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RESUMEN

Se determiné el efecto de la inclusion de la semilla de Sacha Inchi, forraje de
Moringa oleifera y Acacia mearnsii en la dieta de ovinos sobre la fermentacion y la
ecologia microbiana ruminal. La investigacion se desarrollé en el campus Querocha
de la Universidad Técnica de Ambato. Cinco tratamientos fueron evaluados: T1,
(Moringa 40%- 60%Forraje), T2; (sacha inchi 40%- Forraje60%), T3; (Acacia 40%-
Forraje 60%), T4; (Moringa 30%, Sacha inchi 30%, Acacia 30% Yy forraje 10%), bajo
un disefio de cuadrado latino (5x5). La degradacion de la materia seca (MS) en el
rumen, digestibilidad aparente de la MS y la Produccion de gas, metano y dioxido de
carbono fue evaluado. La fraccion soluble (A) fue mayor (P=0.0001) en el
tratamiento T2 (41.2%), en la fraccion insoluble pero potencialmente degradable (B)
no se observo diferencias entre los tratamientos evaluados (P=0.1602). La tasa de
degradacion en % por hora (c) fue mayor (P=0.0001) en T1. El potencial de
degradacion A+B fue mayor (P=0.0006) en T2 (77.6%). La degradacion efectiva a
las diferentes tasas de pasaje 0.02, 0.05 y 0.08 k fue mayor (P=0.0001) en T1 (65.1,
56.8 y 52.3 % respectivamente). La digestibilidad de la MS fue mayor (P=0.0001) en
el T5 (53.7). La produccion de gas, CHs y CO2 fue menor (P=0.0001) en los
tratamientos T1 y T2. Las poblaciones de protozoos Holotricos y Entodinomorfos a
las 12 horas no mostraron diferencias significativas entre tratamientos (P=0.9438 y
P=0.1242 respectivamente). A las 24 horas la poblacion de protozoos Holotricos fue
menor (P=0.0010) en T3 y T5. Sin embargo, la poblacién de protozoarios
Entodinomorfos no presentaron diferencias (P=0.1082) entre tratamientos. Bajo las
condiciones de este estudio, se puede concluir que: la inclusion del forraje de
Moringa oleifera, Plukenetia volubilis y Acacia mearnsii en la dieta de rumiantes,
disminuyen la produccién de gases de efecto invernadero y la poblacion de

protozoarios del rumen.

Palabras claves: degradabilidad, digestibilidad, fermentacion ruminal, produccién

de gas.



SUMMARY

The effect of the inclusion of the seed of Sacha Inchi, forage of Moringa oleifera and
Acacia mearnsii in the diet of sheep on fermentation and rumen microbial ecology
was determined. The research was developed at the Querocha campus of the
Universidad Tecnica de Ambato. Five treatments were evaluated: T1; (Moringa
40%- 60% fodder), T2; (sacha inchi 40%- fodder 60%), T3; (Acacia 40%- fodder
60%), T4; (Moringa 30%, Sacha inchi 30%, Acacia 30% y fodder 10%), under a
Latin square design (5x5). The rumen degradation of the Dry Matter, Apparent
digestibility of the Dry Matter and Production of gas, methane and carbon dioxide
were evaluated. The soluble fraction (A) was higher (P = 0.0001) in the T2 treatment
(41.2%), in the insoluble but potentially degradable fraction (B) no differences were
observed between the evaluated treatments (P = 0.1602). The degradation rate in%
per hour (c) was higher (P = 0.0001) in T1. The potential for A + B degradation was
higher (P = 0.0006) in T2 (77.6%). The effective degradation at the different passage
rates 0.02, 0.05 and 0.08 k was higher (P = 0.0001) in T1 (65.1, 56.8 and 52.3%
respectively). DM digestibility was higher (P = 0.0001) in T5 (53.7). The production
of gas, CH4 and CO2 was lower (P = 0.0001) in treatments T1 and T2. Holotric and
Entodinomorphic protozoa populations at 12 hours did not show significant
differences between treatments (P = 0.9438 and P = 0.1242 respectively). At 24
hours, the Holotric protozoa population was lower (P=0.0010) in T3 and T5.
However, the population of Entodinomorphic protozoa did not show differences
(P=0.1082) between treatments. Under the conditions of this study, it can be
concluded that the inclusion of Moringa oleifera, Plukenetia volubilis and Acacia
mearnsii forage in the diet of ruminants, reduces the production of greenhouse gases

and the population of rumen protozoa.

Keywords: degradability, digestibility, ruminal fermentation, gas production



CAPITULO |
1.1. INTRODUCCION

En lo que compete a la nutricion de los bovinos se debe tomar en cuenta que su
alimentacion es a base de gramineas y leguminosas rastreras dependiendo de la zona
latitudinal en la que se encuentre; con respecto a la costa y sierra que presentan mono
cultivos de gramineas y en lo que compete al alti plano es de Monocultivo de
mezclas forrajeras entre gramineas y leguminosas rastreras; sin embargo los balances
nutricionales principalmente del aportes de energia hay que tenerlos en cuenta ya
que un déficit en esta podria llevar a problemas como: la pérdida de peso, el
acortamiento de produccion lactea y descenso de la misma, entre otras (Huber,
Ramirez and Oxf, 1978). Por otro lado, en lo que respecta a una carencia de proteina
en el suministro de alimento contribuira con el descenso de &cidos grasos volatiles
(AGV’'s), ya que la biomasa bacteriana estd compuesta de alrededor del 50%de
proteina (Makkar, 2009).

