = 0.09 y 7,05 + 0.07
respectivamente, indicando un ambiente ruminal adecuado para el desarrollo de un
correcto proceso de fermentacion.
La triple interaccidn (especie x extracto x dosis de inclusidn) result6 significativa (P <
0,05) para PG24, DMOIV, produccion de H2S, y CH4 (Cuadro 3.1). La variable PG24
tuvo una respuesta cuadratica (P < 0,01) a niveles crecientes de inclusion de extractos
organicos para todas las especies evaluadas. En las tres especies se observo un incremento
0 mantenimiento de la produccion de gas hasta la dosis de 25% y luego disminuyo con la
dosis 50% de inclusién. No obstante, si bien todas tuvieron un comportamiento
cuadratico, la magnitud de respuesta fue distinta. Por ejemplo, LD y PA tuvieron una leve

reduccion en la produccién de gas en la dosis mas elevada en contraste con AA donde la
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disminucién de PG en la dosis 50 fue mayor, evidenciando diferencias significativas
respecto al control dosis 0, al igual que la dosis 50 del EO de LD. Al analizar los EA de
PA y AA la produccion de gas se redujo linealmente, evidenciando diferencias
significativas respecto al control (0) solamente en las dosis 50%. En tanto que LD tuvo
una respuesta cuadratica (P <0,05) con el agregado de EA de esta especie y tuvo mayor
PG24 entodas las dosis. Ademas, se observo una doble interaccion (P < 0,01) en extracto
x dosis, donde LD-O (Larrea divaricata — organico) y PA-O (Prosopis alba — extracto
organico) obtuvieron la mayor produccion de gas, sin diferencias significativas entre
ambos extractos (P = 0,22). La mayor PG24 se registro para LD-A (Larrea divaricata —
extracto acuoso). La especie AA, independientemente del extracto, mostré una tendencia
lineal (P<0,10) (Cuadro 3.1) a reducir la PG24, y solo la dosis mas elevada de extracto
acuoso difirio del control dosis cero. Podria generalizarse que independientemente de los
extractos y las especies, a dosis 50% de inclusion deprimio la PG24 respecto al control
(P <0,01).

La DMOIV se redujo con la inclusién de la dosis mas alta utilizada, con patrones
afectados por la especie. De modo similar a PG24, la DMOIV con extractos organicos
tuvo una respuesta cuadratica en todas las especies. Las DMOIV de PA 'y AA no fueron
inicialmente afectadas, reduciéndose solo con las dosis de 25 y 50%. Mientras que la
DMOIV del tratamiento extracto organico de LD se redujo con dosis superiores a 12,5%.
En lo que respecta a los EA, el aumento de inclusidn de este tipo de extracto generd una
disminucion de la DMOIV de forma lineal, excepto en AA que tuvo un incremento con
las dosis intermedias para luego disminuir con la dosis 50%. En general, con dosis
superiores a 25% todos los extractos de las especies evaluadas disminuyeron la DMOIV.

La produccion de HS total acumulado, H>S expresado por g de MOD o como

proporcion del S inicial presentaron diferencias significativas entre los tratamientos (P =
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0,02; P < 0,01 y P < 0,01, respectivamente; Cuadro 3.2). Al analizar la especie LD,
podemos destacar que el extracto organico manifestd una respuesta lineal produciendo
significativamente mayor H.S por g de MOD en todas las dosis de inclusion, comparado
con lo producido por el EA. Sin embargo, no se evidenciaron diferencias significativas
en las distintas dosis de inclusién de ambos extractos, al compararlo con el control (0).
Por otro lado, los extractos de PA no evidenciaron una disminucion significativa de la
produccion de H.S por g de MOD entre las dosis de los distintos extractos. Se destaca
que la dosis 50% de inclusion del EA se diferencié significativamente con respecto al
control (0), debido a que la produccion de gas fue menor. La especie AA tuvo una
respuesta cuadratica para ambos extractos, donde el EO disminuyd la produccion de H.S
por g de MOD con el aumento de dosis, evidenciando diferencia significativa con
respecto al control en la dosis 50%. En cuanto al EA, la produccion del gas disminuyo
significativamente con respecto al control en la dosis 12,5%, para luego incrementar a
medida que aumentaron las dosis.

Al analizar la produccion de CH4, se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos (P < 0,01). Independientemente de la especie, se observo que los
extractos organicos evidenciaron una tendencia a disminuir la produccion de CHs, en
comparacion con los extractos acuosos. Para la especie LD, la produccion de CHsen la
dosis 50% fue significativamente menor con respecto al control, mientras que el EA tuvo
una respuesta lineal con variaciones casi nulas en las 4 dosis testeadas. EI EO en la especie
PA disminuyo la produccion de CHa hasta la dosis 25% y luego se incrementd en la dosis
50%. EI EA de PA respondio linealmente a las distintas dosis sin evidenciar efecto dosis.
Por altimo, la especie AA, no evidencio efecto dosis en el EA, mientras que el EO tuvo
una respuesta cuadratica hasta disminuir la produccion de CHys significativamente en

comparacion con el control dosis 0.
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Cuadro 3.1. Efecto del nivel de inclusion de especies nativas en medios con elevado nivel de sulfatos, sobre la produccién de gas acumuladay la
desaparicion de MO en 24 h de incubacion ruminal in vitro.

Extracto organico, % MS
Especies 0 125 250 50,0 Cont'

Extracto acuoso, % MS

Efectos?, Valores de P

0 12,5

50,0 Cont EEM?®

E* Ex° D° ExEx ExD ExxD ExExxD

Produccién de gas acumulada - 24 h, mL/ MOD
LD” 1749 1879 186,3 1784 Q**
PA® 2019 211,7 2235 2162 Q**
AA° 1915 1942 1963 137,9" Q**
Desaparicion in vitro MO, g/kg MO
LD 821,3 821,00 803,7Y 8035 Q***
PA 8219 819,6 810,4" 791,77 Q***

AA 8232 8396 8129 819,7 Q*** 8223 8448

216,9 217,3
209,5 196,4
189,5 1729

8239 83238
824,3 805,6"

216,0 Q**
180,4¢ Q**

809,6 Q**

831,1 818,1 L***

<0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,25 0,32 <0,01

<0,01 <0,01 <0,01 0,29 0,06 021 <0,01

! Contrastes polinomiales: L = lineal, Q = cuadratico - Significancia: *** P<0,01, ** P<0,05, * P<0,10, NS: no significativo - *EEM: Error estandar de la
media “E: especie, Ex: tipo de extracto, D: dosis - Indican diferencias estadisticas respecto a la dosis 0: X = extracto acuoso, ¥ = extracto organico. 'LD: Larrea

divaricata, 5PA: Prosopis alba, °AA: Acacia aroma.
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Cuadro 3.2. Efecto del nivel de inclusion de especies nativas en medios con elevado nivel de sulfatos, sobre la produccion de Sulfuro de Hidrégeno,
produccion de Sulfuro de Hidrogeno a partir de Azufre inicial y la produccion de metano en 24 h de incubacién ruminal in vitro.

