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La produccion de metano en el rumen causa dafios atmosféricos y reduce la productividad del animal. El objetivo de este estudio fue
evaluar el efecto de cuatro variedades de morera (Morus alba) en la produccion de gas total y metano en condiciones in vitro y
seleccionar la variedad mas promisoria en el control de la metanogénesis ruminal en bufalos de rio. Se utilizé un disefio completamen-
te aleatorizado con arreglo factorial (5 x 5) para evaluar cinco tratamientos: 1) 100 % de pasto estrella (PE) (Cynodon nlemfuensis)
(control), 2) PE + 30 % variedad Cubana, 3) PE + 30 % variedad Acorazonada, 4) PE + 30 % variedad Tigreada, 5) PE + 30 %
variedad Indonesia. Se usé la técnica de produccion de gas in vitro y se midi6 el volumen de gas y de metano producido, a las 4, 8,
12 y 24 h de incubacion. Para el analisis de los resultados se realiz6 un analisis de varianza multivariada. Se observo que la
produccion de gas se incremento en el tiempo para todos los tratamientos. A las 24 h de incubacién, las cuatro variedades de morera
(Morus alba) produjeron mas gas que el tratamiento control y la variedad Indonesia fue la que mas gas produjo (102.36 mL gas/g de
MS). La produccion de metano fue similar entre el tratamiento control y el tratamiento que contenia 30 % de la variedad Cubana
(99.74 y 89.13 uL/g de MS, respectivamente). Con respecto al control, las variedades Acorazonada, Tigreada e Indonesia produjeron
mas metano. De ellas, la Indonesia fue la que mas produjo. Se concluye que el 30 % de inclusién de las variedades evaluadas no logré
disminuir la produccion de metano en el rumen. Se recomienda evaluar otros niveles de inclusion de la variedad Cubana para lograr

mayor reduccidn de la produccién de metano.
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La mayoria del metano que proviene de los sistemas
de produccion de rumiantes se origina a partir de la fer-
mentacion de los carbohidratos de la dieta en el rumen
(Mc Ginn et al. 2008) y se considera un producto de la
fermentacion ruminal. Su produccién representa una
pérdida significativa de la energia del alimento, que usual-
mente varia entre 5y 15 % del consumo de energia
bruta de la dieta, y sus emisiones a la atmésfera provo-
can efectos dafinos. Por estas razones, mitigar sus emi-
siones se ha convertido en un tema de investigacion im-
portante.

Numerosas son las numerosas estrategias que se han
propuesto para reducir la metanogénesis ruminal, entre
las que se incluye la disminucion del nimero de rumian-
tes, la manipulacion genética de las bacterias
metanogénicas del rumen, la inhibicién de metandgenos,
la provision de aceptores alternativos de electrones, el
desarrollo de razas de animales que produzcan menos
metano y las manipulaciones de la dieta (McAllister y
Newbold 2008). Esta ultima es la que parece tener ma-
yor potencial de desarrollo en el futuro, debido a su sim-
plicidad y aplicacion préctica (Sharma 2005).

Las manipulaciones nutricionales para suprimir la
metanogénesis ruminal involucran las modificaciones
en las practicas alimenticias, la suplementacion, el sumi-
nistro de aditivos alimenticios (compuestos quimicos,
acidos organicos), y dietas que contienen metabolitos
secundarios (saponinas, taninos) y acidos grasos
insaturados (Sharma 2005).

El aprovechamiento de especies de arboles y arbus-
tos para el control de la metanogénesis ruminal constitu-
ye una alternativa que se debe considerar. En este sen-
tido, la morera (Morus alba) podria desempefiar una
funcién importante, debido a que contiene &cidos grasos
insaturados de cadena larga (Jaramillo 2005), que po-
drian actuar favorablemente en la disminucién de la pro-
duccion de metano en el rumen.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de
diferentes variedades de morera (Morus alba) en la
produccién de gas y metano en condiciones in vitro y
seleccionar la variedad méas promisoria en el control de
la metanogénesis ruminal en bafalos de rio.

Materiales y Métodos

Se empled la técnica de produccién de gas in vitro
descrita por Theodorou et al. (1994), para evaluar el
efecto de cuatro variedades de morera (Morus alba)
en el control de la metanogénesis ruminal en bufalos de
rio.

Animales y dieta. Se utilizaron como donantes del
liquido ruminal dos bufalos de rio (Murrah), machos adul-
tos, con canula simple en rumen, con peso promedio de
453 kg. Estos se alojaron en cubiculos individuales, a la
sombra y con libre acceso al agua y a los alimentos.
Todos recibieron forraje de pasto estrella (Cynodon
nlemfuensis).