Actualmente la ganaderia ha sido sefialada como un responsable principal de los
problemas medioambientales; debido a que genera méas gases de efecto invernadero
que otras explotaciones agropecuarias; por lo cual este proyecto tiene como fin la
evaluacién de la aplicacion de nuevas dietas a base de forrajes como: Forraje de
Moringa oleifera, Acacia mearnsii y Sacha Inchi, para disminuir la produccién de
AGV’s, (propionico, acético y butirico principalmente) sin alterar de forma negativa
la fisiologia animal como por ejemplo la degradabilidad ruminal, la digestibilidad
ruminal, entre otros (Borge, 2011) & (Czajkowski et al., 2017)

Estudios anteriores afirman que la reduccion de la produccion de gas se da por una
baja degradabilidad ruminal, sin embargo, si el suministro de alimento tiene una
degradabilidad alta pero con un alto valor de proteina cruda (PC) también se
producira menor cantidad de gas (Melesse et al., 2012), a pesar de esta afirmacion se
debe tener cuidado debido a que una exceso de PC podria producir dafio al animal

(toxicidad del amoniaco (NH3) en el organismo, reduccion de fertilidad) a pesar de



que esta sea utilizada por los microorganismos para la sintesis de sus propias
proteinas y aminoacidos al ser transformada a nivel ruminal a NH3 (degradacién de
la proteina a péptidos y aminoacidos y estos a través de las enzimas a amoniaco) el
exceso de esté una vez absorbido es dirigido al higado para ser sintetizado en
aminoacidos, otros compuestos nitrogenados y urea proXximamente excretada en
forma de orina, leche y saliva. Por otro lado dicho dafio no es confirmado ya que
entre estudios realizados se han presentado controversias en este punto (Mejia and
Mejia, 2007).

La Moringa oleifera es una nueva fuente de proteina cruda (PC) y carbohidratos
estructurales, que ha demostrado en estudios anteriores producir una baja cantidad de
gas debido a su alto contenido de proteinas y grasas en las hojas (Rusdy, Yusuf and
Ismartoyo, 2020) & (Luz and Santacoloma, 2011). Por otro lado (Melesse and
Berihun, 2013) mencionan que el alto contenido de lignina (Gnica fibra no
carbohidrato o no polisacarido conocida y abundante en el mundo vegetal) en las
vainas verdes produce una reduccion en la produccion de gas, debido a que produce
un limitado ataque de los microorganismos al suministro alimenticio (Miron et al.,
2016), (Moyo et al., 2011) & (Makkar, 2009).

La Acacia mearnsii es una fuente natural de proteina, fibra y alta concentracion de
taninos condensados, benéficos para los bovinos ya que producen un efecto llamado
proteina sobrepasante debido al enlace proteina-tanino, el cual consiste en proteger la
proteina que se encuentra libre en el rumen de la degradacion de los
microorganismos ruminales; este efecto produce una disminucion en la degradacion
de PC y de la FDN dandonos como resultado una menor produccién de gas metano y
AGVs (propionico, acético y butirico); y una mejor utilizacion de nitrégeno ya que
inhibe a la ureasa microbiana ruminal impidiendo un exceso de nitrégeno en el
rumen (Noreljaleel et al., 2019) & (Kazemi, M., 2012).

La semilla de Sacha Inchi (Plukenetia volubilis) es considerada como una fuente de

proteina (27%), aceites (34- 60%) y una alta concentracién de &cidos grasos

4



polisacaridos (48,6%) entre ellos el de mayor concentracion es el a-linolénico
(50,8%); Dohme-Meier et al., (2014) sefiala que las grasas con alta concentracion de
acidos grasos puede producir una disminucion de metano y de protozoos ya que es
toxica para dicha poblacién; la misma que se encuentra en simbiosis con las bacterias
metanogénicas por lo que su poblacion también disminuiria y al ser estas las
responsables de la degradacion de la materia organica para la formacion de metano,
es directamente proporcional a la disminucion del mismo (Lopez, K; Santa Cruz, C;
Gutiérrez, 2016), (Francisco de Paula, et al., 2015) & (Prieto-Manrique, 2016)

Tomando en cuenta estos antecedentes se puedo llegar a la conclusion de que el
desbalance proteico tanto como el energético se debe a la baja calidad alimenticia por
lo cual se busca nuevas fuentes de alimento con alta digestibilidad ruminal y que

permita a su vez reducir el dafio a nivel ambiental.



CAPITULO 11

REVISION DE LITERATURA O MARCO TEORICO

2.1. ANTECEDENTES INVESTIGATIVOS

La introduccidn de plantas arboreas- leguminosas se presenta en la actualidad como
una viable solucién a la rentabilidad mejorando la produccion, dado al incremento de
la digestibilidad, contenido proteico e incluso a minerales y aceites esenciales para la
nutricion; debido a esto actualmente se realizan estudios como el de Urbano, D.,
Davila, C., & Moreno, (2016) en el que sefialan que un sistema de produccion
lechera con leguminosas alcanz6 una mayor produccion de leche con un alto nivel
proteico, en comparacion al sistema tradicional con gramineas que obtuvo una mejor

produccion.

Nouala, S., et al., (2006), realizaron un estudio “La influencia de las hojas de
Moringa oleifera como sustituto del concentrado convencional en la produccién de
gas in vitro y la digestibilidad del heno de cacahuete” en el que utilizaron 3 toros de
6 afios, canulados de forma permanente en el rumen, los mismos que se mantenian
aislados individualmente y alimentados con maiz adicionandoles un suplemento de
mezcla concentrada en 20%. La mezcla obligatoria era de torta de cacahuete y
salvado de arroz en proporcion 1:1y los suplementos que utilizaron fueron 4: solo la
mezcla concentrada (T1), Moringa oleifera (T2), Concentrado y Moringa oleifera
(75:25) y concentrado y moringa oleifera (50:50). Concluyo que al remplazar el
concentrado con Moringa oleifera en un 25% del total del mismo se obtiene un
mejor aporte nutricional y aumenta la rentabilidad; menciona también que la

Moringa oleifera puede ser utilizada en un 50% y no afectar al rumen.

Rodriguez, (2011), estudio la “alimentacion de vacas lecheras con Moringa oleifera

en fresco y en ensilado sobre la cantidad, calidad y composicion de leche” para lo

6



cual utiliz6 un tratamiento control (P.purpureum cv CT115) y un concentrado
comercial para vacas lecheras. Analizo los resultados y concluyd que la Moringa
oleifera puede ser suministrada de forma Unica como alimento, sin presentar efectos
negativos ya sea en la digestibilidad, el consumo voluntario o la produccion de leche
ademas sefiala también que dicha planta no produce alteraciones en la composicién

quimica de la leche.