Extracto orgéanico, % MS Extracto acuoso, % MS Efectos®, Valores de P
Especies 0 125 250 500 Contt 0 125 250 50,0 Cont EEM® E* ExX° D° ExEx ExD ExxD ExExxD
Produccion de Sulfuro de Hidrégeno, ug/g MOD 87,3 <0,01 <0,05 <0,05 <0,01 0,15 <0,05 <0,01

LD” 1409,7 1467,9 1497,2 14256 L** 1209,3 1209,0 1212,1 11482 NS
PA® 13653 1438,2 1369,2 1291,6 L** 14292 1236,1 1427,6 11342y C***
AA° 12508 1208,9 1297,3 917,5¢ Q** 12352 908,9Y 1361,9 14524 Q**
Produccion de Sulfuro de Hidrégeno a partir de Azufre inicial, % 20 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,15 <0,056 <0,01
LD 32,3 33,6 34,9 33,3 c* 27,7 27,3 27,3 26,6 NS
PA 3172 33,0 31,8 30,6 NS 32,6 28,8 33,5 20,2 NS
AA 284 27,1 30,0 21,00 Q*** 283 20,2 30,9 33,3 NS
Produccion de Metano, g / Kg MOD 05 <001 086 005 <005 01 088 <001
LD 6,0 55 6,2 4,8 C** 4,9 4,8 4,9 51 L*
PA 5,6 4,6 4,1% 6,2 NS 5,8 5,5 5,8 51 NS
AA 49 4,6 5,3 31 Q*** 53 4,1 4,8 4,5% NS

! Contrastes polinomiales: L = lineal, Q = cuadratico, C= cubico - “Significancia: *** P<0,01, ** P<0,05, * P<0,10, NS= no significativo- *EEM: Error
estandar de la media “E: especie, °Ex: tipo de extracto, °D: dosis - Indican diferencias estadisticas respecto a la dosis 0: * = extracto acuoso, ¥ = extracto
organico, 'LD: Larrea divaricata, °PA: Prosopis alba, °AA: Acacia aroma,
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Con respecto a la concentracién de amonio, no hubo diferencias significativas
entre los tratamientos (P = 0,95). La concentracion de amonio aument6 al final de la

incubacion en todos los tratamientos (P < 0,01).

3.4. Discusion

El propdsito de este trabajo fue evaluar el efecto de niveles de inclusion de
extractos de metabolitos secundarios organicos o acuosos de hojas de PA, LD y AA sobre
la fermentacion ruminal y su potencial para mitigar la produccion HS, y CH4 ruminal in
vitro en un medio enriquecido con S, en relacion con la presencia de distintos compuestos
bioactivos presentes en los extractos.

En concordancia con los resultados obtenidos por Garcia et al., (2017), en los
extractos las hojas de las especies estudiadas se detectd la presencia de fenoles totales y
taninos condesados (TC). Los contenidos de FT y TC fueron mayores en los extractos
organicos que los acuosos. La extraccion organica remueve fenoles totales (Singleton y
Rossi, 1965), y dentro de este tipo de extractos coexisten acido cinamico y benzoico,
antocianinas, catequinas, flavonoides y taninos (Paladino y Zuritz, 2011). Los extractos
acuosos, por su parte, solubilizan saponinas dentro del grupo de compuestos
biologicamente activos. El anélisis de FT y TC evidencia mayor presencia en PA. Garcia
(2014) observo elevada actividad biologica — capacidad de precipitar proteina —de los TC
de LD, PA, y AA relacionada con una alta proporcion de delfidina en la estructura de los
TC.

La PG24 obtenida en el estudio no demuestra una inhibicion de la fermentacion
in vitro ante el agregado de extractos en la incubacion con dosis bajas 0 moderadas de
inclusion. Tiemann et al., (2008) al adicionar mayor proporcion de TC obtuvieron una

menor produccion de gas y por ende una inhibicion de la fermentacién in vitro. La dosis
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25% de todos los tratamientos evidencid mayor PG24 que el tratamiento control, con
excepcion del extracto acuoso de AA, el cual produjo menos gas que el control en todas
las dosis testeadas. Estos resultados concuerdan con Garcia (2014) quien trabajando con
las mismas especies nativas, las cuales fueron adicionadas en diferentes dosis sobre un
forraje base (alfalfa, Medicago sativa), obtuvo la mayor produccion de gas a las 48 h de
incubacion con la dosis 25%. La autora sugiere que la PG en su trabajo estuvo
significativamente influenciada por la dosis de inclusion, y a partir de la dosis 50 % y 100
% de inclusion, se registra depresion en la produccion de gas y en la fermentacion.

Las producciones de gas obtenidas en este estudio denotan un menor efecto de los
tratamientos empleados en comparacion a los obtenidos en la variable DMOIV. Esta
variacion de la PG24 con respecto a la DMOIV, sugiere que la adicion de los extractos
podria afectar algin parametro de digestion sin afectar la fermentacion.

La DMOIV evidencio un efecto variable entre los extractos y dosis dentro de cada
especie. En lineas generales se observo que en la dosis 50 de los extractos, la DMOIV
declina con respecto al control. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Tiemann et al., (2008), quienes evaluaron el efecto en la fermentacidn ruminal de niveles
crecientes de TC de 4 leguminosas tropicales de porte arbustivo. Los autores observaron
que las dosis mas altas de TC utilizadas deprimieron notablemente la produccion de gas
y la digestibilidad de la materia seca, inhibiendo el proceso de fermentacion. En la misma
linea, Roca-Fernandez et al., (2020) al evaluar cuatro leguminosas con distintas
concentraciones de TC sobre un forraje base de graminea - Dactylis glomerata L, en una
concentracion 50:50 graminea — leguminosa, evidenciaron que la digestibilidad in vitro
de la MS disminuyé significativamente en el tratamiento que incluia la especie con mayor
contenido de TC (Sericea lespedeza), en comparacién con el resto de las especies

testeadas con menor contenido de TC.
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La produccion de H2S ruminal (en las tres expresiones estudiadas) registrada
durante la fermentacion in vitro tuvo resultados variables entre especies y entre dosis de
una misma especie, al compararlo con el tratamiento control. Se observo una disminucion
en la produccion de H.S a partir del S inicial en el EA de LD, en la dosis 50 % de EO de
PA, y en las dosis 12,5 y 50 % del EA de PA y EO de AA respectivamente. La mayor
disminucidn se obtuvo con la dosis 50% del extracto organico de AA, pero este resultado
puede estar relacionado con la caida en PG24, lo que estaria indicando alguna supresion
en la fermentacién in vitro en este tratamiento. El segundo valor méas bajo de produccion
de H>S se registro con la dosis 12,5% del EA de AA. Este efecto mitigador de la
produccién de H.S ruminal pudo deberse a la actividad antimicrobiana que se atribuye a
la accion de los TC (Wallace, 2004). En un estudio realizado por Whitehead et al., (2012)
donde evaluaron el efecto de TC sobre la produccion de H.S y sobre poblaciones de
bacterias reductoras de sulfato (BRS) en la fermentacion in vitro de estiercol porcino,
demostraron una reduccion de las poblaciones de BRS en mas del 90% tras la adicion de
0,5% taninos de quebracho, lo que refleja la inhibicion de la produccion de H2S por los
taninos condensados. Estos autores sugieren que, de acuerdo a los resultados obtenidos
en su experimento, las BRS pueden ser mas sensibles a la presencia de taninos en el
ambiente.

El efecto de los distintos tratamientos empleados sobre la produccién de CHs
ruminal in vitro, permitié destacar los EO de las especies PA y AA, los cuales lograron
una disminucion en la produccion de dicho gas, en la dosis 12,5 y 25% para PA y en las
dosis 12,5 y 50% para AA. Estos resultados coinciden con numerosos estudios los cuales
demostraron que los taninos disminuyen la produccién de CH4 en rumiantes (Puchala et
al., 2005; Min et al., 2006; Tan et al., 2011). Por el contrario, Beauchemin et al., (2007)

no observaron efecto de los TC en la emisién de CHa en vaquillonas alimentadas con silo
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de cebada. Las diferencias en respuesta al uso de TC sobre la produccion de CHa in vitro
e in vivo se debe a la gran variacion en la estructura, consecuentemente en la actividad
bioldgica que tienen entre TC de distintas especies (Tiemann et al., 2008; Aerts et al.,
1999; Patra y Saxena, 2010).

