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El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de Tithonia diversifolia en la poblacion de protozoos y metanégenos ruminales en condi-
ciones in vitro. Los tratamientos se disefiaron de acuerdo con el nivel de T. diversifolia y fueron: (A) 0 (control); (B) 10 %y (C) 20 %. El
resto de la dieta consisti6 en pasto estrella (Cynodon nlemfuensis). El disefio experimental fue completamente aleatorizado. Los muestreos
se efectuaron a las 0, 2 y 4 horas después de iniciada la fermentacion. La composicion quimica de la planta mostro los siguientes valores:
23.95 % PC, 33.43 % FDN y 29.54 % FDA. El tamizaje fitoquimico demostrd la presencia de taninos y saponinas. La poblacion de protozoos
fue 3.75, 3.25 y 1.5 x 10° células. mL* para A, B y C, respectivamente. Las bacterias metanogénicas se redujeron en 1.64 y 2.7 veces con
10y 20 % de T. diversifolia, respectivamente. La inclusion de 10 % activo la poblacion de bacterias celuloliticas aunque el 20 % no difirio
del control. No se encontraron efectos en la poblacion de hongos ruminales. Se concluye que Tithonia diversifolia reduce la poblacion de

protozoos y los metandgenos ruminales en condiciones in vitro.
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Los rumiantes son responsables de alrededor del
23 % de la produccion de metano global. Esto es una
consecuencia inevitable de la fermentacion de los
carbohidratos en el rumen. El gas se emite a la atmosfera
mediante la eructacion y la cantidad liberada depende del
volumen de alimento consumido y de la composicién de
la racion, la que es menor en dietas bajas en fibra (Gil
2004). Mas del 10 % de la energia bruta en el alimento
se pierde en forma de metano. Ademas, la produccion de
metano por los microorganismos del rumen es estimada
en 300-600 L al afio en ganado adulto, lo que representa
aproximadamente 80 000 000 Tg al afio (Jouany 1994)
y representa alrededor del 23 % de la produccién de
metano total. Este gas es uno de los que mas contribuye
al efecto invernadero y es responsable del 18 % del
fendmeno (Johnson et al. 2000). Por estas razones,
muchas investigaciones se dirigen a encontrar vias para
reducir la emision de metano por los rumiantes.

En los rumiantes, la produccién de metano se afecta
por una variedad de factores dietarios y microbianos y
se conoce que muchos agentes quimicos son capaces de
inhibir la produccion de metano (ltabashi et al. 2000).
Sin embargo, todos estos productos son costosos y el pais
no dispone de recursos econdmicos para su adquisicion
en el mercado internacional.

Se ha demostrado que las bacterias metanogénicas
viven de manera endosimbiotica dentro o sobre la
superficie de los protozoos. Cualquier factor que
disminuya la poblacion protozoaria seré capaz de reducir
los metan6genos, asi como la produccién de metano.

El empleo de plantas, arboles y arbustos de
leguminosas, entre otras, puede ser capaz de cumplir
este proposito debido a la presencia de metabolitos
secundarios, tales como taninos y saponinas capaces de
ejercer efectos defaunantes (Galindo et al. 2009).

Por las razones anteriormente expuestas, el objetivo
de este trabajo fue evaluar el efecto de Tithonia
diversifolia en la poblacién de protozoosy metan6genos
ruminales en condiciones in vitro.

Materiales y Métodos

a) Tratamientos experimentales. Los tratamientos
experimentales se disefiaron de acuerdo con el nivel de
T. diversifolia y fueron: (A) 0 (control); (B) 10 %y (C)
20 %. El resto de la dieta experimental consistio en pasto
estrella (Cynodon nlemfuensis).

La muestra de Tithonia diversifolia de la investigacion
tuvo una edad de 30 d y su composicion quimica (%
de MS) se determind segin AOAC (1995) y fue de
23.95 PB, 33.43 FDN y 29.54 FDA, respectivamente.
La composicion en PB del pasto estrella fue 7.26; y el
tenor de FDN, ceniza, calcio y fosforo fue de 74.57,
10.11, 0.42 y 0.18 %, respectivamente.

El analisis fitoquimico de Tithonia diversifolia mostro
la presencia de los siguientes metabolitos secundarios:
taninos, ++; flavonoides, ++; saponinas, +y triterpenos,
+.

b) Procedimiento Experimental. EI experimento se
condujo en condiciones in vitro, para lo cual se utilizd
latécnica de Theodorou et al. (1994), donde se utilizan
18 botellas de 100 mL selladas para incubar las muestras
de alimento en liquido ruminal y un medio amortiguador.
Para incubar las muestras de alimento, se utilizaré 30 mL
de la mezcla, integrada por liquido de rumen y solucién
buffer en una proporcion 1:3 (10 mL de liquido de rumen,
20 mL de solucion amortiguadora).

