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RESUMEN
El objetivo de este proyecto fue caracterizar la composicion quimica, los parametros de
cinética de fermentacion ruminal y estimar la degradacion de la proteina in vitro de dos
aditivos herbales (elaboradas con Phaseolus mungo y Linum usitatissimum; LH,
OptiLysine®, y con Trigonella foenum-graecum y Allium sativa; MH, OptiMethionine®),
comparandolos con alfalfa (Medicago sativa) y pasta de soya (Glycine max), como
fuentes estandar de proteina., asimismo se compararon diferentes niveles de dichos
aditivos herbales con fuentes sintéticas de lisina (LS) y metionina (MS) (AjiPro®-L y
Mepron®, respectivamente) protegidas de la degradacion ruminal, en el
comportamiento productivo y metabdlico de corderos en crecimiento. Finalmente, se
evaluaron los cambios en la microbiota ruminal al utilizar diferentes niveles de MH en
la alimentacion de dichos corderos en crecimiento. La concentracién de N-NHs3 de las
mezclas herbales fue menor (P<0.05) que las fuentes de proteinas estandar, lo que
indica que la proteina presente en ellas podria resistir la degradaciéon ruminal. La
complementacién con LH y LS por si solos, no mejoraron el crecimiento de los corderos
pero si afectaron las poblaciones de protozoos del rumen. Sin embargo, al hacer la
complementacién de LS con diferentes niveles de MH y MS, conforme se increment6 la
dosis del aditivo, mejoro6 linealmente la repuesta productiva de los corderos respecto al
control (p < 0.05), sin presentar diferencias entre dichas fuentes de metionina, con
excepcion del consumo de materia seca. Lo que indica que tanto la mezcla herbal, como
la MS, mejoran el crecimiento de corderos post-destete. Los resultados de la abundancia
de bacterias con MH muestran que hay cambios en diferentes Clases y Familias,
contribuyendo con parte de los efectos positivos que se observan en el comportamiento

productivo de los corderos.



ABSTRACT

The objective of this project was to characterize the chemical composition, the rumen
fermentation kinetics parameters and to estimate in vitro degradation of the protein of
two herbal additives, comparing them with alfalfa (Medicago sativa) and soybean meal
(Glycine max), as standard protein sources. The herbal mixtures tested are made with
Phaseolus mango and Linum usitatissimum (LH, OptiLysine®), and with Trigonella
foenum-graecum and Allium sativa (MH, OptiMethionine®). In addition different levels
of these herbal additives were compared with synthetic sources of lysine. (LS) and
methionine (MS) (AjiPro®-L and Mepron®, respectively) protected from ruminal
degradation, in the productive and metabolic performance of growing lambs. Finally,
the changes in the ruminal microbiota were evaluated when using different levels of
MH in the feeding of these growing lambs. The N-NH3 concentration of the herbal
mixtures was lower (P <0.05) than the standard protein sources, indicating that the
protein present in them could resist ruminal degradation. Supplementation with LH
and LS alone did not improve lamb growth but did affect rumen protozoan populations.
However, when completing the LS supplementation with different levels of MH and MS,
the productive response of the lambs improved linearly with respect to the control (p
<0.05), as the additive dose was increased, without differences between these sources
of methionine, except for the dry matter intake. This indicates that both, herbal mixture
and MS improve the growth of post-weaning lambs. The results of the abundance of
bacteria with MH show that there are changes in different Classes and Families,
contributing part of the effects observed in the positive effects on performance in

lambs.



INTRODUCCION

La ovinocultura es una actividad que se ha desarrollado en México desde hace varios
siglos. En los inicios del siglo XIX, cuando se fraccionaron las grandes superficies de
pastoreo, transformandolas en areas de cultivo, se afecté en gran medida la produccion
y productividad nacional, marginandola a los sectores mas pobres de la poblacidn,
caracterizados por estar en manos de pequefios productores con escaso acceso a
insumos y tecnologias modernas y orientdndose basicamente a la subsistencia. Sin
embargo, en la actualidad la produccién ovina se efectia poniendo mayor atencién en
el flujo de capital financiero, dando origen a una produccién pecuaria empresarial muy

promisoria (Cuellar, 2007).