Miron et al., (2016), afirman que el contenido protéico de las hojas de Moringa
(Moringa oleifera) es acto a nivel nutricional para ser utilizado como alternativa en
suplemento para la produccion de rumiantes, principalmente cabras en crecimiento,
de acuerdo con sus estudios; se recomienda utilizar hasta el 75% de follaje de
moringa en sustitucion de concentrados convencionales, ya que la rentabilidad es

mejor y la digestibilidad es mayor.

Pérez, V. (2013), realiz6 un estudio bromatol6égico de la harina de sacha inchi
(Plukenetia volubilis) con el fin de conocer sus valores nutricionales y compararlos
con la torta de soya para posteriormente sustituir su uso con la harina de sacha inchi.
Los resultados obtenidos fueron los siguientes: Proteina (sacha inchi 45 %) (torta de
soya 46%), lisyna, metionina y treonina (sacha inchi 2; 2; 1,82%) (torta de soya 2,89;
0,65; 1,87%); por lo que concluye en que dado que los niveles nutricionales de las
dos materias primas son similares se puede sustituir de forma parcial o total la soya
como fuente proteica en la nutricion animal y recomienda realizar mas estudios para

descartar efectos secundarios de dicha materia prima.

Muirragui, C. (2013), mediante un estudio dio a conocer que la pasta de sacha inchi
cruda no es palatable y sefiala ademas que no cumple con los niveles nutricionales
adecuados para ser considerada una materia prima Optima para balanceados; sin
embargo la pasta tostada de sacha inchi es lo suficientemente palatable para su
utilizacion en balanceados avicolas; toda esta informacion obtuvo de su

experimentacion con 3 tratamientos: T1( 25% de pasta tostada de sacha inchi),



T2(25% de pasta cruda sacha inchi) y T3( 25% pasta soya), donde se observo que el

consumo del tratamiento 1 fue superior al 2 pero inferior al 3.

Guamani Toapanta, (2018), investigd el “efecto de inclusion de sacha inchi
(Plukenetia volubilis) en la dieta de ovinos sobre la fermentacion ruminal y la
produccion de gas”, para lo cual realiz6 8 tratamientos, los mismos que tuvieron
distintos %; (0%, 10%, 20%, 10%, 20%,2%, 4% y 6%). Obteniendo como
conclusién que los tratamientos con 10% y 20% tuvieron la menor produccion de
metano y en lo que respecta a CO2 los niveles de 2%, 4% y 6% fueron los que

presentaron mejores resultados.

Tituafia P, (2018), reporta que en su estudio el consumo voluntario de leguminosas
arboreas en caprinos, la especie que destaco finalmente fue Acacia mearnsii como
una de las plantas con mejores resultados (112,43 g/kg MS) para la utilizacion de
forrajes en consumo voluntario y menciona que puede deberse a los bajos niveles de
FDN y FDA (10% y 15.6%) como también sefiala Ayata et al. (2015), que las
especies arboreas con niveles bajos de fibra, benefician el consumo voluntario y la
digestibilidad. Sin embargo, en este caso la degradacion fue baja - el consumo
voluntario alto -la digestibilidad baja y la produccién de gas in vitro se encontr6 en
valores intermedios (446.38mL/0.5g).

Wischer, G., Boguhn, J., Steingal3, H., Schollenberger, M., & Rodehutscord, (2013),
menciona que en su proyecto de investigacion utiliz6 6 vacas canuladas con el fin de
analizar el efecto de los taninos en la fermentacion ruminal; para lo cual utilizé
monensina en una dosis de 300mg/animal/dia y un extracto de Acacia mearnsii rico
en taninos 100mg animal/dia. Los resultados fueron de 10.7% de reduccion de
metano con monensina y de 8% con taninos; por lo que concluye en que el uso de
dichos sustratos ayuda a mejorar el metabolismo energético y por tanto a disminuir el

metano.

Aguillon, M, (2020), realiz6 un experimento in vitro e in situ para determinar el

efecto de Acacia mearnsii en una funcién ruminal y en la produccion de metano y



CO2, en la cual utiliz6 4 tratamientos (T1) Medicago sativa y Lolium perenne
50/50%, (T2) Medicago sativa, Lolium perenne y Acacia mearnsii 40-50-20%, (T3)
Medicago sativa, Lolium perenne y Acacia mearnsii 30-30-40% y (T4) Medicago
sativa, Lolium perenne y Acacia mearnsii 20-20-60%) y 6 repeticiones dandole un
total de 24 observaciones. El tratamiento 1 y 2 demostraron una mayor digestibilidad
tanto en MS (T1: 74.794 y T2: 58.141) como en MO (T1: 77.093 y T2: 59.495)
comparacion a los otros 2 tratamientos T3 (MS 41.496 y MO 41.532) yT4 (MS
20.656 y MO 20.681).

Roa and Mufoz, (2012), realizaron un estudio de inclusién de la Acacia roja
(Delonix regia) donde obtuvieron resultados similares a los obtenidos en el
tratamiento 2 del estudio de Vargas (2020) y sefialan que la utilizacion de plantas
fenolicas y aminoliticas tienen una funcion como reguladoras ruminales, las mismas
que al entrar en el rumen tienen la funcion de modular la micro flora bacteriana
dando como resultado un mejoramiento de su funcionamiento y eficiencia en lo que
respecta a la degradabilidad de compuestos y asi una mayor digestibilidad tanto para

materia seca como organica.



2.2. Caracteristicas Fundamentales

2.2.1. Moringa (Moringa oleifera)

La Moringa oleifera es una planta leguminosa originaria de India, Pakistan,
Himalaya y Afganistan; la misma que se encuentra en la mayor parte del planeta a
una altitud que oscile entre los 0 msnm y los 1800msnm, ademas se reproduce de

forma asexual y sexual (Roa and Mufioz, 2012).