Los muestreos se efectuaron antes de incubar (hora
0),alas2y 4 h, para las determinaciones de las bacterias
y los hongos. Se replicd 6 veces en el tiempo para lo que
se efectuaron 3 corridas de dos réplicas cada una.
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El pH se midi6 en pH- metro digital marca WPA.

El inoculo ruminal se obtuvo a partir de tres toros
mestizos, estabulados y con canula en el saco dorsal del
rumen. Estos se alimentaron con una dieta de forraje de
gramineas, sin suplementacion adicional y libre acceso al
agua. La muestra de liquido ruminal se colecto a través
de la canula, con la ayuda de una bomba de vacio y se
conservo en un termo herméticamente cerrado hasta su
traslado al laboratorio.

El procedimiento se realiz6 bajo atmésfera de CO?,
con el propdsito de garantizar las condiciones de estricta
anaerobiosis.

c) Técnicas de cultivo y conteos de microorganismos.
Se utilizé la técnica de cultivo de Hungate (1950) en
tubos rodados y en condiciones de anaerobiosis estricta
para determinar las poblaciones de bacterias viables
totales, celuloliticas, metanogénicas y de hongos
anaerobios.

La siembras de bacterias viables totales y celuloliticas
se efectuaron en los medios de cultivo de Caldwell y
Bryant (1966), modificado por Elias (1971) y Galindo
(1988). Para la determinacion de la poblacion de hongos
anaerobios, se utilizé el medio de cultivo de Joblin
(1981). Las bacterias metanogénicas se contaron por el
mismo método; pero se utilizé una mezcla de hidrégeno
y didxido de carbono (60:40) en la fase gaseosa. El medio
de cultivo fue descrito por Anderson y Horn (1987). El
nimero de unidades formadoras de colonia y de talo se
determind por conteo visual de aparicién de las colonias
en los tubos rodados, bajo lupa.

Los protozoos se preservaron en formol al 10 %
en una dilucién 1:1 (v/v). Las muestras preservadas
se guardaron en refrigerador a 4 °C y se contaron,
posteriormente, al microscopio dptico en camara de
Neubauer. Para ello, los protozoos se tifieron con una
solucion de violeta genciana al 0.01 % en &cido acético
glacial al 1 %.

d) Tratamiento estadistico. Se utiliz6 el andlisis de
varianza multivariado segun Torres et al. (2003) para
el analisis de la interaccion de los tratamientos con los
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tiempos de fermentacion que se evaluaron.

Se utiliz6 la Décima de Duncan paraP <0.05en los
casos necesarios. Los analisis estadisticos se realizaron
con los paquetes estadisticos Info Stat (2002) y SPSS+
(Visauta 1998)

Los conteos de microorganismos se transformaron
segun Ln N, para garantizar las condiciones de
normalidad en la curva de crecimiento. Para el analisis,
se aplico la férmula (K+N).10x, donde K es la constante
que representa el logaritmo de la dilucién en la que se
inocul6 el microorganismo; N es el logaritmo del conteo
de colonias, determinado como ufc x mL™?, uft x mL™*,
0 células x mL%; 10 es la base de los logaritmos y X es
la dilucion a la cual se efectu6 la inoculacion.

Resultados

No se encontré interaccion entre los factores en
estudio para ninguno de los indicadores.

La suplementacion con 20 % en base seca de Tithonia
diversifolia en la dieta para rumiantes produjo un
marcado efecto reductor de la poblacién de protozoos
en el rumen, aunque este efecto no se puso de manifiesto
cuando se emple6 el 10 % de T. diversifolia. No se
encontro efectos debido a la inclusion de la planta en
la poblacion de hongos celuloliticos del rumen bajo
las condiciones experimentales en las que se ejecutd el
trabajo (tabla 1).

La inclusion de T. diversifolia al 20 % redujo la
poblacion de bacterias viables totales (10 ufc.mL™),
tal y como se muestra en la misma tabla. Por su parte,
esta planta produjo incrementos en la poblacion de
bacterias celuloliticas del rumen, cuando se incluy6
a razon del 10 % de la MS total. Su inclusion al
20 % no produjo modificaciones en los referidos grupos
microbianos.