El confinamiento de las ovejas es una alternativa interesante para obtener un producto
de excelente calidad durante todo el afio. Sin embargo, estos sistemas requieren una
mayor inversion (Prado et al, 2015). En los ultimos afios, se ha presentado un
incremento de los costos de produccion del ganado debido al considerable aumento de
los precios de los granos de cereal y pastas de oleaginosas (Vasta y Luciano, 2011). Por
lo que, para que este sistema pueda ser viable, se deben utilizar algunas herramientas
de produccién como: razas o cruzas especializadas en la produccién de carne, asi como

aditivos alimenticios (Prado et al., 2015), entre ellos los aminoacidos protegidos.

La nutricién animal ha venido siendo cada vez mas precisa con el objetivo de lograr la
maxima eficiencia al menor costo e impacto ambiental (Vargas y Elizondo, 2015). En los
rumiantes, los aminoacidos absorbidos en el intestino delgado provienen de la proteina

microbiana, asi como de la proteina dietaria no degradable en rumen (Obeidat et al.,



2008). Los alimentos que se utilizan comUnmente para alimentar a los rumiantes
cumplen con los requisitos de proteina degradable en el rumen, pero presentan un
déficit de proteinas no degradables (Araujo et al, 2019b); por esta razén, en la
formulacién de raciones para rumiantes, es necesario considerar que la proteina
dietaria no degradable en rumen contribuya con los aminoacidos que complementen el
aporte de la sintesis microbiana (Raja et al., 2017). Los aminoacidos son requeridos
sobre un patroén ideal para cubrir las necesidades fisioldgicas de los animales en las
diferentes etapas fisiologicas (Vargas y Elizondo, 2015). En este sentido, la metionina y
lisina son considerados los aminoacidos limitantes mas importantes en la producciéon
de rumiantes (Prado et al, 2015; Mendoza et al., 2011). La metionina es importante
para producir formilmetionina (fMet) que, al igual que la lisina, tienen como principal
funcion la sintesis de proteina (Vargas y Elizondo, 2015; Ordway y Aines, 2010). Para
que estos aminodacidos esenciales puedan mejorar el comportamiento productivo de los
animales, deben ser administrados de tal forma que sean resistentes a la degradacion
microbiana y queden disponibles para la absorcién en el intestino (Oke et al., 1986). Sin
embargo, el uso de metionina y/o lisina protegidas para mejorar el comportamiento
productivo del ganado ha causado controversia y resultados inconsistentes (Obeidat et
al, 2008). En algunas investigaciones se ha visto que el uso de metionina y/o lisina
protegidas, puede mejorar la respuesta productiva del animal, tanto en produccion de
leche como en ganancia de peso y conversion alimenticia (Giallongo et al.,, 2016; Torre
y Caja, 1998). Por otro lado, Mendoza et al. (2011) reportan pérdidas de peso al
administrar niveles intermedios de metionina (2.5 y 3.5 g por animal dia1) en ciervo

rojo. Mientras que otros autores no han encontrado efectos sobre el comportamiento



productivo del animal a diferentes dosis (Obeidat et al., 2008, Prado et al., 2015). La
principal presentacion de estos aminoacidos protegidos es sintética que, en muchas
ocasiones, resulta en un aumento a los costos de produccién, volviéndose inaccesible
para diversas unidades de produccién. Como alternativa a esta situacion, se presentan
los aminoacidos protegidos de fuentes vegetales, que resultan mas econdmicos.
Diversas leguminosas herbaceas como Phaseolus spp y Trigonella spp tienen altas
concentraciones de compuestos polifendlicos (principalmente taninos) y otros
metabolitos secundarios, que pueden proteger la proteina de la degradacién
ocasionada por los microorganismos ruminales, afectar algunas poblaciones de
bacterias y mejorar la eficiencia de fermentacién ruminal, constituyéndose en aditivos
naturales (Knowless et al., 2017; Manh et al., 2012), sin embargo, no existen reportes
cientificos sobre su efecto en el comportamiento productivo. De acuerdo con lo anterior
y teniendo en cuenta la escasa literatura reportada sobre la evaluaciéon de aminoacidos
protegidos herbales, se plante6 el presente proyecto con la intencion de determinar la
respuesta productiva del uso de diferentes fuentes de lisina y metionina protegidas de

la degradacién ruminal en corderos en crecimiento.