Tratamientos. Se evaluaron cinco tratamientos: 1)
100 % de pasto estrella (PE) (Cynodon nlemfuensis)
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(control), 2) PE + 30 % variedad Cubana, 3) PE + 30 %
variedad Acorazonada, 4) PE + 30 % variedad Tigreada,
5) PE + 30 % variedad Indonesia.

Las plantas de morera procedieron de una planta-
cion de tres afios de establecida en la Estacién Experi-
mental de Pastos y Forrajes «Indio Hatuey». Se encon-
traban en suelos ferraliticos rojos y se fertilizaron con
gallinaza. Se cortaron hojas con los peciolos y tallos jo-
venes, de forma manual, simulando la seleccion del ani-
mal. El PE se cortdé a mano, en areas de pastoreo del
Instituto de Ciencia Animal.

Todo el material vegetal se seco en estufa a 60°C y
se molid hasta alcanzar tamafio de particula de 1 mm.
Latabla 1 muestra lacomposicion bromatolégica de los
tratamientos evaluados.
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morera evaluadas se les determino la concentracion de
compuestos fendlicos y la composicion de &cidos grasos
insaturados de cadena larga

Analisis quimico. El anélisis de la composicion
bromatoldgica de los tratamientos evaluados se realizo
segun las técnicas de la AOAC (1995) y las fracciones
fibrosas se analizaron por el procedimiento de Goeringy
van Soest (1970).

La concentracion de compuestos fendlicos se deter-
mind por lametodologia descrita por Makkar et al. (1988
y 1993) y la composicion de &cidos grasos insaturados
de cadena larga por cromatografia gaseosa, segun la
técnica descrita por Rodriguez et al. (1998).

El metano se determind por cromatografia gaseosa,
utilizando un cromatégrafo Philips PU-4400, con colum-

Tabla 1. Composicion bromatoldgica de los tratamientos evaluados (%)

Tratamiento MS Cenizas Ca P PB FDN FDA Lig Cel
Pasto estrella (control) 90.12 11.33 057 0.33 9.00 68.78 39.22 6.56 29.58
Pasto estrella + 30 % de 89.76 10.34 0.97 0.32 18.04 56.52 32.36 6.09 24.06
variedad Cubana

Pasto estrella + 30 % de 8952 11.24 0.97 0.30 17.86 57.45 33.13 6.31 24.58
variedad Acorazonada

Pasto estrella + 30 % de 89.28 11.68 1.01 0.32 21.06 56.27 32.85 7.10 24.11
variedad Tigreada

Pasto estrella + 30 % de 89.50 11.85 1.22 0.31 15.10 57.03 32.75 6.79 24.09

variedad Indonesia

Procedimiento experimental. Se pesaron 0.5 g de
cada uno de los tratamientos y se adicionaron a las co-
rrespondientes botellas de vidrio de 100 mL.

A los animales en ayuno se les extrajo liquido ruminal
a través de la cénula, con la ayuda de una bomba de
vacio. Este se guardd en un termo con cierre hermético
para garantizar las condiciones de temperatura (39° C)
y anaerobiosis durante el traslado al laboratorio.

El contenido ruminal de ambos animales se mezcloy
se filtrd por muselina. Al so6lido resultante se le afiadid
una pequefia porcién de solucion amortiguadora de
Menke y Steingass (1988). Se agitd por unos segundos
en una batidora doméstica para desprender los
microorganismos adheridos a la fibra. Posteriormente,
el filtrado de esta porcion se incorporo a la fraccion li-
quida. El fluido ruminal se mantuvo en atmosfera de CO.,.

Se afiadieron a cada botella 50 mL de una mezcla de
liquido de rumen y solucién amortiguadora de Menke y
Steingass (1988) en proporcion 1:3 (v/v) y se sellaron
con tapén de butilo y agrafe. Se incluyeron botellas sin
sustrato como blancos para corregir el efecto del liquido
ruminal en los volimenes de gas producido. Todas las
botellas se colocaron aleatoriamente en un bafio de tem-
peratura controlada a 39° C.

El gas se midi6 por desplazamiento del émbolo de
una jeringuilla de 10 mL, después de puncionar el tapon.