Con respecto a la concentracion de amonio ruminal, todos los tratamientos
obtuvieron mayor concentracion al final de la incubacion, lo que sugiere que la prote6lisis
por parte de los microorganismos no fue inhibida con las dosis de extractos estudiadas,
difiriendo de otros estudios donde evidenciaron una disminucién de la protedlisis ruminal
por el efecto de TC (Min et al., 2003; Roca-Fernandez et al., 2020). En contraste, Garcia
et al., (2017), reportaron una reduccion del 35% en la concentracion de amonio al final
de la fermentacion in vitro, al testear las mismas especies de nuestro ensayo. Esta
diferencia registrada entre los resultados obtenidos en este ensayo y los reportados por
Garcia et al., (2017) pueden deberse a multiples factores. A pesar de que se testearon las
mismas especies, la autora utilizo las hojas molidas de las plantas nativas y las incorporo
(de acuerdo con cada dosis planteada) al material molido de alfalfa para armar un sustrato
compuesto. Cuando se utilizan hojas y no extractos, pese a que los sustratos de incubacion
se formulen isoproteicos, es posible que la incorporacion de proteina por parte de las
especies testeadas tenga una dindmica de digestién ruminal distinta a la del sustrato
principal y de este modo introduzca un efecto confundido en la dindmica del N ruminal.

De acuerdo con los resultados expuestos, encontramos diferencias dentro de una
misma especie entre los dos extractos (acuoso vs organico), y dentro de las especies en
general, a pesar que la cantidad de TC agregados en cada dosis fue la misma. Esto puede
deberse principalmente a la actividad diferenciada que tienen los TC de cada especie, lo
cual explicaria las diferencias encontradas entre especies dentro de un mismo tipo de

extracto. En cuanto a la diferencia existente entre extractos dentro de una misma especie,
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esto puede deberse a que se extraen diferentes tipos de moléculas con los distintos
extractos empleados, por lo tanto, en el solvente acuoso podrian estar presentes otras
moléculas — como las saponinas- , ademas de TC, las cuales podrian afectar las variables
estudiadas. Sin embargo, este efecto confundido que podria estar presente en el extracto
acuoso se descarta al haber seleccionado en el primer experimento a las plantas, las cuales

fueron testeadas como planta entera, durante el in vitro.

3.5. Conclusion

En base a los resultados obtenidos en este ensayo, se concluye que las especies
estudiadas presentaron potencial de reduccion del HoS y CHa, y este potencial fue
dependiente de la dosis, el tipo de extractos, y la especie. No obstante, dichos efectos
sobre la produccion de H>S y CHy4, digestibilidad y fermentacion ruminal parecen estar
maés asociados con los TC — presentes en el extracto organico — que otros compuestos
solubles en extracto acuoso (ej., saponinas). En este sentido, es necesario seguir
trabajando para poder explicar los modos de accion, y en una identificacion especifica de
compuestos relacionados con el efecto de los metabolitos secundarios de especies nativas

del Chaco para aprovechar su potencial como moduladores naturales de la fermentacion.
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Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar el consumo, digestibilidad, balance de N y
concentracion ruminal del gas H.S en respuesta a la adicion de hojas de Prosopis alba
(PA) como fuente de compuestos bioactivos naturales a la racion de corderos bebiendo
agua con elevado contenido de SOg. Se utilizaron 8 corderos criollos (n = 8; 26,6 + 3,8 kg
peso Vvivo, PV), los cuales se alojaron en jaulas metabdlicas durante el experimento, en
un ensayo de 4 tratamientos por 2 periodos. La estructura de los tratamientos fue un
factorial de 2 x 2, resultado de la combinacion de 2 calidades de agua (tenor salino bajo,
TSB: 499 mg/L de solidos totales disueltos [STD], 150 mg/L de SOs; tenor salino alto,
TSA: 10.100 mg/L de STD, 5.400 mg/L de SO) y 2 niveles de inclusion de PA (0% y
33%) en una racion base compuesta de heno de alfalfa (Medicago sativa) y grano de maiz.
Las hojas de PA incrementaron la produccion de H»S en rumen (P < 0,01). Sin embargo,
las altas concentraciones del gas no disminuyeron el CMOT (P = 0,1388) niel CA (P =
0,6697) en los corderos que bebieron agua con TSA, registrandose un leve incremento de
dichas variables en comparacion con los corderos que bebieron agua con TSB. El
consumo de hojas de PA por parte de los corderos incremento la digestibilidad de la
materia organica (DigMO) de la racién (P < 0,01), disminuyd la excrecion de N urinario
(P < 0,05), mejorando la utilizacion del N, y mejoro el balance total de N (P < 0,05). En
base a los resultados obtenidos, los compuestos bioactivos de PA no disminuyeron la
produccion de H»S dentro del rumen, por lo que se sugiere seguir estudiando la tematica

para comprender la interaccién de los TC en el metabolismo del S de los rumiantes.



78

4.1. Introduccion

El agua es un nutriente esencial para la alimentacion de los rumiantes, y para
lograr una produccion satisfactoria, es necesario suministrar este nutriente en cantidad y
calidad adecuada (NRC, 2001). La calidad de agua para bebida animal hace referencia
principalmente a diferentes parametros, entre los cuales encontramos: caracteristicas
organolépticas (olor y sabor), caracteristicas fisicoquimicas (e.g. pH, sales totales,
dureza), presencia de sustancias quimicas (nitratos, sulfatos, sodio, minerales en general),
de compuestos toxicos (e.g. arsénico, fosforados, etc.) y de microorganismos (bacterias,
parasitos; NRC, 2007). Dentro de estos parametros, el contenido de sales totales disueltas

(STD) es el que mas frecuentemente afecta la produccion ganadera.

En las regiones aridas y semiaridas del mundo, el ganado suele estar expuesto al
consumo de agua de bebida de mala calidad o marginal durante varios meses del afio, 0
durante todo su ciclo de vida. Estas fuentes de agua suelen ser generalmente subterraneas,
con elevadas concentraciones de sales, provocando alteraciones fisiologicas que reducen

el consumo de alimento y en casos severos, la muerte del ganado (FAO, 2007).

Entre las sales contenidas en el agua, los sulfatos (SO4) son més perjudiciales que
los cloruros (Coria et al., 2007). En particular, niveles elevados SOs reducen
significativamente el consumo de agua (35%), alimento (30%), y consecuentemente la
ganancia de peso (Weeth y Hunter, 1971; Loneragan et al., 2001; Uwituze et al., 2011,
Ritcher, 2011; Lépez et al., 2014). Aunque todavia no hay un entendimiento completo de
los mecanismos fisioldgicos, se atribuyen estos efectos negativos a las elevadas
concentraciones ruminales de sulfuro de hidrogeno (H.S) en forma gaseosa que se
produce como consecuencia de la reduccion de los SO4 por el accionar de las bacterias

sulforreductoras (BSR; Radostits et al., 2007). EI H>S dentro del rumen, genera



79

intoxicacion con S con riesgo de poliencefalomalacia (PEM; Vanness et al., 2009), pero
en niveles subclinicos, provoca la disminucion de consumo de alimento y agua, debido
principalmente a una reduccion de la motilidad ruminal e intestinal (Kandylis, 1984;
Drewnoski et al., 2014). Por lo tanto, estudiar mecanismos que reduzcan la produccion
de H2S permitiria mejorar el desempefio de animales expuestos al consumo de aguas con
elevadas concentraciones de SO4. Una estrategia posible para reducir el impacto negativo
de los SO4 presentes en el agua de bebida, seria intervenir en el metabolismo del azufre
(S) dentro del rumen, inhibiendo la reduccion de los SO, por parte de las BSR. Los taninos
condensados (TC), compuestos secundarios presentes en las plantas lefiosas nativas,
presentan el potencial de interferir en el metabolismo del S, debido a que fueron testeados
en diferentes estudios y demostraron actividad antimicrobiana (Scalbert, 1991; Wallace,

2004; Morales y Ungerfeld, 2015; Fagundes et al., 2020).