CUADRO. 1. Caracteristicas taxondmicas de moringa (Moringa oleifera)

NOMBRE CIENTIFICO Moringa oleifera
DIVISION Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
FAMILIA Moringaceae
GENERO Moringa
ESPECIE M. oleifera

Fuente: Tituafa Pulluquitin, M. C. (2018)

CUADRO.2. Contenido nutricional de las hojas de moringa (100g)

NUTRIENTE MORINGA
Vit. A (ug) 1129
Vit. C (ug) 221
Camg 440
K mg 258
Proteinas mg 6700

Fuente: Rodriguez, (2011).

2.2.2. Sacha Inchi (Plukenetia volubilis)

Sacha inchi, es una planta leguminosa nativa de las zonas bajas de Los Andes en
Sudameérica, también es conocida con varios nombres de los cuales los mas
distinguidos son: mani del inca, sacha yuchi y mani silvestre; debido a que su

nombre derriba del quechua donde sacha es “silvestre” e inchi “mani”; otra de sus
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caracteristicas es que es considerada una oleaginosa completa dado a los compuestos
de su semilla como los aminoacidos esenciales y no esenciales que posee (Roa and
Mufioz, 2012).

CUADRQO. 3. Composicion quimica de la semilla de sacha inchi (Plukenetia

volubilis)
HUMEDAD% 4,2+ 0,2
PROTEINA% 29,6 +0,5
FIBRA 6,6 +0,7
CENISAS 2,7+0,2
CARBOHIDRATOS TOTALES 12,1+1,3

Fuente: Guamani Toapanta, (2018).

2.2.2.1. Propiedades de la semilla

La semilla de Sacha inchi esta compuesta por un alto contenido de aceites (34-61%)
y proteinas (26-27%) ademas de sustancias termolabiles. Esta semilla posee
bioactivos como fitoesteroles (b-sitosterol y estigmasterol) y tocoffenoles (c-y d-
tocopherols); minerales (K, Mg, y Ca), acidos grasos (50,7% a-linoleico, 33,5%
linoleico principalmente y oleico, palmitico en menores cantidades), altas cantidades
de cisteina, tirocina , triptéfano y treonina en relacion a otras semillas de plantas

arboreas u oleaginosas (Roa and Mufioz, 2012).

Cisneros, F. et al., (2014), sefialan que el aceite de la semilla de sacha inchi es
considerado como el mejor debido a sus altos niveles de acidos polisaturados como:
acidos grasos esenciales (48,61%) alfa linolénico Omega 3, (36,79) linoleico Omega
6 y (8,29) oleico Omega 9; ademas también contiene Acidos grasos saturados,
antioxidantes y vitaminas por lo cual sefialan que es el mas apto para el consumo
tanto humano como animal ya que supera a los aceites de oliva, girasol, palma, maiz,

etc.
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2.2.3. Acacia (Acacia Mearnsii)

La Acacia es una planta arbdrea leguminosa, distribuida en todos los continentes con
excepcion de Europa. Se caracteriza principalmente por su alto contenido proteico en
hojas y ramas; sin embargo, su utilizacion como suministro animal ha presentado
controversias entre actores, debido a sus altos niveles de compuestos secundarios
(taninos y saponinas) considerados anti nutricionales (Waghorn, G. C., & Hegarty,
2011).

CUADRO.4. Composicion anti nutricional de acacia

Taninos 76,6 mg/100g
Fitatos 16,3 mg/10g

Inhibidores de tripsina | 28,3 Ul/mg
Fuente: Garcia et. al. (2014).

2.2.4. Taninos

Los taninos compuestos pertenecientes a los polifenoles, presentes en plantas
leguminosas forrajeras principalmente de climas templados y tropicales. Estos
taninos son utilizados por las plantas como defensa ante herbivoros, patdgenos
ademas de utilizarlos para conservar el nitrogeno. Estos compuestos se caracterizan
principalmente por formar un complejo conocido como tanino-proteina, el cual se
realiza al enlazarse el tanino a la proteina para evitar la degradacién proteica a nivel
ruminal. Los taninos se clasifican en hidrolizables y condensados, los mismos que
tiene un efecto anti nutricional o toxico pero que puede actuar o no de forma benéfica
para los animales dependiendo de su nivel de concentracién en la planta (Cortés J, et
al., 2009)

Johnson et al., (2007), sefialan que los taninos condensados en cantidades moderadas
producen un efecto benéfico en el metabolismo de los rumiantes al nivel proteico, ya
que disminuye la degradacion de la proteina en el rumen mediante el complejo
tanino-proteina lo que conlleva a un aumento de absorcion de aminoacidos a nivel
del intestino delgado y esto a una disminucion de parasitos gastrointestinales y a la
presentacion de timpanismo.
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CAPITULO 111

HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

La inclusidn de forraje de Moringa oleifera, semilla de sacha inchi y Acacia mearnsii
a la dieta de bovinos influye de forma positiva a las funciones del rumen y la

reduccién de produccion gas.

3.2. OBJETIVOS

I. OBJETIVO GENERAL

1.Evaluar el efecto de la inclusion de la semilla de Sacha Inchi, forraje de
Moringa oleifera y Acacia mearnsii en la dieta de rumiantes sobre la

fermentacion y la ecologia microbiana ruminal.

Il. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1). Determinar el efecto del forraje de Moringa oleifera en la dieta de
rumiantes sobre la fermentacion y la ecologia microbiana ruminal.

2). Evaluar el efecto de la inclusion de la semilla de Sacha Inchi (Plukenetia
volubilis) en la dieta sobre la fermentacion y la ecologia microbiana ruminal.
3). Analizar el efecto de suministrar Acacia mearnsii en la dieta sobre la

fermentacion y la ecologia microbiana ruminal.
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CAPITULO IV

METODOLOGIA

4.1. Ubicacion del experimento

El presente trabajo se realizo en el establo de la Granja Experimental Docente en
Querochaca, ubicada en la parroquia La Matriz perteneciente al Canton Cevallos de
la provincia de Tungurahua que se encuentra a una altitud de 2868msnm
aproximadamente; cuyas coordinadas geograficas son: 1°21°02°" latitud Sur y
78°36°21"" longitud Oeste (GPS).