Se determind el volumen de gas y metano a las 4, 8,
12 y 24 h de incubacion. A las cuatro variedades de

na capilar de 25 m, con fase estacionaria DB-1. Se uti-
liz6 detector FID y H, (ImL-min*) como gas portador.
La temperatura del detector y del inyector fue de 200°C,
y la de la columna de 60°C. Se inyect6 1 mL de gas
contenido en la jeringuillay los calculos de la concentra-
cién de metano se realizaron a partir de la ecuacién ob-
tenida en la curva de calibracion: y = 0.0001x + 2.8515
(R? =0.99).

Disefio experimental y analisis matematico. Se em-
pled un disefio completamente aleatorizado, con arreglo
factorial (5x5), donde los factores fueron los tratamien-
tos y las horas de fermentacion. Para el analisis de los
resultados se realiz6 un analisis de varianza multivariada,
para encontrar la interaccion entre los tratamientos y las
horas de muestreo. En los casos en que la interaccion
fue significativa se realizd un andlisis de varianza de
parcelas divididas. Se aplicé la décima de comparacion
multiple de Duncan (1955) en los casos necesarios. Se
empled el programa estadistico INFOSTAT, propuesto
por Balzarini et al. (2001).

Resultados y Discusion

Hubo interaccion significativa entre los tratamientos
y los tiempos de muestreo para los indicadores evalua-
dos (produccién de gas y metano).

La fermentacion de los nutrientes (fundamentalmen-
te los carbohidratos) en el rumen produjo una mezcla de
gases, entre los que se encuentra el metano (Gonzalez
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et al. 2007). La técnica de produccion de gas in vitro
permite predecir la digestibilidad de los alimentos
(Theodorou et al. 1994 y Mota et al. 2005). Posibilita
ademas, cuantificar el volumen de metano producido en
la fermentacion ruminal. Los efectos de la inclusion de
las cuatro variedades de Morus alba que se evaluaron
en la produccién de gas y metano ruminal, respectiva-
mente, se muestran en la figura 1 y en la tabla 2.
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cualitativo que realizaron Garcia et al. (2002) a
las variedades Cubana, Tigreada y Acorazonada
reflejé que estas presentaron altas concentracio-
nes de azlcares de facil fermentacién. Es posible
que este indicador haya sido uno de los factores
que influyd en las mayores producciones de gas,
cuando se incluyeron estas variedades de morera
en la dieta.

—&— Pasto Estrella (Control)
—— Cubana

Acorazonada

Tigreada
—¥—Indonesia

o
L

0 4 8
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12 24

Figura 1. Efecto de la inclusion de cuatro variedades de Morera (Morus alba) en la produccién de metano en el rumen

Tabla 2. Efecto de la inclusidn de cuatro variedades de morera (Morus alba) en la
produccion de gas acumulada (mL de gas/g de MS incubada)

Tratamientos
Horas Control 30 % 30 % 30 % 30 % Sig.
Cubana Acorazonada Tigreada Indonesia
4 6.38%  13.39% 12.33® 9.0? 12.54%
8 12.48%  23.44 27.45° 24.19°  29.44° P <001
12 24.69°  40.46° 47.63% 43.03¢  51.39% '
24 56.59¢  74.22f 82.37f 76.22F  102.369

abedefy \edias con letras distintas difieren significativamente a P < 0.05 (Duncan 1955)
EE de la diferencia entre horas para la misma variedad de morera=+5.014
EE de la diferencia entre variedades de morera para el mismo o diferente hora-

rio=+10.753.

Como era de esperar, como consecuencia de la
fermentacion microbiana ruminal de los alimentos,
la produccién de gas se incrementd en el tiempo
para todos los tratamientos evaluados (tabla 2). A
las 24 h de fermentacién, los tratamientos que
incluian las diferentes variedades de morera pro-
dujeron mas gas que el control. Los tratamientos
que correspondian a las variedades Cubana,
Acorazonaday Tigreada produjeron igual volumen
de gas, mientras que Indonesia fue la que més gas
produjo en este tiempo.

En este trabajo no se realiz6 la determinacion de
carbohidratos reductores solubles de estas cuatro varie-
dades de Morus alba. Sin embargo, el analisis fitoquimico

Los resultados para la produccién de gas coin-
ciden con lo informado por Delgado et al. (2007,
datos no publicados), quienes evaluaron 25 % de
inclusion de Morus alba a una dieta de
Pennisetum purpureum. Estos autores atribuye-
ron las mayores producciones de gas del tratamien-
to con Morus alba a la alta disponibilidad de ma-
teria seca (entre 70-80 %) que caracteriza a esta
planta (Benavides et al.1994) y a su alto valor
nutritivo, con niveles de proteina de aproximada-
mente 20 %.