La especie Prosopis alba (PA) es una planta nativa abundante en el monte del
Chaco Semiarido Argentino, y se ha comprobado que los rumiantes se alimentan de ella
cuando son sometidos a pastoreo del monte, en situacion de falta de alimento (Carrizo y
Palacio, 2010; Méndez, 2016). Garcia et al., (2017) reportaron presencia de TC en hojas
de PA, y en un estudio anterior (Juarez Sequeira et al., 2016) mediante un ensayo in vitro
observaron que esta especie junto a otras tendria la capacidad de mitigar la reduccion de
S04 a H2S. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la adicion de hojas de PA
como fuente de compuestos bioactivos (principalmente TC) a la racién de corderos
bebiendo agua con elevado contenido de SOs sobre consumo de alimento y agua,

digestibilidad, balance de N y concentracion ruminal de H5S.
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4.2. Materiales y Métodos
El experimento in vivo se llevé a cabo en el Campo Experimental “Francisco

Cantos” del EEA INTA Santiago del Estero, Argentina, previa aprobacion de protocolo

de bienestar animal por el CICUAE INTA CRTSE — IIACS, aval N° 01/20.

Figura 4.1. Estructura del ensayo con 4 tratamientos y 2 repeticiones utilizando jaulas
metabolicas.

Se utilizaron 8 corderos criollos (n = 8; 26,6 = 3,8 kg PV), los cuales se alojaron en
jaulas metabdlicas durante el experimento, en un ensayo de 4 tratamientos por 2 periodos.
La estructura de los tratamientos fue un factorial de 2 x 2, resultado de la combinacion
de dos calidades de agua y dos niveles de inclusion de hojas de Prosopis alba (PA) (0%
y 33% de la racion total) incluidos en una racién base compuesta de heno de alfalfa
(Medicago sativa) y grano de maiz (Zea mays). La calidad de agua fue definida por la
concentracion de sales totales disueltas (STD) y SO4: agua de tenor salino bajo (TSB; 499
mg/l de sélidos totales disueltos [STD], 150 mg/l de SO4) y agua de tenor salino alto
(TSA; 10.100 mg/l de STD, 5.400 mg/l de SOs; Cuadro 4.1). Para obtener las
concentraciones de sales objetivo en TSA, se agreg6 sulfato de sodio (Na2SOs) al agua

de TSB.
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Figura 4.2. Alimentacion diaria de los corderos.

Los corderos se alimentaron una vez al dia (0800 h) al 130% del consumo
voluntario y tuvieron libre acceso al agua de bebida. La duracion de cada periodo
experimental fue de 21 d. Los primeros 15 d se destinaron para adaptacion de los corderos
a los tratamientos, del d 16 al 20 se evalué el consumo de agua y de alimento, el balance
de nitrogeno (N) y la digestibilidad de nutrientes, y en el d 21 se extrajeron muestras de

gas ruminal para determinacion de H>S.

4.2.1. Toma de muestras y variables estudiadas

4.2.1.1. Composicion quimica

Diariamente se recolectaron muestras de oferta y del remanente de la racion del
dia anterior de cada tratamiento para posterior procesamiento. Los ingredientes de las
raciones utilizadas en el ensayo, las muestras de remanente, las muestras de heces y orina
fueron caracterizados de acuerdo a los protocolos normalizados propuestos por el
PROMEFA (Jaurena y Wawrzkiewicz., 2013). Las muestras de alimento y heces fueron

secadas hasta peso constante y molidas a 1 mm con un molino Willey para calcular
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contenido de materia seca (MS) y cenizas (AOAC, 1984). La proteina bruta (PB) se
determind por el método de Kjeldahl (AOAC, 1984). Las fracciones de fibra detergente
neutro y Fibra detergente acida (FDN y FDA, respectivamente) se determinaron de
acuerdo a Van Soest et al. (Van Soest et al., 1991) con un equipo ANKOM® (modelo
220) y &cido (FDAwmo, reportado libre de cenizas). EI consumo de alimento y agua se
calculé como la diferencia entre la cantidad de racion, agua ofrecido y rechazado. La
digestibilidad de la materia orgéanica (DigMO) se determind a partir de los datos de
consumo nutrientes y de la produccion total de heces recolectadas en las jaulas

metabdlicas.

Figura 4.3. Toma de muestras de heces y orina.

En cada periodo, se tomé una muestra de heces por animal y por dia para
almacenar en freezer para posteriormente realizar los analisis de laboratorio. Se colect6
orina durante el intervalo de evaluacién mediante contenedores con el agregado suficiente
de HCI 1,25N con el proposito de mantener el pH por debajo de 3 y evitar pérdidas de N

por volatilizacion. Posteriormente se midi6é el pH de la muestra de orina (pH-metro
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portétil Oakton, Vernon Hills, IL) y se almacend en freezer para luego ser procesada. Se
estimé la particion en la excrecion y el balance de N mediante las diferencias entre el N
consumido y excretado por orina 'y heces. Para la determinacion de H2S gaseoso se colecto
una muestra de 20 ml de gas ruminal por puncion, 8 h post-alimentacion, siguiendo el
procedimiento utilizado por Gould et al., (1997). Dicha muestra fue fragmentada en dos
dosis de 10 ml cada una gasedndose en forma invertida en tubos vaccutainer con agua
alcalina (pH > 8) para su posterior analisis dentro de las 2 h de realizada la coleccion. La
concentracion ruminal de H>S se midi6 espectrofotométricamente a 665 nm de longitud

de onda, siguiendo el procedimiento de Leibovich et al., (2009).

Figura 4.4. Toma de muestra de gas ruminal para determinacion de concentracion de
sulfuro de hidrogeno.

4.2.1.2. Concentracion de compuestos fendlicos y taninos condensados en los
ingredientes de las raciones utilizadas.

Para la determinacion de la concentracion de compuestos fendlicos (FT) y TC en
los ingredientes utilizados para formular las raciones, se realizd la extraccion para cada
ingrediente (heno de alfalfa —Medicago sativa-, maiz —Zea mays- y PA), y luego se
determind el contenido de fenoles totales y taninos condensados. Para esto se pes6 0,1 g

de cada ingrediente y se agreg6 10 ml de la mezcla acetona-agua 70:30 (v/v) sometiendo
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durante una hora a periodos de sonicacion a temperatura ambiente. Luego se
centrifugaron las mezclas a 10.000 rpm durante 10 minutos, se transfirio el sobrenadante
a un matraz y se llevo a volumen final de 10 ml con agua destilada.

Los compuestos fendlicos se determinaron tomando 0,15 ml del extracto de cada
ingrediente llevando a un volumen de 1,20 ml con agua destilada, luego se agregé 0,65
ml del reactivo Foling-Ciocalteu y 3,15 ml de la solucién de carbonato de sodio al 20%.
Posteriormente se agito y calent6 a 50°C durante 10 min. Se registro la absorbancia a 725
nm con el equipo UNICAM UV2 (UNICAM Limited, Thermo Optek, Torfaen, UK).

El contenido de TC se determind espectrofotométricamente por el método
butanol-HCI (Porter y col., 1986). En un tubo de ensayo, se coloco 1 ml del extracto
vegetal y se agregaron 6 ml del reactivo butanol-HCI (95:5). Se someti6 a una temperatura
de 95°C durante 60 minutos. Posteriormente se dejo enfriar hasta temperatura ambiente

y se registro la absorbancia a 550 nm.