PREGUNTAS DE INVESTIGACION

;Se obtendra la misma magnitud de respuesta en los parametros productivos de ovinos
en crecimiento con fuentes herbales de aminoacidos protegidos que con fuentes

sintéticas?

(Las fuentes herbales de aminoacidos protegidos modificaran la composicion y

estructura de las poblaciones de bacterias y protozoarios ruminales?

¢;Cuales seran las dosis de lisina y metionina, utilizados como aditivos, 6ptimas para el

mejor crecimiento de corderos?



OBJETIVO GENERAL
Determinar las dosis 6ptimas de fuentes de lisina y metionina de sobrepaso para ovinos

en crecimiento.

Objetivos particulares

1. Analizar la composicién quimica parcial y la cinética de la degradacion de la
materia seca, asi como estimar la degradacién ruminal de dos fuentes de mezclas

herbales que contienen aminoacidos limitantes (Lys y Met).

2. Comparar el efecto de diferentes niveles de un aditivo herbal (Phaseolus mungo
y Linum usitatissimum, OptiLysine® de Nuproxa México, Indian Herbs) y una
fuente de lisina protegida (AjiPro®-L), sobre el crecimiento de corderos,

parametros sanguineos y cambios en poblacion de protozoarios ruminales.

3. Comparar el efecto de diferentes niveles de un aditivo herbal (Trigonella
foenum-graecum y Allium sativa, OptiMethionine® de Nuproxa México, Indian
Herbs) con una fuente de metionina sintética protegida en rumen (Mepron®) en

el comportamiento productivo y metabdlico de corderos en crecimiento.

4. Determinar los cambios en la microbiota ruminal de corderos en crecimiento al
utilizar diferentes niveles de un aditivo herbal (Trigonella foenum-graecum y

Allium sativa, OptiMethionine® de Nuproxa México, Indian Herbs).
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CAPITULO 1

CINETICA DE LIBERACION DE NITROGENO AMONIACAL Y FERMENTACION

RUMINAL DE ADITIVOS PARA PIENSOS A BASE DE HIERBAS CON AMINOACIDOS

RESUMEN

El objetivo del estudio fue caracterizar la composiciéon quimica, estimar la degradacion
in vitro de la proteina (a partir de la concentracion de N amoniacal) y los parametros de
cinética de fermentacién ruminal de dos aditivos herbales. Las mezclas herbales
probadas estan elaboradas con Phaseolus mungo y Linum usitatissimum, para aportar
lisina (Lis), y con Trigonella foenum-graecum y Allium sativa, para aportar metionina
(Met), mismas que fueron comparadas con alfalfa (Medicago sativa) y pasta de soya
extraida con solvente (Glycine max), como fuentes estandar de proteina, usando la
técnica de produccion de gas in vitro modificada para liberacion de N-NH3, estimando
la cinética de fermentacién y la digestibilidad de materia seca (72 h) en un disefio
completamente al azar, con prueba de medias de Tukey. La concentraciéon de N
amoniacal de las mezclas herbales fue menor (P<0.05) que las fuentes de proteinas
estandar, lo que indica que su proteina podria resistir la degradacién ruminal. Los
aditivos herbales con Lis o0 Met mostraron una concentracion minima de N-NHs en las
primeras 4 h de incubacion; a las 8 h la liberacion, para dichos productos fue de 0.27 y
0.54 mg dL-, respectivamente, menor (P<0.05) que la pasta de soya extraida con

solvente y alfalfa (1.15y 2.24 mg dL-1, respectivamente).
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materia seca y, en consecuencia, la sintesis de proteina microbiana, por lo que el flujo
duodenal de aminoacidos microbianos puede no ser el adecuado para desarrollar el
maximo potencial de crecimiento (Raja et al, 2017; Reis et al, 2016). Ademas, la
composicion de la proteina que llega al intestino delgado es de gran relevancia, dado
que la proteina microbiana se considera limitada en el aporte de ciertos aminoacidos
como lisina, metionina y treonina, para rumiantes en crecimiento (Coomer et al., 1993;
Torrentera et al., 2017). Por lo anterior, la proteina dietaria no degradable en rumen
debe contener aminodacidos que permitan complementar la contribucién microbiana

(Rajaetal, 2017, Soltan et al., 2012).