4.2. Caracteristicas del lugar
4.2.1. Clima

El centro meteoroldgico ubicado en la Granja Experimental Docente de Querochaca,

Universidad Técnica de Ambato informd las siguientes caracteristicas climaticas:

-Temperaturas variantes entre 5 y 20° C - Humedad relativa: 76,1%  Velocidad de

viento: 3,3 m/seg. Direccion Este-Oeste.

4.2.2. Suelo

Esta zona se caracteriza por poseer material volcanico, presencia de relieves con pH
de neutro a alcalino ligeramente, el reporte de dicho suelo menciona las

caracteristicas siguientes:

N: 41ppm P: 252 ppm K:0,5meq/100g Ca: 3,3 meq/100g Mg: 1meq/100g
MO: 3,1% (Mojica R. et al., 2009).

4.2.3. Agua

El agua utilizada provino del canal Ambato- Huachi — Pelileo; mismo que contiene
un pH de alrededor de 7,78.
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4.3. Animales

La presente investigacion requirid la utilizacion de 5 rumiantes provistos de una

fistula permanente con canula en el rumen.

4.4. Alimentacién

Los rumiantes fueron alimentados con una dieta forrajera mixta a base de kikuyo,
Ray Grass y Alfalfa méas agua ad libitum. En las dietas experimentales se utilizé el
forraje de Moringa, Semilla de Sacha Inchi (Plukenetia volubilis) y Acacia mearnssi

como bases de 5 diferentes dietas.

4.5. Alojamiento

Los animales se alojaron en los potreros durante el dia y en la noche en los corrales

de piso cubierto por techo es decir un sistema de estabulacion mixta.

4.6. EqQuiposy materiales
4.6.1. Equipos.

e Digestor de Fibra (ANKOM Technology) .- Sirve para observar
la cantidad de composicion quimica de los forrajes de la dieta,
especificamente de la pared celular en lo que respecta la Fibra
Detergente Neutra, Fibra Detergente Acida y Lignina.

e Transductores de gas o de presion. - Sirve para medir Metano,
CO2 y Oxido Nitroso

e Camara de Neubauer o Hemocitémetro

4.6.2. Materiales.
4.6.2.1. Material Vegetal

e Forraje de Moringa
e Semilla de Sacha Inchi

e Acacia Mearnsii
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4.6.2.2.  Obtencion del forraje de moringa

Esta obtencion fue de Unicamente hojas y tallos tiernos de matas con rebrotes de 60 a
70 dias, el forraje de moringa se trajo de la Universidad Estatal de la Peninsula de
Santa Elena de una parcela de alrededor de 5000m? establecida hace 3-4 afios; para la
obtencion de forraje se hiso un corte de igualacion de las matas y posterior a los 60 —
70 dias se recolecto todas las hojas frescas y los tallos més tiernos; posterior a eso
las hojas fueron deshidratadas bajo cubierta y luego llevadas una estufa de aire
forzado para su respectivo secado a 40-50°C; posterior a esto fueron molidas hasta
alcanzar una particula de 2mm utilizando un molino de martillo, con el fin de realizar
las pruebas tanto de analisis quimico, como de analisis tanto en in vitro como in
vivo; y anterior a esto después de la recoleccion de tallos tiernos se separé una
cantidad la cual fue llevada inmediatamente al laboratorio para analizar el % de
materia seca (Kou et al., 2018) & (Olson, and Alvarado-Cardenas, 2016).

4.6.2.3. Obtencion la Semilla de Sacha Inchi

Los frutos de Sacha Inchi se los recolecto de una plantacion de la zona del Tena de la
provincia de Napo con sembrios establecidos de alrededor de 3 %2 afios de la cual los
frutos se recolectaron en la época de cosecha; para la obtencion de la semilla se retird
la carcasa y se obtuvo la harina de sacha inchi Unicamente de la almendra sin la
cascara; esta almendra fue puesta alrededor de unos 300g en una estufa a 40 — 50°C
(evitando la volatilizacion y degradacion de los metabolitos secundarios que posee
cada uno de los forrajes) para cuantificar el contenido de materia seca (Wang, S.,
Zhu, F. and Kakuda, Y. 2018).

46.2.4. Obtencion de Acacia mearnsii

La Acacia fue recolectada de arboles que se encuentran en la Facultad de Ciencias
Agropecuarias de la Universidad Técnica de Ambato; las hojas que se recolectaron
fueron jovenes y tiernas las cuales se deshidrataron bajo cubierta entre 15-20Kkg;
luego a temperatura controlada entre 40 y 50°C; dichas hojas fueron colocadas en

una estufa de aire forzado para determinar la composicién de la materia seca y la
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composicion quimica de los nutrientes (Noreljaleel et al., 2019) & (Kazemi, M.,
2012).

4.6.3. Material Bioldgico

e 5 rumiantes

e Liquido ruminal

4.6.4. Material Quimico

e Saliva artificial (mezcla quimica artificial)
e Agua destilada
e Hipoclorito de sodio (NaClO) al 5%

4.6.5. Material Inerte

e Frascos de digestion &mbar de 100ml de capacidad
e Estufas

e Bafios maria

e Balanzas analiticas

e Kits de extraccion de ADN

e Frascos de vidrio color marrén de 100 ml.
e Crisoles

e Pinzas

e Vasos de precipitacion

e Matraces aforados
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4.7. METODOS
4.7.1. FACTORES DE ESTUDIO

Monocultivos de mezclas forrajeras entre gramineas y leguminosas como Moringa
oleifera, Acacia marnsii y Sacha inchi (Plukenetia volubilis).

4.7.2. TRATAMIENTOS

Para desarrollar la presente investigacion las dietas se distribuyeron de forma
aleatoria a los siguientes tratamientos; los mismos que seran estudiados in vitro, e in

situ de ser requerido.