4.2.2. Analisis estadistico

Los tratamientos estudiados fueron aplicados de acuerdo a un disefio crossover
de dos periodos. El experimento responde a un disefio factorial 2 x 2. Los resultados
fueron analizados utilizando el procedimiento MIXED de SAS (SAS Inst. Inc., Cary,
NC) Para calcular las medias de los tratamientos se utilizé la opcion LSMEANS, siendo
declaradas estadisticamente significativas las medias de los tratamientos con P < 0,05.
Los términos del modelo fueron:

Yijki= 1+ pit Sjtrct Cit(re)uteiju

Donde vyiju es la respuesta para el periodo i sobre el cordero j en la suplementacion k y
calidad de agua I, n es la media general, pies el efecto aleatorio del periodo i, sjes el

efecto aleatorio del cordero j, rces el efecto fijo suplementacion k, cies el efecto fijo de la
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calidad del agua I, (rc)u es el efecto fijo de la interaccion entre la suplementacion k con la

calidad de agua I, y eij €s el error aleatorio.

4.3. Resultados

4.3.1. Composicién quimica del agua y dietas experimentales.

El agua de TSA tuvo un contenido de STD por encima de los umbrales de

tolerancia como asi también para el nivel de sulfatos, el cual fue superior a 5 g/L

(Cuadro 4.1)

Cuadro 4.1. Composicién quimica de las aguas de bebida experimentales

TSB! TSA?
Item g/L

Sales Totales Disueltas 0.50 10.10
Calcio 0.04 0.06
Magnesio 0.01 0.02
Sodio 0.11 3.52
Sulfatos 0.15 5.04
Bicarbonatos 0.17 0.08
Cloruros 0.09 2.07

1TSB = agua de bajo tenor salino; >TSA = agua de alto tenor de salino

Por su lado, las hojas de PA presentaron mayor contenido de FT y TC que el heno

de alfalfa y que el grano de maiz (Cuadro 4.2). El PA tuvo un contenido de PB y FDN

similar a la alfalfa, con excepcion de la variable FDA que mostro valores ligeramente mas

altos en PA en comparacion con el heno de alfalfa.
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Cuadro 4.2. Composicién quimica de los ingredientes de las dietas utilizados en las dietas
experimentales.

items Henode Granode  Hojas de

Alfalfa Maiz PA"
Materia Orgénica, % MS 77,3 85,0 82,8
Proteina Bruta, % MS 23,7 10,3 20,2
Fibra Detergente Neutro, % MS 51,9 22,4 52,3
Fibra Detergente Acido, % MS 37,1 5,4 41,0
Fenoles Totales; mg Aga/g MO* 53 0,7 68,0
Taninos Condensados; mg TC sd / g MO? 1,2 0,5 117,1

! mg Acido galico equivalente - 2 mg Taninos condensados; ‘PA: Prosopis alba

Las dietas experimentales se formularon de modo que el contenido de PB y fibras
fuera similar entre dietas (isoproteicas y similares en FDN; Cuadro 4.3). El contenido de
PB fue suficientemente elevado para cubrir los requerimientos de corderos en crecimiento
(NRC, 2007), y los niveles de fibras relativamente bajos para garantizar una buena
digestibilidad y consumo de la dieta. Las caracteristicas no deberian generar limitaciones
intrinsecas sobre el consumo, de modo de poner en evidencia la limitacion del consumo

por accion de los compuestos secundarios en la dieta.

Cuadro 4.3. Composicion ingredientes y quimica de las dietas experimentales

items Control PA!

Proporcion de ingredientes de la dieta, % MS

Heno de alfalfa 50,0 33,3
Grano de maiz molido 50,0 33,3
Hojas de Prosopis alba - 33,3
Composicion quimica de las dietas
Materia Organica, % MS 92,8 92,4
Proteina Bruta, % MS 171 17,9
Fibra Detergente Neutro, % MS 37,2 41,8
Fibra Detergente Acido, % MS 21,3 27,8
Cenizas, % MS 7,2 7.4
Fenoles Totales; mg Aga/g MO*? 3,0 24,6
Taninos Condensados; mg TC sd / g MO? 0,9 39,6

mg Acido galico equivalente; > mg Taninos condensados; *PA: Prosopis alba
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4.3.2. Consumo de agua y alimento

Los resultados registrados para consumo de agua y alimento se presentan en el
Cuadro 4.4. No se registraron interacciones dieta x agua estadisticamente significativas
en ninguna de las variables de consumo estudiadas (P > 0,20), con excepcion del consumo

de MO total (P = 0,05; CMOT).

Cuadro 4.4. Efecto de la suplementacion con hojas de Prosopis alba (PA) y calidad de agua
en consumo de materia organica total (CMOT), consumo de Fibra Detergente Neutro
(CFDN), consumo de materia organica digestible (CMODig) y consumo de agua (CA).

Tratamiento

TSB! TSA? P-valor

PA x

items Control PA*  Control PA EEM® PA Agua
Agua

CMOT, g/kg PV®7® 76,1 90,4 68,4 91,8 500 <005 0,13 0,05
CFDNT, g/kg PV®™ 30,3 39,4 27,3 399 187 <001 034 020
CMODig, g/lkg PVP™ 549 64,5 48,6 63,8 411 005 024 033
CA, g/kg PV2™ 223,7 2590 269,1 2861 2549 041 0113 0,66

1TSB = agua de bajo tenor salino; “TSA = agua de alto tenor salino; *EEM: error estandar de la
media, *PA: Prosopis alba

EI CMOT fue estadisticamente mayor en el tratamiento PA, aunque el crecimiento
en consumo por la inclusién de PA en la dieta de referencia al control fue mayor cuando
bebian aguas de TSA. En la Figura 4.5 se puede observar que el CMOT en TSB con o sin
PA no difirio entre si, no obstante el CMOT en TSA fue significativamente mayor para
la dieta PA comparada con la dieta control. EI consumo de agua (CA), por su parte, no
fue afectado por la dieta ni por la calidad del agua (Cuadro 4.4), aungue fue
numéricamente mayor en las dietas con PA en comparacién con la dieta control. El
consumo de fibra detergente neutro (CFDN) fue menor en el tratamiento control (P <

0,01), mientras que el tratamiento TSA-PA registré el mayor valor de CFDN, seguido del
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tratamiento TSB-PA. Por ultimo, el CMOD fue afectado Unicamente con el factor dieta
(P < 0,05; Cuadro 5). Las dietas PA tuvieron mayor CMODT (P < 0,05) que las dietas
control independientemente del agua de bebida. Sin embargo, el incremento relativo de
CMODT por la inclusién de PA, fue mayor en TSA que en TSB, 32,3% vs. 17,5%

respectivamente.

EEM = 5,00

u Control T Prosopis alba
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Figura 4.5. Consumo de MO total de acuerdo a la calidad del agua y la inclusién de Prosopis
alba en la dieta (TSB = tenor salino bajo, TSB = tenor salino alto) — Letras distintas indican
diferencias significativas entre medias segun LSD.

4.3.3. Digestibilidad aparente del tracto digestivo total

La digestibilidad aparente del tracto digestivo total de la MO (DATDMO) no fue
afectada por la interaccion dieta x agua (P = 0,79; Cuadro 4.5), ni por la dieta y el tipo de
agua (P > 0,60). En cuanto a la digestibilidad aparente del tracto digestivo total de la PB

(DATDPB), tampoco se registraron diferencias significativas.
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Cuadro 4.5. Efecto de la suplementacion con Prosopis alba (PA) y calidad de agua en
digestibilidad aparente del tracto digestivo de la MO (DATDMO) y de la proteina bruta
(DATDPB).

Tratamiento

TSB! TSA? P-valor
. 4 3 PA x
Items Control PA Control PA EEM PA Agua
Agua
DATDMO, % 72,1 71,3 71,6 69,3 2,73 0,6 0,65 0,79
DATDPB, % 65,2 65,7 65,2 67,4 2,87 0,65 0,78 0,77

1TSB = agua de bajo tenor salino; °TSA = agua de alto tenor salino; *EEM: error estandar de
la media, “PA: Prosopis alba

4.3.4. Balance de nitrégeno

El total de N consumido (Cuadro 4.6) por los animales durante el ensayo fue
similar en los cuatro tratamientos, debido posiblemente a que las dietas fueron formuladas
para que sean isoproteicas (Cuadro 4.3), no obstante las dietas con PA tuvieron un

consumo de N numéricamente mayor a la dieta sin PA.