La proteina de los productos vegetales se degrada extensamente en el rumen, pero
diversas leguminosas herbaceas como Phaseolus spp y Trigonella spp tienen altas
concentraciones de compuestos polifendlicos (principalmente taninos) y otros
metabolitos secundarios que pueden proteger la proteina de la degradacién ocasionada
por los microorganismos ruminales, afectar algunas poblaciones de bacterias y mejorar
la eficiencia de fermentacion ruminal constituyéndose en aditivos naturales (Knowless
et al, 2017; Manh et al, 2012). Estos productos podrian aumentar la cantidad de
aminoacidos que se absorben a nivel intestinal. Sin embargo, la evidencia sobre la
degradacidon ruminal y la caracterizacién de este tipo de especies es escasa. Por lo que
el objetivo del presente estudio fue caracterizar dos mezclas comerciales de hierbas
que contienen aminoacidos limitantes (Lys y Met), analizar su composicién quimica
parcial, estimar la degradacion ruminal de la proteina, utilizando la concentraciéon de
nitrégeno amoniacal ruminal, caracterizar la cinética de la degradacién de la materia

seca en el rumen con la técnica de producciéon de gas in vitro y compararlas con

11



alimentos conocidos como fuentes estdndar de proteina (alfalfa y pasta de soya extraida

con solvente).

MATERIAL Y METODOS

Dos mezclas de hierbas: una elaborada a base de Phaseolus mungo y Linum
usitatissimum (como fuente de lisina herbal; LH) y otra elaborada a base de Trigonella
foenum-graecum y Allium sativa (como fuente de metionina herbal; MH), se compararon
con alfalfa (Medicago sativa) y pasta de soya (Glycine max), como fuentes estandar de
proteina. Los cuatro sustratos de proteina (LH, MH, alfalfa y pasta de soya extraida con

solvente) se probaron de forma independiente.

OptiMethionine® y OptiLysine®, correspondientes a MH y LH respectivamente, fueron
proporcionados por Nuproxa México (Indian Herbs y Nuproxa Switzerland). Estos
aditivos herbales para alimentacién animal son productos estandarizados y tienen
mezclas certificadas, siguiendo las normas ISO 9001 y GMP (Good Manufacturing

Practices).

La composicion de los productos herbales se determiné utilizando la metodologia
establecida por la A.0.A.C. (2007): porcentaje de humedad (Hum) (método 934.01),
proteina bruta (PB) por el método Kjeldahl (N x 6.25) (método 954.01), extracto etéreo
(EE) (método 920.39) y cenizas (Cen) por calcinaciéon a 550 ° C (método 923.03). Las
determinaciones de fibra de detergente neutro (FDN) y fibra de detergente acido (FDA)

se realizaron utilizando la técnica de Van Soest et al. (1991).
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La produccidn de gas in vitro se determin6 de acuerdo con la metodologia descrita por
Theodorou et al. (1994), modificada para medir el nitrégeno amoniacal. La recoleccion
de liquido ruminal se hizo en un toro Holstein de aproximadamente 5 afios y 600 Kg de
PV, por medio de una canula, antes de que el bovino fuera alimentado (07:00 h). Una
vez recolectado, el liquido ruminal se filtr6 por ocho capas de gasa y se mantuvo en
bafio Maria a 39 °C y continuamente saturado con CO2. Posteriormente, en frascos de
vidrio dmbar de 125 mL se colocaron 0.5 g de muestra. La presion de gas se midio a las
2,4,6,8,12,16, 20, 24,30,36,42,48,60y 72 h de incubacidn, utilizando un manémetro
manual (escala 0 a 1 Kg cm-2). Las unidades de presion (Kg cm) se transformaron a
volumen y la producciéon acumulada de gas se ajust6 al modelo propuesto por Menke y
Steingass, 1988. Las variables de la cinética de producciéon de gas: volumen maximo de
gas producido (Vmax), fase de retardo (L) y tasa de produccién de gas (S), se obtuvieron
mediante el modelo logistico de Pitt et al. (1999). Para estimar la digestibilidad in vitro
de la materia seca (DIVMS), se uso el residuo de los frascos de las 72 horas de