La inclusion de 10y 20 % de T. diversifolia produjo
reducciones en la poblacién de metan6genos ruminales,
lo que reviste una gran importancia ya que estos
microorganismos son responsables de la produccion de
metano a nivel de rumen (figura 1).

Tabla 1. Efecto de Tithonia diversifolia en algunos miembros de la poblacion microbiana ruminal

en condiciones in vitro

% Tithonia diversifolia

Indicador EE + sign
0 10% 20%
Protozoos, 10° cel. mL™ 1.322 1.172 0.69° 0.02*
(3.75) (3.25) (1.5)
Hongos celuloliticos, 10° uft. mL* 3.26 3.36 3.23 0.15
(26.1) (28.9) (25.2)
Bacterias viables totales, 10! ufc. mL™* 4.18° 4,172 3.90° 0.20*
(65.35) (65.00) (49.60)
Bacterias celuloliticas, 106 ufc. mL* 3.212 4.00P 3.372 0.12*
(24.9) (55.8) (29.2)

ufc. Unidades formadoras de colonias; uft unidades formadoras de talos. Datos transformados
seglin Ln X, medias originales entre paréntesis. *° Medias con letras diferentes dentro de la misma

fila, difieren a p <0.05 (Duncan 1955)

*P <0.05
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Figura 1. Efecto de Tithonia diversifolia en la poblacién de metanégenos, 10° ufc. mL™.

EE + 0.31*%

La tabla 2 muestra el efecto del tiempo de
fermentacion en algunos de los integrantes de
la poblacién microbiana del rumen. Como se
aprecia, no se encontré efecto del tiempo en las
poblaciones de protozoos, hongos celuloliticos y
bacterias celuloliticas. Sin embargo, las poblaciones
de bacterias viables totales y metanogénicas se
modificaron en el tiempo de fermentacion. A
partir de las 2 horas, se encontraron las mayores
poblaciones de viables totales, mientras que los
metandgenos fueron mas numerosos a las 2 horas,
para reducir su poblacidn a las 4, sin diferencias con
los valores que se alcanzaron antes de incubar.

Discusion
Los resultados que se obtuvieron a partir de la
presente investigacion demostraron, una vez mas, que es

posible utilizar el follaje de arboles y arbustos como una
de las vias manipuladoras de la fermentacién microbiana

ruminal, las que resultan econdémicas y amigables con
el medio ambiente.

Tithonia diversifolia manifest6 su potencial
fermentativo, informado previamente por Rosales
(1996) cuando incub6 esta planta mediante la técnica
de produccidén de gas in vitro y hallé 195.4 mL
después de un periodo de incubacion de 166 horas, asi
como una tasa de fermentabilidad de 3.66 mL. h'y
20.76 mL.h* para los compuestos altamente y lentamente
fermentables, respectivamente. Estos procesos
dependen, en lo fundamental, de diferentes factores tales
como la proporcion y nivel de consumo, el contenido de
nutrientes, su digestibilidad, asi como la eficiencia de
utilizacién por el animal (La O et al. 2009).

El efecto estimulador de las poblaciones de bacterias
celuloliticas cuando se utilizé 10 % del follaje de
T. diversifolia se pudiera relacionar con el elevado
contenido de proteina que present6 esta planta (23.91
%). Al respecto, trabajos desarrollados por Galindo et al.

Tabla 2. Efecto del tiempo de fermentacion en algunos miembros de la poblacién microbiana

ruminal en condiciones in vitro

. Tiempo, h .
Indicador EE + sign
0 2 4
Protozoos, 10° cel. mL* 1.26 1.35 1.39 0.03
(3.54) (3.87) (4.02)
Hongos celuloliticos, 10° uft. mL™* 3.46° 2.93° 2.15P 0.21
(31.87) (18.77) (18.60)
Bacterias viables totales, 10 ufc. mL* 3.87° 4.16° 4.242 0.17**
(48.40) (64.31)  (69.66)
Bacterias celuloliticas, 10° ufc. mL* 3.53 3.46 3.14 0.35
(34.13) (32.12)  (23.20)
Bacterias metanogénicas, 10%° ufc. mL* 3.48° 3.817 3.45° 0.19*
(32.82) (45.32)  (31.78)

ufc. Unidades formadoras de colonias; uft unidades formadoras de talos. Datos transformados

segun Ln X, medias originales entre paréntesis

abMedias con letras diferentes dentro de la misma fila difieren a P < 0.05 (Duncan 1955)

**P<0.01 *P<0.05
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(2009) demostraron que cuando se emplea el follaje de
arbustos, leguminosos o no, capaces de aportar fuentes
proteicas se pone a disposicion de los microorganismos
del rumen, especificamente los celuloliticos, compuestos
como el amoniaco, aminoacidos, péptidos y acidos
grasos de cadena corta ramificados (Araque 2003 y De
Luca 2003). Estas sustancias favorecen la degradacion
de la fibra (Hoover y Stokes 1991) y también justifican
la alta fermentabilidad de la materia secay, por lo tanto,
una rapida disponibilidad de nutrientes, productos de la
fermentacion, aspectos que se reportaron por Mahecha
y Rosales (2006).