Cuando se analiz6 el efecto de los tratamientos
evaluados en la produccion de metano en el rumen
(figura 1), tanto para el tratamiento control como
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para 30 % de inclusion de la variedad Cubana, se
obtuvo igual cantidad de metano hasta las 24 h de
fermentacion. Ademas, se observé que en estos
dos tratamientos el metano se comenzd a producir
a partir de las 8 h de iniciada la fermentacion en el
rumen. Este Gltimo aspecto es similar a lo infor-
mado por Gonzalez et al. (2006), cuando evalua-
ron la adicion del &cido bromoetano sulfonico (BES)
a una dieta de alfalfa para reducir la produccion
de metano en el rumen. En cambio, las varieda-
des Acorazonada, Tigreada e Indonesia, comen-
zaron a producir metano a partir de las 4 h de fer-
mentacion. Hasta las 24 h de incubacion, las va-
riedades Acorazonada y Tigreada produjeron,
aproximadamente, igual cantidad de metano. La
variedad Indonesia tuvo la mayor produccion sig-
nificativa de este gas.

Hess et al. (2003) adicionaron la leguminosa
tropical Arachis pintoi a una dieta de gramineas
y las emisiones de metano se incrementaron des-
de un rumen artificial, como consecuencia de la
mejora en la degradabilidad de nutrientes de la die-
ta, con respecto a la dieta control, compuesta por
una graminea tropical limitada en nitrogeno. Lo
mismo pudo suceder en esta investigacion, con la
inclusion de 30 % de las variedades Acorazonada,
Tigreada e Indonesia a la dieta basal de pasto es-
trella, ya que la morera, a pesar de no ser una le-
guminosa, es una planta que aporta gran cantidad
de nitrégeno a la racion.

El potencial de los compuestos secundarios de
las plantas para reducir la produccion de metano
ha sido reconocido recientemente. Entre dichos
compuestos, los taninos condensados desempefian
una funcién fundamental (Beauchemin et al. 2008).
Las cuatro variedades de morera estudiadas tu-
vieron una concentracion muy pequefia, casi cero,
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de taninos condensados (tabla 3). Por tanto, en
este caso, los compuestos secundarios no parecen
estar involucrados en el control de la
metanogénesis ruminal. Es l6gico entonces que no
disminuyera la produccién de metano, cuando se
incluy6 30 % de estas variedades de Morus alba.

La suplementacion de la dieta con lipidos ricos
en &cidos grasos insaturados también reduce las
emisiones de metano a través de la hidrogenacién
de los mismos (Beauchemin et al. 2008). En la
tabla 4 se muestran las cantidades de acidos grasos
insaturados de las variedades de morera. Los aci-
dos oleico, linoleico y linolénico estuvieron presen-
tes mayormente en la variedad Cubana. La suma
de estos acidos equivalio a 24 %, a diferencia de
3, 12 y 17 % para Acorazonada, Tigreada e
Indonesia, respectivamente. Esto podria explicar
que la inclusion de 30 % de la variedad Cubana
produjera menos metano que el resto de las varie-
dades y tuviera un comportamiento muy similar al
tratamiento control.

Ninguna de las cuatro variedades de Morus
alba logré disminuir la produccion de metano
ruminal con 30 % de inclusion en la racion. Sin
embargo, teniendo en cuenta que la variedad Cu-
bana produjo la misma cantidad de metano que el
tratamiento control, se recomienda evaluar otros
niveles de inclusidn de esta variedad para lograr
mayor reduccion de la produccién de metano en el
rumen.
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Tabla 3. Concentracidn de compuestos fendlicos en cuatro variedades de morera
(Morus alba)

Variedad de morera (Morus alba)

Compuesto fendlico

Cubana  Acorazonada Tigreada  Indonesia
Fenoles totales! 32.03 3.97 5.04 39.75
Taninos totales! 24.50 2.04 2.75 30.90
Taninos Condensados? 0.30 0.20 0.10 0.40

!Valores expresados en equivalente a gramo de &cido tanico/kg de MS
2\alores expresados en equivalente a gramo de leucocianidina/kg de MS

Tabla 4. Composicion de acidos grasos insaturados de cadena larga en cuatro
variedades de morera (Morus alba) (% del total de acidos grasos)

Variedad de morera (Morus alba)

Acidos grasos

insaturados Cubana  Acorazonada  Tigreada Indonesia
Oleico C,,, C, 3.906 0.478 0.987 2.255
Linoleico C,, C,C,, 12.79 1.958 5.821 7.948
Linolénico C,,, n-3 9.385 2.211 7.004 8.510
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