incubacién; se filtraron con papel Waltham No. 41 y se secaron a 55 °C por 48 h.

Para determinar el N-NH3, se extrajeron 1.2 mL de liquido ruminal de cada frasco en
incubacion en la prueba de produccién de gas in vitro (antes descrita) alas 2,4, 8,12y
24 h de incubacién, los cuales se mezclaron con 0.3 mL de acido metafosférico y se
mantuvieron en congelacion (-18 °C). Posteriormente, las muestras se centrifugaron a
12,100 x g durante 5 minutos en una centrifuga Mini-spin eppendorfy el sobrenadante
se utilizo6 para la determinacién de N-NHs, con la reacciéon fenol - hipoclorito
(McCullough H, 1967). Las lecturas se realizaron a 630 nm con un espectrofotémetro

(Cary 100 UV-VIS). Los resultados se multiplicaron por el factor de diluciéon de la

13



muestra (4:1). La incubacioén se realiz6 dos veces. Cada ensayo contenia tres réplicas

por sustrato probado y sus respectivos blancos.

El disefio experimental fue completamente al azar con 4 tratamientos (LH, MH, pasta
de soya extraida con solvente y alfalfa) y 6 repeticiones por variable (Vmax, L, S, K0.5,
DIVMS, asi como la concentracién de N-NH3z a 4, 8, 12 y 24 horas). Cada frasco utilizado
en las pruebas de producciéon de gas se consideré una unidad experimental. Los datos
se analizaron con el software estadistico JMP (Sall et al, 2012) y las medias se

compararon con la prueba de Tukey (P <0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

La composicion quimica parcial de las mezclas herbales fue similar entre ellas (Tabla
1). Considerando que en su formulacién contienen al menos una leguminosa (P. mango
o T. foenum-graecum), se podria esperar que el porcentaje de proteina cruda fuera
mayor al que se determiné en esta investigacion, ya que es una caracteristica relevante
de esta familia vegetal (Kan et al,, 2017; Santacoloma et al., 2017; Soltan et al., 2012).
Sin embargo, se desconoce la proporcion exacta en la que se encuentran presentes
dichas leguminosas, asi como qué partes de la planta se utilizaron para hacer la mezcla
herbal. Pinto et al. (2010), mencionaron que la composiciéon quimica del forraje puede
verse afectada por especie, edad del forraje, 6rgano de la planta (frutos u hojas), sitio
de crecimiento y tipo de suelo, entre otros. Las mezclas herbales probadas estan

certificadas por un analisis de formulacion de aminoacidos (lisina o metionina).
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Tabla 1. Composicién quimica parcial de las mezclas herbales.

Determinacion Lisina herbal (LH) Metionina herbal (MH)
Materia seca (%) 96.0 97.8
Materia organica (%) 92.6 85.0
Proteina cruda (%) 8.2 9.2
FDN (%) * 52.6 44.1
FDA (%) t 33.1 259
Extracto etéreo (%) 6.7 4.8
Calcio (%) 1.44 0.97
Fésforo (%) 0.44 0.54
Metionina (g 100g! proteina) 1.74 5.23
Lisina (g 100g1 proteina) 11.19 0.81
EM (Mcal Kg1) Tt 2.57 3.02

T FDN: fibra detergente neutro, FDA: fibra detergente acido, EM: energia metabolizable.
T Estimada con ecuaciones de la digestibilidad in vitro (Osorio et al, 2015)