T1; paja de cebada 30% + 30% Alfalfa + 40 % moringa
T2: paja de cebada 30% + 30% Alfalfa + 40 % Sacha inchi
T3: paja de cebada 30% + 30% Alfalfa + 40 % Acacia mearnsii

T4: paja de cebada 30% + 30% Alfalfa + 13.3 % moringa + 13.3 % Sacha inchi +
13.3 % Acacia mearnsii

T5: paja de cebada 50% + 50% Alfalfa

Cuadro.5. Disefio cuadro latino de 5x5 (5 tratamientos — 5 rumiantes)

COLUMNAS

FILAS

Las letras representan los animales y las T los tratamientos
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4.8. DISENO EXPERIMENTAL

Los datos de digestibilidad aparente y protozoarios se sometieron a un analisis de
varianza para un cuadrado latino 5x5 mediante el procedimiento PROC ANOVA del
SAS. La cinética de degradacion ruminal, produccion de gas, metano y didxido de
carbono se la analiz6 bajo un disefio completamente al azar utilizando el
procedimiento PROC GLM del SAS. Y la comparacion de medias se la realizd

mediante la prueba de Tukey 5%.

4.9. VARIABLE RESPUESTA
4.9.1. Produccion de gas in vitro (COz2)

Para estas pruebas, el contenido del rumen (contenido liquido y s6lido) se obtuvo de
cada toro por separado (n=5). El contenido de los rumiantes fue recolectado antes de
su respetiva comida por la mafiana y guardado en recipientes de plastico, se
transportaron al laboratorio para ser procesados dentro de la primera hora de la
recoleccion. Para esto, se prepard un ambiente rico en nitrdgeno (saliva artificial) de
acuerdo a lo descrito por Menke y Steingass (1988). Se estimd la produccién de gas
utilizando el método descrito por Theodorou et al. (1994), que insito poner 0.500 mg
de muestra seca en una botella de vidrio con una capacidad nominal de 100 ml. En la
botella, se incubé 60 ml de in6culo (medio 70:30; saliva /in6culo; contenido del
rumen) bajo un flujo constante de CO»; incubé la botella entre 39 —40° C.

La presion de gas y el volumen se midié manualmente de acuerdo a los siguientes
tiempos 3, 6, 9, 12, 18, 24, 36, 48 y 96 horas con un sensor de presion (DO 9704,
Delta OHM, lItalia) y jeringa de plastico; mientras que para calcular la produccion de
CHas y CO2 se utilizo el analizador de deteccion de GAS, modelo GX — 6000, UK.
Para cada temperatura de secado (tratamientos) se utilizé 5 botellas en la que se
coloco el inoculo preparado por cada toro (n=5) mismos que fueron considerados
como repeticion, y tres botellas adicionales por cada toro (inoculo) fueron empleados

como blanco. Al finalizar los datos de las 96 horas, se ha justaron a la ecuacion
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monobasica mLgas= GV (1 + (B/t)C)—1 de Groot et al. (1996). La produccion de
gas, CHs y CO> se estim¢ por 0.5 g de MS Fermentable.

4.9.2. Degradaciéon ruminal de nutrientes in situ
Se evalud mediante la metodologia de la bolsa de nylon en el rumen, como describe
@rskov et al. (1980); para lo cual se utiliz6 5 bovinos provistos de una canula,
castrados con un peso aproximado de 450kg y de raza mestiza, los mismo que se
encontraron alojados de forma individual con agua y comida (forrajes) ad libitum. En
cada animal se coloc6 una bolsa en la cual cada cierto tiempo se colocaba una bolsita
por tratamiento en cada toro (0,500-0,530¢g tratamiento) y se incuba por 96, 72, 48,
24, 12, 6, 3y 0 h. Las bolsas fueron removidas a las O horas, lavadas con agua
corriente y secadas en una a 60 °C hasta obtener un peso constante. posterior se
realizé el analisis del contenido de nutrientes. Para estimar las constantes de
degradacion ruminal de los nutrientes se utilizéd el programa (GraphPad Prism
version 7. 2016) que ajusta los datos en la ecuacion exponencial para la cinética de

degradacién ruminal de nutrientes ecuacion (i) y la degradacion efectiva ecuacion (ii)
descritas por Orskov y McDonald (1979).

Y=a+b(l—e—ct)(i)

Degradabilidad efectiva=a + ((b * c)/ (c + k)) (ii)

Donde: Y = Porcentaje de degradacion acumulada en un tiempo t %.
a = Intercepto de la curva de degradacién cuando

t=0 (de degradabilidad inicial %)

b = Fraccion potencialmente degradada en el rumen

¢ = Tasa de degradacion, (% horas).

t = Tiempo de incubacion en el rumen, (horas).

e = Base de los logaritmos naturales

k = tasa de flujo de las particulas del rumen
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4.9.3. Digestibilidad aparente in vitro

El contenido del rumen fue extraido mediante una la fistula en el rumen a las
primeras horas de la mafiana antes de su alimentacion. Posteriormente, el contenido
del rumen fue transportado al laboratorio en un recipiente térmico manteniendo una

temperatura constante de 39 — 40 °C.

Para esto con 24 horas de anterioridad, se prepardé un ambiente rico en nitrégeno
(saliva artificial) de acuerdo a lo descrito por Menke y Steingass (1988). Se estimd la
digestibilidad utilizando el método descrito por Tilley, J. M. A., & Terry, R.
A.(1963), que insito poner 0.500-0.530g de muestra en una botella de vidrio con una
capacidad nominal de 100 ml. en el frasco de cristal, se incub6 60 ml de indculo
(medio 70:30; saliva /in6culo; contenido del rumen) bajo un flujo constante de CO;
incubé la botella entre 39 — 40 © C; por 48 horas para posteriormente filtrar, secar, y

hacer cenizas los residuos obtenidos y obtener materia seca.