Cuadro 4.6. Efecto de la suplementacidn con Prosopis alba (PA) y calidad de agua en
consumo de nitrégeno, excrecién fecal y urinaria de nitrégeno, excrecién de nitrégeno
total, % de nitrdgeno excretado a través de orina y balance de nitrégeno.

Tratamientos

TSB? TSA? P-valor

ftems Contr pa*  Control PA  EEM® PA Agua A%

ol Agua

N consumido, g/d 274 313 255 31,0 274 024 040 055

N en orina, g/d 71 65 8,0 7,3 0,97 0,65 <005 0,84

N en heces, g/d 91 98 88 100 149 062 092 0,76

Nexcretadocomo 455 393 476 422 289 012 037 088
orina,%

Balance de N, g/d 11,1 15,0 90 136 099 <001 0,10 0,68

Elf'fj/'oe”c'a delusode 404 4g3 326 436 578 <005 0,16 0,75

1TSB = agua de bajo tenor salino; “TSA = agua de alto tenor salino; *EEM: error estandar de
la media; “PA: Prosopis alba

En los tratamientos sin PA, se observé una disminucion en el consumo de N

cuando los animales bebieron agua TSA, mientras que en los animales que consumieron
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hojas de PA, el consumo de N fue similar independientemente si bebieron agua de TSB
0 TSA. Laexcrecion de N a través de la orina y heces no fue significativamente afectada
por dieta. Sin embargo, los animales que consumieron hojas de PA excretaron
numeéricamente menor cantidad de N en comparacion con el tratamiento control. A pesar
de esto, el porcentaje de N excretado a través de orina no evidencié diferencias
significativas, aunque numéricamente la excrecion porcentual de N en orina fue menor

en PA.

Los animales que consumieron PA tuvieron un mejor balance total de N (P < 0,01)
independientemente si bebieron TSB o0 TSA, mientras que la calidad del agua tendi6 a

reducir el balance de N en los animales que recibieron TSA (P = 0,10).

La dieta con PA tuvo mayor eficiencia de uso del N que la dieta control (Figura 4.6)
independientemente del agua de bebida. Cabe destacar, que si bien el tipo de agua no
afecto la eficiencia de uso del N, si se observé una menor eficiencia numérica en el uso
del N consumido en el agua de TSA, y numéricamente la eficiencia fue superior en las

dietas PA que el control tanto en TSB como TSA.
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Figura 4.6. Eficiencia de uso de N (%) de acuerdo a la calidad del agua y la inclusién de
hojas de Prosopis alba en la dieta.

4.3.5. Consumo de Azufre y concentracion de sulfuro de hidrogeno gaseoso

El consumo de S a través del agua de bebida no fue afectado por la interaccion PA
x Agua (P = 0,26). El consumo de S fue mayor para los animales consumiendo aguas de
TSA (P < 0,01). La concentracion ruminal de H.S tendié a ser modificada por la
interaccion PA x Agua (P = 0,07), siendo afectada por ambos factores principales (P <
0,05). La inclusién dietaria de PA incrementd la concentracion ruminal de H.S
comparado con el control. Sin embargo, lo valores observados estuvieron en todo

momento por debajo de los umbrales a partir de los cuales se afecta la productividad.
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Cuadro 4.7. Efecto de la suplementacion con Prosopis alba (PA) y calidad de agua en consumo
de S en agua y en concentracion ruminal de sulfuro de hidrégeno (H»S)

Tratamiento

TsB ’TSA P-valor
ftems  Control PA* Control ~ PA ‘EEM  PA  Agua Zﬁu ;
Consumo de
Senagua, g 2,4 2,8 4986  599,6 4181 029 <0,01 0,26
S/kg PVO 7™
SH,S, log 2,2 2,9 32 33 0,14 0,03 0,01 0,07
5(H.S, ppm) 1659 8128 1513,5 1949,8

'TSA: agua con bajo tenor salino; “TSA: agua con alto tenor salino; *EEM: error estandar de la
media; “PA: Prosopis alba, °H,S, log: sulfuro de hidrogeno expresado como logaritmo para
satisfacer el supuesto de igualdad de varianza; ®(H.S, ppm): concentracion de sulfuro de hidrégeno
expresado en partes por millon.

4.4. Discusion

El propdsito de este estudio fue evaluar el beneficio potencial de la inclusion de
hojas de PA sobre el uso de aguas de bebida de alto tenor de sulfatos, mediante una
reduccion en la produccion de H»S, un incremento de consumo de alimento, y una mejora

en la eficiencia de uso del N debido a la presencia de TC bioactivos.

Los resultados de este estudio mostraron una mejora en el consumo total de
alimento, de mayor impacto relativo en los animales que bebian aguas con alto tenor de
sulfatos, y en el consumo de MO digestible. EI consumo de agua y la concentracién de
H>S ruminal no se tradujeron en una mejora por la inclusion dietaria de PA, sin embargo,
el CA tuvo buenos niveles y la concentracion de H.S en ningdn momento del estudio
superd el umbral a partir del cual puede ser afectado el desempefio animal y evidenciar
niveles toxicos (Drewnoski et al., 2014). Si bien, como era de esperar los corderos que
bebieron agua de TSA produjeron mayor concentracién de H2S ruminal, en comparacién

con los corderos que bebieron agua con TSB. Este aumento en la concentracion de H,S
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ruminal en respuesta a un mayor consumo de S es coincidente con lo observado en
estudios previos con agua de alto tenor de SO4 (Lépez et al., 2014; Lopez et al., 2017) o
mediante el consumo de alimentos con elevado contenido de S (Vanness et al., 2009;
Loneragan et al., 2011; Uwituze et al., 2011; Drewnoski y Hansen, 2013). La inclusion
dietaria de hojas de PA -como fuente de TC- contrariamente con lo esperado en este
estudio, incrementd la concentracion de H.S gaseoso en los corderos. No obstante, el
incremento del H2S gaseoso no estuvo correlacionado con una disminucién en consumo
como fue observado por Drewnoski y Hansen (2013) y Lépez et al., (2021). Kandylis
(1984) y Drewnoski y Hansen (2013) sugieren que la reduccion en consumo por la
concentracion HzS se debe a que este gas inhibe la motilidad ruminal e intestinal. En el
presente estudio, los consumos de alimento y agua aumentaron con la inclusion dietaria
de PA, probablemente debido a que los niveles concentracion de HzS en ningn momento
superaron el umbral sugerido de 2000 ppm (Drewnoski et al., 2014). En este sentido,
Wolf et al., (2019), en un experimento con niveles de suplementacion energético proteica
de forrajes de baja calidad en corderos bebiendo aguas con elevada concentracion de SO,
observaron concentraciones ruminales de H.S similares a las observadas ain con
elevados niveles de grano de maiz que deberia generar un ambiente ruminal favorable
para la reduccion de SO4 a H>S. Existen controversias en los resultados obtenidos por
diferentes investigadores donde tratan de especificar un umbral a partir del cual comienza
a ser evidente la toxicidad por H2S en los rumiantes. La variabilidad de resultados
demuestra que es necesario seguir investigando todos los factores que afectarian el
metabolismo del S en el organismo de los rumiantes. Por otro lado, en este ensayo no se
observo mitigacion de la reduccion de los SO4 por el efecto de los TC sobre las
poblaciones de bacterias sulforreductoras, al menos cuantificado mediante la