Kassi et al. (2000) senalaron que altas concentraciones de fibra detergente neutro
(FDN) en el forraje se asocian con menor ingesta y, altas concentraciones de fibra
detergente acido (FDA), se asocian con baja digestibilidad ruminal, ambas
caracteristicas son poco deseables en forrajes utilizados para la alimentacién animal, lo
cual se ve reflejado en los resultados de DIVMS de la Tabla 2. Las leguminosas como P.
mango presentan una ventaja sobre otros forrajes, ya que lignifican principalmente en
los tallos y no tanto en las hojas, como lo hacen la gran mayoria de las gramineas

utilizadas para el pastoreo. Por lo tanto, se observa una mayor estabilidad en la calidad
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nutricional del forraje de las especies de leguminosas lefiosas a lo largo del tiempo
(Botero y Russo, 1998). Estas mezclas herbales tienen una presentacion finamente
molida, por lo que el aporte de FDN efectiva es bajo, con efectos minimos en la ingesta

o digestion.

Las leguminosas se consideran una buena fuente de proteina, aminoacidos esenciales
(como lisina, leucina, isoleucina, fenilalanina y valina), 4cidos grasos insaturados (como
los acidos linolénico y linoleico), fibra dietética, minerales (Ca, Fe y Zn) y vitamina C
(Arros et al., 2020; Galindo y Marrarero, 2005; Guzman et al., 2000; Kan et al., 2017),
asi como de diversos metabolitos secundarios. En este sentido, las especies incluidas en
las mezclas evaluadas proporcionan una gran diversidad de dichos metabolitos. El
género Phaseolus contiene inhibidores de proteasa, acido fitico (Espinosa et al.,, 2006)
y polifenoles, asi como taninos condensados y flavonoides (glucésidos de antocianina:
cianidina, definidina y pelargonidina) (Espinosa et al, 2006; Kan et al., 2017). L.
usitatissimum contiene aceites poliinsaturados, principalmente acido linolénico, asi
como compuestos polifenoélicos, llamados lignanos, con actividad antioxidante (Beltagi
et al, 2007; Gagnon et al, 2009). La leguminosa T. foenum-graecum, tiene efectos
antioxidantes debido a que contiene glutation, 3-carotenos y a-tocoferol, ademas de
taninos, alcaloides y saponinas, particularmente diosgenina (Mukthamba et al.,, 2016;
Wani y Kumar, 2018). Finalmente, A. sativum es una fuente rica de aceites esenciales y
compuestos organosulfurados, como la alicina, con actividades antimicrobianas
especificas. Los fenoles totales, taninos condensados y aceites esenciales presentes en

esta planta parecen ser metabolitos secundarios biolégicamente activos, que modifican
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la fermentacién ruminal (Knowless et al., 2017; Lawal et al., 2016; Patra et al., 2011) y

explican la resistencia a la degradacion de proteinas en la incubacion in vitro.

Los parametros de fermentacion ruminal se muestran en la Tabla 2. Como se puede
observar, la pasta de soya fue la que present6é mayor produccidn de gas, probablemente
debido al tipo de carbohidratos presentes en el sustrato ya que, tanto en la alfalfa como
en las mezclas herbales, predomina la celulosa. Soto et al. (1994) encontraron que la
adicién de péptidos y aminoacidos no tuvo efecto sobre los parametros de fermentacion
ruminal in vitro cuando las bacterias crecen en sustratos ricos en celulosa. Aunque no
es estadisticamente significativa, la produccidn de gas de lisina herbal fue menor que la
de metionina herbal, coincidiendo con Hernandez et al. (2010), quien explicé que las

hojas con menor valor energético generan menos gas in vitro.

Tabla 2. Parametros de cinética de fermentacién ruminal in vitro y digestibilidad

de mezclas herbales y fuentes proteicas.