4.9.4. Ecologia microbiana (protozoarios de rumen)

El contenido del rumen fue extraido mediante la fistula en el rumen de acuerdo al
periodo experimental acorde al disefio empleado. Posteriormente, el contenido del
rumen fue transportado al laboratorio en un recipiente térmico manteniendo una
temperatura constante de 39 — 40 °C las muestras fueron tomadas en tres tiempos 12,
24 y 48 horas in vitro de los frascos empleados para su medicion y fueron extraidos y
colocados en eppendor de 1,5cm para conservarlos con una solucion salina de verde
de metilo formamida. Los protozoos se contabilizaron utilizando un microscopio
Optico (x 40) (Theodorou et al. 1994) & (Hungate, R.G. 1950).
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CAPITULO V

5. RESULTADOS
5.1. Degradacion ruminal y digestibilidad in vitro MS

Los pardmetros de degradacion ruminal de la MS muestran que la fracciéon soluble
(A) fue mayor en el tratamiento T2 (P=0.0001) frente a los demas tratamientos. En la
fraccion insoluble pero potencialmente degradable (B) no se observo diferencias
entre los tratamientos evaluados (P=0.1602). La tasa de degradacion en % por hora
(c) fue mayor en T1 (P=0.0001). En la suma de los pardmetros A+B el mayor
potencial de degradacion ruminal se observé en T2 (P=0.0006). Con respecto a la
degradacion efectiva se observo que en las diferentes tasas de pasaje 0.02, 0.05 y
0.08 k fue mayor (P=0.0001) en T1. En cuanto digestibilidad in vitro de la MS se
observd que el tratamiento T5 fue mayor (P=0.0001) con respecto a los demas
tratamientos (Tabla 2).

Tabla 1. Cinética de degradacion ruminal y digestibilidad in vitro materia seca

Trat ~ Parametros de degradacion Degradacion efectiva DMS
A B C A+B 0.02 0.05 0.08

T1 36.7¢c  39.1 0.052b 75.9bc 65.1d 56.8d 52.3d 52.1bc
T2 41.2d  36.3 0.019a 77.6c 57.5c 50.4c 47.6c 47.5bc
T3 29.1a  34.7 0.018a 63.9a 45.0a 38.0a 353a 37.0a
T4 34.4b 33.2 0.030a 67.7ab 53.5b 46.2b 43.0b 45.6b
T5 33.2b 409 0.025a 74.1bc 55.4bc 46.5b 42.7b  53.7c
ESM 0.783 231 0.0031 2.08 0.65 0.73 0.69 1.72

P 0.0001 0.1602 0.0001 0.0006 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

abc Medias con letras distintas entre filas difieren significativamente (p<0.05) de
acuerdo al tratamiento u planta colocada en la dieta base: T1 moringa, T2 sacha
inchi, T3 acacia, T4 combinacion de las tres plantas y T5 dieta forrajera base.

DMS; digestibilidad de la materia seca. A; degradacion de la fraccion soluble, B;
degradacion de la fraccidn insoluble pero potencialmente degradable, c; tasa de
degradacion en % por hora, A+B; potencial de degradacion ruminal.
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5.2. Parametros de produccion de gas, metano y didéxido de carbono

Los parametros de produccion de gases mostraron diferencias significativas entre
tratamientos (P=0.0001). T1 y T2 mostraron una menor produccion de gas, metano
(CH.) y didxido de carbono (CO2) con respecto a los demas tratamientos. Por otra
parte, T3 y T5 registraron la menor produccion de gas en % hora (C) (P=0.0001)
(Tabla 3).

Tabla 2. Pardmetros de la produccion de gas, metano y didxido de carbono

Trat Gas CHas CO2
B C B C B C

T1 341.0ab 0.027d 91.4a 0.013 124.1a 0.011
T2 320.5a 0.027cd 82.1a 0.012 128.6a 0.011
T3 380.7b 0.023ab 110.0b 0.014 150.3b 0.013
T4 365.7b 0.025bc 132.2¢c 0.011 159.1b 0.012
T5 441.2c 0.022a 135.6¢ 0.020 178.8¢c 0.013
ESM 9.14 0.0011 3.43 0.0010 3.82 0.0003
P 0.0001 0.0001 0.0001 0.0621 0.0001 0.0876

abc Medias con letras distintas entre filas difieren significativamente (p<0.05) de acuerdo al
tratamiento u planta colocada en la dieta base: T1 moringa, T2 sacha inchi, T3 acacia, T4
combinacion de las tres plantas y T5 dieta forrajera base.

B; produccion total de gas, CH4 0 CO, C; tasa de produccion de gas en % hora
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5.3. Poblacion de Protozoos en el rumen

Las poblaciones de protozoos Holotricos (P=0.9438) y Entodinomorfos (P=0.1242) a
las 12 horas de incubacion in vitro no mostraron diferencias significativas entre
tratamientos. A las 24 horas de incubacion in vitro la poblacion de protozoos
Holotricos indicaron diferencias estadisticas entre tratamientos (P=0.0010),
encontrandose menor poblacion en T3 y T5. Por otra parte, la poblacion de
protozoarios Entodinomorfos no mostraron diferencias significativas (P=0.1082). A
las 48 horas de incubacion in vitro se observaron diferencias significativas entre
tratamientos para las poblaciones de protozoos Holotricos (P=0.0026) vy
Entodinomorfos (P=0.0447) en T1, T2, T3y T4 (Tabla 4).

Tabla 3. Poblacion de protozoarios Holotricos y Entodiniomorfos en el rumen
cuantificados a las diferentes horas (12, 24 y 48) por incubacion

Protozoos (horas)

Trat 12 24 48
H E H E H E

T1 3.14 3.44 3.12bc 3.72 2.82a 3.44ab
T2 3.24 3.68 3.24c 3.40 3.02ab 3.52ab
T3 3.32 3.84 2.92ab 3.76 2.82a 3.38ab
T4 3.18 3.72 3.22bc 3.66 2.72a 3.30a
T5 3.18 3.72 2.78a 3.80 3.18b 3.62b
ESM 0.163 0.0102 0.075 0.107 0.076 0.072
P 0.9438 0.1242 0.0010 0.1082 0.0026 0.0447

abc Medias con letras distintas entre filas difieren significativamente (p<0.05) de
acuerdo al tratamiento u planta colocada en la dieta base: T1 moringa, T2 sacha inchi,
T3 acacia, T4 combinacion de las tres plantas y T5 dieta forrajera base.

H; Holotricos, E; Entodiniomorfos
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6. DISCUSION

6.1. Degradacion ruminal in situ

La mayor cinética de degradacion ruminal observada en la fraccién A en T2 (Tabla
2) se puede deber a la presencia de carbohidratos altamente solubles en la dieta que
facilitan la actividad de los microrganismos ruminales y consecuentemente se

traduce en una elevada degradacion del sustrato (A+B) (Ortiz-Tirado et al., 2019).