concentracion de H.S gaseoso. En sintesis, si bien la concentracion ruminal de H»S
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gaseoso aumento con la inclusion dietaria de hojas de PA, estos resultados muestran que
las hojas de PA como fuente de TC podrian repercutir en una mejora en la utilizacién de
alimentos en rumiantes sujetos a aguas de bebidas de alto tenor de sulfatos. En la
actualidad, no hay un completo entendimiento de los mecanismos por los cuales las sales
disueltas en el agua afectan el consumo de alimento (Lopez et al., 2021), pero se especula
que puede deberse a varios efectos que podrian producir las sales en el organismo animal.
En lo que respecta a la inclusion en la dieta de fuentes de TC, existen estudios que
muestran incrementos del consumo de alimento en forrajes con concentraciones
moderadas de estos metabolitos secundarios (Scharenberg, 2007; Maugen et al., 2014).
La concentracion de TC aportadas a las raciones, junto al tipo de TC presente, ejercen un
efecto importante sobre el consumo de alimento. Diversos autores (Barry y Manley 1984;
Waghorn et al., 1994; Beauchemin et al., 2007) afirman que el consumo de alimento
puede ser afectado cuando la concentracion de TC en la racién es superior 50 g TC / kg
MS. En nuestro estudio la concentracion de TC estuvo por debajo del valor mencionado,
lo que explicaria el aumento en el consumo de MO total cuando se suplemento a los
corderos con PA. La respuesta en consumo observada por la inclusion de PA en la dieta
puede sustentarse mecanisticamente por posibles cambios en la tasa de pasaje y tasa de
digestién ruminal, debido a que la extension de la digestion de la MO y la PB no difirieron
entre dietas y aguas (Min y Solaiman, 2018). Por lo tanto, aunque la concentracion
ruminal de H»S gaseoso no fue afectada por la presencia de hojas de PA en la dieta como
fuente para reducir la produccidn de este gas, es probable que haya ejercido una reduccion
en la produccion de H»S en fase liquida més relacionada con la motilidad, lo que podria
justificar el impacto de los TC presentes en las dietas con PA. El incremento en el

consumo de MO digestible de mayor magnitud relativa en aguas con elevado contenido
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de sulfatos podria sustentar un posible efecto positivo debido a la inclusion de fuentes de

TC en la dieta.

En términos generales, los TC forman complejos con carbohidratos, proteinas, y
minerales a pH neutro o ligeramente neutro que son disociados en el tracto digestivo
inferior, digeridos y absorbidos en el intestino delgado o fermentados en intestino grueso
(Barry y Mandey, 1984; Wang et al., 2015; Kelln et al., 2020). Valores de digestibilidad
similares de MO y PB observados en este estudio son producto de dietas similares en
composicidn, y es posible que la presencia de TC en la dieta con PA haya cambiado el
sitio de digestion sin afectar la extension de la digestion. Este efecto potencial de los
taninos sobre el sitio de digestion de la PB, puede haber sido responsable de un
incremento en el consumo con dietas enriquecidas con TC. En este sentido, Garcia (2014)
en un estudio in vitro para evaluar la actividad bioldgica de los TC, observo que los TC
del PA tuvieron una alta capacidad de formacién de complejos con albdmina comparado

con otras especies.

Diversos estudios sugieren que el incremento de PB pasante ruminal por la
presencia de TC incrementaria el flujo de aminoacidos absorbibles estimulando el
consumo de alimento por la presencia de los mismos a nivel intestinal (Owen y Zinn,
1988; Ellis et al., 2000). La suplementacion proteica en trabajos recientes (Wolf, 2019;
Lopez et al., 2014; 2017) muestran la necesidad de niveles superiores de suplementacion
proteica para incrementar el consumo de MO digestible en animales bebiendo agua de
TSA comparado con aguas de TSB. En este aspecto y en base a lo descripto previamente,
los TC posiblemente pueden haber incrementado el flujo de N no amoniacal impactando
favorablemente sobre el consumo con aguas de TSA. Este incremento se manifesto en los

corderos que bebieron aguas de TSB y TSA. La concentracion moderada de TC en la
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dieta (39 g TC/ kg MS) de acuerdo a reportado en la bibliografia (Aerts et al., 1999; Min
et al., 2003) mejoran el valor nutritivo del forraje en rumiantes, sin deprimir la ingesta
voluntaria de alimento ni la digestion de fibra ruminal. De la misma manera, Wang et al
(2015) estudiaron la especie Onobrychis viciifolia por su contenido de TC en novillos en
una concentracion de 50 g / kg MS y recomienda dicha concentracién de TC para evitar
reducciones en el consumo de alimento y digestibilidad de la MS. En otro estudio llevado
a cabo por Krueger et al., (2010), quienes evaluaron el efecto de extractos de TC de
quebracho (1 y 2% de la dieta) en novillos alimentados con racién base de forraje, no
registraron efecto sobre el consumo de alimento, peso corporal ni en la ganancia diaria de

Peso Vivo.

En cuanto al consumo de fibra, de modo similar a lo observado con las otras
variables fue incrementado por la presencia de TC en la dieta. Si bien no fue influenciado
por el tipo de agua, el incremento en el consumo de FDN por la presencia de PA en la
dieta fue de mayor magnitud en los animales bebiendo aguas con TSA (46,2%) que
aquellos bebiendo TSB (31,3%). EI consumo de FDN sigui6 una tendencia similar en
ambas dietas. En contraste con lo observado por otros autores, la digestibilidad de la MO
y la PB no fue afectada por el suministro de hojas de PA, posiblemente debido al nivel de
moderado a bajo de TC en la dieta. Abdullah et al., (2018) y Costa et al., (2020) reportaron
que TC ejercen un efecto inhibidor sobre la actividad de una serie de enzimas como
proteasas, zimogenos, lipasas, o-amilasas, celulasas, B-glucosidasas y ureasas,
deprimiendo de esta manera, la digestibilidad del alimento. Si bien, se hacen
comparaciones y suposiciones con otros estudios en cuanto a los niveles de inclusion
dietaria y el impacto de los mismos en forma generalizada, la variabilidad en la actividad
biolégica de estos compuestos dificulta la generalizacién en la respuesta esperada

mediante la inclusién dietaria. Por lo tanto, en el futuro el uso de especies con metabolitos
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secundarios como los TC requiere de mayor investigacion para poder explorar el

potencial de utilizacion en los sistemas de alimentacion.

La retencion de N y la eficiencia de uso del N consumido aumentaron por el
consumo de hojas de PA, mientras que el N excretado por heces no fue afectado. EI N
excretado en orina fue mayor con aguas de TSA, mientras que el consumo de TC a través
de hojas de PA tendi6 a reducir la proporcién de N excretado por orina. En un trabajo con
ovinos bebiendo aguas de TSA, Lépez et al., (2017) observaron una mejora en la
eficiencia del uso del N en respuesta al incremento del estatus proteico de la dieta. En
este estudio, el nivel de PB de las dietas experimentales fue elevado en ambas dietas, por
lo tanto, es de esperar que la eficiencia de uso del N no se vea afectada por el tipo de
agua. Por otra parte, la posible formacion de complejos TC — PB ruminal pudo haber
mejorado la utilizacion del N incrementando la proteina no degradable en rumen (PNDR)
de ladieta aun en condiciones de aguas de bebida con TSA. Barry et al., (1986) reportaron
que determinados niveles de TC de Lotus pedunculatus en la dieta incrementaron el flujo
duodenal de N no amoniacal impactando positivamente en el uso del N dietario. Este
incremento en la eficiencia del uso de N podria deberse principalmente a una mayor tasa
de reciclado de N, disminuyendo su excrecion por orina, e incrementando su aporte al

rumen a traveés de la saliva (Egan y Ulyatt, 1980).