Fuentet
Parametro LH MH PS A EEM
Vmax72(mL g'1) 292.07° 327.772b 340.672 290.43b 7.541
S (h'Y) 0.038¢ 0.044ab 0.039bc 0.0462 0.0012
L (h) 0.83¢ 1.06¢ 2.22b 2.97a 0.265
Kos (h) 18.462 15.59bc 17.472b 15.04¢ 0.472
DIVMS72 (%) 75.604 83.89p 97.692 78.51¢ 2.565

tLH: lisina herbal, MH: metionina herbal, PS: pasta de soya, A: alfalfa. Vmax: volumen maximo, S:
tasa fraccional, L: fase de retardo, Kos: tiempo requerido para obtener la mitad del volumen
maximo, DIVMS: digestibilidad in vitro de la materia seca. Medias con literales distintas en una
hilera son estadisticamente diferentes (Tukey p < 0.05); EEM: error estandar de la media.
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En general, se ha observado que los forrajes tienen una fase de retardo mas prolongada,
especialmente cuando son de baja calidad (Amjed et al.,, 1992), sin embargo, aunque los
compuestos herbales analizados en el presente estudio tienen una composicion similar
a la de cualquier otro forraje, tienen una fase de retardo muy corta, menor a la
determinada para la pasta de soya y para la alfalfa, esto se puede presentar cuando los
forrajes son tiernos y se podria explicar por la alta proporcién de contenidos celulares,

con relacién a las paredes celulares.

La Tabla 3 muestra que la concentraciéon de N-NH3 alcanzada por las mezclas herbales
(LH y MH) fue muy baja durante las primeras 12 h de incubaciéon en comparaciéon con
los estandares proteicos, los cuales presentaron una liberacién constante desde la hora
4 de incubacién. Raab et al. (1983) y Lorenz et al. (2011) reportan la concentracién de
N-NHsliberado como una forma de estimar la degradacién de la proteina en rumen, por
lo tanto, estos resultados implicarian que parte de la proteina contenida en dichos

forrajes es resistente a la degradacion ruminal.

La velocidad en la degradacién de la proteina dietaria a nivel ruminal depende de
multiples factores. Bach et al. (2005) mencionan a la estructura proteica, a la
interaccion con otros nutrientes y a la actividad proteolitica de la microbiota ruminal,
como algunos de los factores clave. Sin embargo, también la presencia de inhibidores
enzimaticos o de factores antinutricionales pueden influir en la degradacion de las
proteinas (McSweeney et al, 2001; Reyes et al., 2020). Los factores antinutricionales
mas estudiados son los taninos, seguidos de los metabolitos vegetales secundarios
como las saponinas, compuestos cianogénicos, lecitinas, alcaloides, acido oxalico y

flavonoides (Hu et al, 2005; Kamra et al., 2006; Mendoza et al.,, 2020). Estos factores
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pueden influir en la degradacion y sintesis de proteinas ruminales, ya sea al afectar
directamente a los microorganismos ruminales, o por su interaccion con los nutrientes

(Castro etal, 2017; Knowless et al., 2017; McSweeney et al., 2001).

Tabla 3. Concentracién ruminal de N-NH3 (mg dL-1) de mezclas herbales y

fuentes proteicas incubadas in vitro.

Fuentet
Hora LH MH PS A EEM
0 0 0 0 0
4 0.00¢ 0.02¢ 1.15b 2.242 0.154
8 0.27v 0.54b 2.762 3.33a 0.339
12 0.34b 0.57b 5.19a 4.75a 0.245
24 4.23b 3.43b 16.942 6.74b 1.233

TLH: lisina herbal, MH: metionina herbal, PS: pasta de soya, A: alfalfa. Medias con literales distintas
en la misma fila son estadisticamente diferentes (Tukey p < 0.05), EEM: Error estandar de la media.