La mayor degradacion efectiva observada en T1 (Tabla 2) se puede atribuir al
elevado aporte de proteina por parte de Moringa oleifera, mismo que originan
compuestos benéficos en respuesta a la degradacion de las proteinas y favorecen el
crecimiento y colonizaciéon de microorganismos beneficiosos, primordialmente

bacterias celuloliticas y proteoliticas (Barros-Rodriguez et al., 2017; Li et al., 2019).

6.2. Digestibilidad in vitro

La mayor digestibilidad mostrada en T5 se debe a la menor presencia de
carbohidratos estructurales y ausencia de compuestos bioactivos que pueden mermar
la poblacion de microorganismos que favorecen a la degradacion del sustrato en
comparacién a los demés tratamientos que contienen forrajes de Moringa oleifera,
Acacia mearnsii y semillas de Plukenetia volubilis ricos en compuestos secundarios
(Patra y Saxena, 2010). Estos resultados son consistentes con los expuestos por Patra
y Yu, (2012) quienes determinaron que los efectos negativos sobre la digestion del
alimento es dosis dependiente con una disminucién lineal conforme las dosis de

aceites esenciales se elevaban.

6.3. Fermentacion

La menor produccion de gas en T1y T2 se debe quiza a la menor presencia de fibra
y mayor utilizacion del nitrégeno y merma de la poblacion de protozoos que habitan
el rumen (Barros-Rodriguez et al., 2017). Por otra parte, la menor generacion de CH4
y CO2 en Tl y T2 se podria atribuir al efecto de los compuestos secundarios,
primordialmente a los aceites esenciales presentes en la dieta que han mostrado

reducir la poblacion de microrganismos metanogénicos (Cobellis, Trabalza-
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Marinucci y Yu, 2016). Efectos que se atribuyen a la capacidad de los aceites
esenciales para adherirse sobre la membrana citoplasméatica y generar dafios
estructurales y posteriormente elevar la permeabilidad e interferir en la actividad y
crecimiento bacteriano (Ku-Vera et al., 2020). Con base en ello, Ebeid et al., (2020)
afirman que el aceite de Moringa Oleifera mejord la cinética de fermentacion

ruminal y mermo la generacién de CHa.

6.4. Poblacion de Protozoos en el rumen

La menor poblacién de protozoarios Holotricos y Entodiniomorfos observados en el
presente estudio se debe quiza a la presencia de metabolitos secundarios (aceites
esenciales y taninos) que han indicado tener un amplio efecto defaunador sobre los
microorganismos que habitan el rumen (Barros-Rodriguez et al., 2017; Nufiez Torres
et al., 2018). Aunque los mecanismos por los cuales los aceites esenciales actan
sobre los protozoos no estan claros, se puede atribuirle a la naturaleza lipofilica de
algunos de estos compuestos y su facilidad para introducirse por la membrana del
protozoo y destruirlo (Bodas et al., 2012). Resultados similares fueron expuestos por
Ando et al. (2003) quienes evidenciaron una reduccion significativa en la poblacion

de protozoos al utilizar aceite esencial extraido a partir de menta.
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CAPITULO VI
6.1. CONCLUSIONES

Se concluye mediante las condiciones del presente trabajo de investigacion que la
inclusion del forraje de Moringa oleifera, Plukenetia volubilis y Acacia mearnsii en
la dieta de rumiantes, disminuyen la produccién de gases de efecto invernadero y la

poblacidn de protozoarios del ruminal.
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6.3. ANEXOS

Anexol. Determinacion de MS, molido, tamizado de para los tratamientos y su

respectiva preparacion

Recoleccion, pesado, secado y
pesado y determinacion de
materia seca.

Molido y tamizado

T1 moringa 40% (alfalfa30 cebada30%)
T2 Sacha inchi 40% (alfalfa30 cebada30%)
T3 Acacia 40% (alfalfa30 cebada30%)

T4 M-S-A 40% (alfalfa30 cebada30%)

T5 Alfalfa 50% Cebada 50%

Anexo 2. Fermentacion ruminal in vitro.

Pesado y de
ingredientes para preparacion de
saliva artificial

Se coloca CO; durante 3-
4 horas comenzando a ver
resultados a partir de las
2:30h de iniciar.

Recoleccién de liquido ruminal
en ayunas, y colocarlas en
fundas dentro de un balde con
agua a 39-40°

et &

Colocacion de Tratamiento en
frascos de cristal (0,500-0,5309)

Colocacion de liquido
ruminal y saliva en
proporcion 30%-70%
dejando un espacio libre
de 40%para medir gas.

Incubacion de 96h.
Toma de datos de presion,
volumen, CO2 y metano
(3,6,9,12,24,36,48,72,96)
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Anexo 3. Degradacion ruminal in situ.

Colocacion de bolsitas Retiro de bolsitas Lavado y pesado de
bolsitas

Anexo 4. Digestibilidad

Pesado y Precipitacion de | Se coloca CO, durante 3-4 horas | Recoleccion de liquido ruminal
ingredientes para preparacion | comenzando a ver resultados a en ayunas, y colocarlas en

de saliva artificial partir de las 2:30h de iniciar. fundas dentro de un balde con
agua a 39-40°

36



Colocacion de Tratamiento
en frascos de cristal
(0,500-0,5300)

Colocacion de liquido
ruminal y saliva en

medir gas.

proporcion 30%-70% dejando
un espacio libre de 40%para

Incubacion de 48h.

pesado.

Anexo 5. Extraccion de bacterias y protozoos

—— . -
g ot - ,31\‘-,“_---

==

Extracion de y protozoos
en Eppendor de 1,5 ml
durante 12-24-48 horas.

Conteo de Protozoos
Heterotrofos y Autotrofos

Congelacion de bacterias

Anexo 5. Fibra Detergente Neutra — Fibra Detergente Acida

Rotulacion, secado y pesado de Bolsitas - Colocacién Tratamiento (0,500-0,530) y

sellado de las mismas.

Filtrado, Secado, Ceniza 'y

FDN-FDA

Lavado

Secado y pesado
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