Dentro del N excretado, el N eliminado a través de orina fue mayor cuando los
corderos bebieron TSA, lo que indicaria que el organismo de los animales presenta un
proceso de diuresis osmotica debido al aumento de la concentracién de solutos (debido a
las sales) en los tabulos de los rifiones (Lopez et al.; 2017). La respuesta observada por
la inclusién de TC mediante hojas de PA es similar a lo resumido en la revision de Wang

et al., (2015). En esta revision de trabajos cientificos, concluyeron que el consumo de TC
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disminuye la excrecion de N urinario, mejora la utilizacion de N en el organismo animal,
cuando los rumiantes fueron suplementados con Onobrychis viciifolia. El efecto de los
taninos condensados por la ingestion de PA se reflejé en una mejora en el balance total
de N. No obstante, la inclusion dietaria de PA en los corderos bebiendo agua de TSB
incremento el balance de N 21%, mientras que los que bebian agua de TSA un 59 %.
Estos resultados demostrarian que el consumo de TC mejora la utilizacion del N por parte
de los corderos. Diversos autores (Makkar et al., 1988; Min et al., 2003; Wang et al.;
2015) afirman que esa mejora en la utilizacién del N puede deberse a que los TC en rumen
disminuyen la degradabilidad de la proteina en rumen de forma directa, a través de la
formacion de complejos con las proteinas, lo que reduce su disponibilidad para la
degradacion microbiana; o de forma indirecta, mediante la union a enzimas extracelulares
(Makkar et al., 1988) metaloenzimas y/o membranas celulares, inhibiendo de esta manera
la actividad, transporte de nutrientes y crecimiento de los microorganismos (Koenig y
Beauchemin, 2018). Esta inhibicion de la degradacion de la proteina en rumen, permite
su pasaje a intestino e incrementa la disponibilidad y absorcion de aminoacidos esenciales
(Makkar, 2003; Makkar, 2007). Los mecanismos por los cuales los TC de PA afectan el
metabolismo de las proteinas en condiciones de elevadas concentraciones de sulfatos en
rumen no estan esclarecido, por lo tanto es necesario seguir estudiando estos procesos
fermentativos en los rumiantes. A pesar de que la inclusion de TC a partir de hojas de PA
en la dieta de los corderos increment0 la concentracion de H>S en rumen, ésta no
disminuyo el consumo de MO total ni el de agua, y mejoro el consumo de MO y proteina
digestible, asi como el balance de N en ambas calidades de agua de bebida, siendo este
efecto de mayor magnitud relativa cuando los corderos fueron expuestos al consumo de

agua elevada en sulfatos.
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4.5. Conclusién

Las hojas de PA utilizadas como fuente de TC para alimentacion de corderos
expuestos al consumo de agua con elevado tenor de SO4 no inhibieron la produccién de
H>S en rumen. Sin embargo, las concentraciones del gas no disminuyeron el consumo
total de MO ni el de agua en los corderos que bebieron agua de TSA. Ademas, el consumo
de TC de PA por parte de los corderos increment0 la digestibilidad del N, disminuyo6 la
excrecion de N urinario, mejorando la utilizacion de N consumido y el balance total de

N.

La carencia de una asociacion entre un mayor consumo de Sy el consumo de
alimento, pese a que la concentracion de H>S alcanzé niveles cercanos al umbral
establecido, genera la pregunta si realmente el H>S gaseoso u otra variable es realmente
relevante en el desempefio animal con aguas de alto tenor de SO4. Por lo antes expuesto,
surge la inquietud de generar conocimiento en el futuro que profundice sobre los
mecanismos que influyen sobre el consumo de alimento y agua con aguas de alto tenor

de sulfatos.
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El estudio llevado a cabo en esta tesis pretendié contribuir al conocimiento sobre la
utilizacién de plantas nativas como fuentes de taninos condensados (TC) como una
alternativa para disminuir los efectos negativos del consumo de agua con elevados tenores
de sulfatos (SO4) en rumiantes. Para lograr este objetivo se llevaron a cabo dos ensayos
de fermentacion in vitro para el testeo preliminar de especies nativas con posibilidades de
modular la fermentacion. Finalmente, se realiz6 un ensayo in vivo donde se evalu6 una

especie seleccionada en corderos que bebieron dos calidades de agua.

El primer objetivo especifico planteado fue “ldentificar las especies nativas que
contribuyan a mitigar la produccion de sulfuro de hidrogeno (H2S) ruminal” y se abord6
en el experimento 1 donde se testearon las hojas de 10 especies lefiosas que son

consumidas por los rumiantes en el Chaco Semiarido Argentino.

La composicién quimica de las especies estudiadas demostrd tener una calidad
nutricional adecuada para su utilizacion como suplemento en rumiantes, destacandose los
valores de proteina bruta superiores al 15% en todas las especies y valores moderados de
FDN. En el primer estudio se seleccionaron tres especies (AA, PA, LD) por la capacidad
de mitigacion de la produccion de H>S y CHgs in vitro y por mostrar caracteristicas
fermentativas similares a los alimentos que se utilizaron como controles en este

experimento: heno de alfalfa y granos de maiz.

Los objetivos especificos 2 y 3 de la presente tesis fueron abordados en el
experimento 2, donde se cuantificaron los Fenoles Totales (FT) y Taninos Condensados
(TC) de las especies seleccionadas en el experimento 1. Esta cuantificacion se utilizo para

armar las diluciones de los extractos utilizadas en la fermentacion in vitro.
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Las diferentes respuestas en los parametros de fermentacion in vitro obtenidas entre
especies, se atribuyeron a que los TC varian entre cada planta nativa, otorgandole
diferente actividad biol6gica debido principalmente a diferencias en la estructura quimica

y peso molecular de los TC.

En base a los resultados obtenidos en el experimento 1y 2 se selecciond a la especie
para el estudio in vivo. No obstante, la respuesta en base a la potencialidad para disminuir
la reduccion de los SO4a H>S durante la incubacion in vitro por el agregado de distintas
dosis al sustrato base utilizado no nos permitié detectar diferencias sustantivas entre
especies. Ademas, se demostro que los tratamientos con extractos de PA evidenciaron
una fermentacion ruminal y digestibilidad similar al control. Por otra parte, en la seleccion
de la especie para el estudio in vivo, ademas de los resultados obtenidos en los
experimentos in vitro y lo observado por Garcia (2014), se tuvo en cuenta la factibilidad
de uso de la especie por los animales para consumir sus hojas, debido a que no poseen
espinas, y es una planta nativa que permite una cosecha sencilla. Ademas, es una especie
de uso en la industria maderera, donde la hoja puede ser un co-producto que puede
utilizarse en alimentacion animal.

En el experimento in vivo se busco determinar el impacto de la especie PA sobre el
consumo de agua y alimento, digestibilidad, balance de nitrégeno y produccién de H,S
en corderos que beben agua con elevados tenores de sulfatos (TSA). Los resultados
obtenidos demostraron que la adicién de las hojas de PA utilizadas como fuente de TC
no inhibieron la produccién de H.S ruminal en los corderos que bebieron aguas de TSA,
sin embargo, no se vieron reflejados los efectos negativos del gas sobre el consumo de
materia organica total ni el consumo de agua, ademas que se evidencio incrementos en el
balance de nitrégeno, y cambio la particion del N — disminuyendo la excrecion de N en

orina, y mejorando en consecuencia la utilizacién de N consumido.
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Existe escasa informacion acerca del efecto de TC de hojas de especies nativas en
la fermentacion y en la respuesta animal cuando los rumiantes consumen elevadas
cantidades de azufre. En este trabajo se presentan las primeras evidencias sobre la
inclusion dietaria de hojas de PA como fuente de TC que intervienen en los procesos
fisiologicos que se generan por exceso de gas H»S dentro del rumen, por lo que estarian
impidiendo manifestar los efectos negativos de dicho gas en el desempefio productivo
animal.

Por lo antes expuesto, se sugiere seguir estudiando el efecto de los TC de PA en las
vias metabolicas del azufre dentro del organismo ruminal, para poder conocer con certeza
como intervienen dichos compuestos cuando los rumiantes consumen elevadas
cantidades de azufre a traves del agua de bebida y poder asociar esas intervenciones con

parametros productivos.
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