Es importante que se considere que la inclusién
del 20 % de T. diversifolia mantiene la poblacion de
bacterias celuloliticas igual al tratamiento control, lo que
pudiera indicar que niveles superiores serian capaces de
provocar efectos reductores en esta importante poblacion
microbiana ruminal. Varios son los factores idoneos
que influyen de manera negativa en las poblaciones
de bacterias celuloliticas, fundamentalmente con estos
sistemas. Entre ellos, se destacan por su importancia:
la presencia de metabolitos secundarios, los que se
relacionan de manera estrecha con la edad de los
vegetales. (Ku Vera 2000).

En estudios realizados por Galindo et al. (2005) y
Galindo et al. (2007) al suplementar vacas con 30 % de
Leucaena leucocephala como parte del consumo total
de MS, estos autores encontraron incrementos en las
poblaciones de bacterias celuloliticas, asi como en la
actividad especifica de sus enzimas, al mismo tiempo
que se redujo la poblacion de protozoos ruminales.
Sin embargo, niveles superiores no fueron capaces de
producir efectos similares. De cualquier manera, se prevé
continuar los estudios con T. diversifolia y evaluar
diferentes niveles de participacion de la planta en la
dieta de los animales.

El efecto que se encontr6 en la poblacion de protozoos
puede tener su origen en la deposicion de metabolitos
secundarios de esta arbustiva: fenoles totales, taninos,
saponinas, entre otros. La respuesta en este sentido es
variable vy, al respecto, estudios realizados por Garcia
et al. (2008a) y Garcia et al. (2008b) al comparar la
aceptabilidad de 12 arbustos tropicales demostraron que
T. diversifolia contenia 1.49 % de fenoles totales, aunque
no detectaron la presencia de taninos condensados
ni taninos precipitantes de proteinas y el consumo de
MS kg PV! a las 6 horas fue 0.67, 0.99 y 3.88 para
vacunos, ovinos y caprinos, respectivamente. Indicaron,
ademas, que algunos de los compuestos secundarios pueden,
ademas, disminuir la parasitosis, evitar el timpanismo y
aumentar la longevidad y el tiempo de vida productivo de
los animales debido a su caracter anti-oxidante.

La respuesta que se obtuvo en la poblacion de
metanogenos era esperada. Es reconocido que la dieta
y, principalmente, el contenido de fibra influyen en la
densidad poblacional de estos grupos microbianos en el
rumen. De esa manera, en los sistemas de alimentacion
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basados en gramineas se observan 10°-10%° unidades
formadoras de colonias (ufc) por gramo de liquido
ruminal para estos grupos microbianos (Joblin 2004), lo
que se puede modificar mediante diferentes vias, dentro
de las cuales se encuentra el uso de compuestos como
taninos, saponinas, alcaloides y, ademas, productos
comerciales.

Otro aspecto que se debe considerar en los resultados
que se alcanzaron es el hecho de que los metandgenos
pueden vivir en el interior o adheridos a la superficie
de los protozoos ciliados del rumen y, en esas
condiciones, establecen relaciones de endosimbiosis
y son responsables de méas del 37 % de las emisiones
de metano (Hegarty 1999). En tales circunstancias,
la inclusion de 20 % de T. diversifolia ejercio efecto
defaunante, lo que contribuyé a reducir la poblacién de
metanogenos.

Al respecto, Galindo et al. (2005 y 2006) demostraron
que los taninos condensados y los polifenoles totales,
entre otros metabolitos, son capaces de reducir los
protozoos, asi como las saponinas. Abreu et al. (2003),
Liu (2008) y Galindo et al. (2009) demostraron que la
presencia de saponinas puede ejercer efectos similares,
lo que contribuye a “lavar” del rumen estas poblaciones
microbianas.

De los resultados que se obtuvieron, se puede concluir
que la inclusion de Tithonia diversifolia redujo la
poblacién de protozoos y los metan6genos ruminales
cuando se evalta en condiciones in vitro a los niveles
gue se evaluo en esta investigacion.
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