Las plantas como P. mango, T. foenum-graecum y A. sativum, contienen cantidades
significativas de taninos condensados, los cuales reaccionan con las proteinas y forman
complejos tanino-proteina mediante puentes de hidrogeno, interacciones hidréfobas,
enlaces i6nicos y enlaces covalentes (Rodriguez et al, 2007). Estos complejos pueden
afectar a las enzimas secretadas por las bacterias e inhibir la fermentaciéon de los
carbohidratos y proteinas (Henke et al, 2017). Ademas, los taninos afectan la
protedlisis ruminal ya que pueden asociarse con las proteinas solubles de la dieta,
protegiéndolas de la accién microbiana (Castro et al, 2017; Henke et al, 2017;

Rodriguez et al., 2007).
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Se ha reportado que 100 g de T. foenum-graecum proporcionan 4.63 g de saponinas
(Aasim et al, 2018; Wani y Kumar, 2018). A su vez, Hu et al. (2005) encontraron que,
cuando se incrementa la cantidad de saponinas en una fermentacién in vitro, disminuye
de manera importante la concentracion de nitrégeno amoniacal. Wang et al. (2000)
también observaron una disminucién en el N-NHs3 al incluir, tanto en la alimentacion de
ovinos como en pruebas in vitro, a la Yucca schidigera, la cual se considera un producto
rico en saponinas.

Existen metabolitos secundarios que se han identificado como reductores de la
poblacién protozoaria, como: los polifenoles totales, los taninos condensados y las
saponinas, todos reportados como metabolitos secundarios presentes en los forrajes
utilizados en las mezclas herbales analizadas en el presente estudio. Galindo y
Marrarero (2005) reportaron el efecto de Leucaena leucocephala, Enterolobium
cyclocarpum, Gliricidia sepium, Sapindus saponaria y otras plantas sobre protozoos
ciliados en el rumen. Dado que los protozoos tienen altos requerimientos de proteina
para su mantenimiento, las concentraciones ruminales de N-NH3 disminuyen con la
defaunacion, esto se ha considerado ventajoso en dietas bajas en proteinas (Nhan et al,

2001).

La disminucién de la degradacion ruminal de las proteinas presentes en las mezclas
herbales (Tabla 3) representa una ventaja. Coomer et al. (1993) y De Almeida et al.
(2016) afirmaron que complementar la dieta de los rumiantes jovenes con proteina
ruminal no degradable puede aumentar el flujo de proteina y aminoacidos al tracto
gastrointestinal posterior, por lo tanto, aumentar el suministro de proteina

metabolizable. Estas mezclas herbales podrian usarse como aditivos, no como
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suplemento proteico, ya que, de acuerdo con diversos autores, la concentracién 6ptima
para la sintesis de proteina microbiana es de 4 a 10.0 mg de N-NH3 100 mL-1 de liquido
ruminal, ademas de proporcionar la energia disponible para el ecosistema ruminal
(Nolan and Dobos, 2005; Satter and Slyter, 1974). Las concentraciones de amoniaco de
las mezclas herbales en las primeras 12 h estuvieron por debajo de estos valores en

comparacion con los ingredientes utilizados como estandares proteicos (Tabla 3).

Galindo y Marrarero (2005) mencionan que algunas leguminosas poseen proteinas
solubles altamente degradables en rumen, por lo que es necesario garantizar la energia
suficiente para que se produzca la adecuada sintesis de proteina microbiana o la
inclusion de agentes protectores a la proteélisis ruminal de la misma, lo cual no es
necesario con el uso de los compuestos herbales en estudio, ya que la concentracion
ruminal de N-NH3 se ha utilizado para estimar la degradacién del rumen (Raab et al.,
1983) y los corderos suplementados con lisina a base mezclas herbales han mejorado
el crecimiento (Mejia et al.,, 2019), lo que confirma la resistencia a la degradacion en el

rumen de dichos aditivos.

CONCLUSION

Las concentraciones de amoniaco encontradas en el presente estudio implicarian que
parte de la proteina contenida en estos forrajes es resistente a la degradacién en el
rumen. Las mezclas herbales evaluadas podrian utilizarse como aditivos en la

alimentacidon de rumiantes, siendo fuente de proteina no degradable en rumen. Sin
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embargo, el uso potencial como fuentes de aminoacidos para rumiantes necesita una

evaluacion adicional, con el fin de estimar su degradacion en todo el tracto digestivo.
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CAPITULO 2

COMPARACION DE UNA MEZCLA HERBAL CON LISINA PROTEGIDA EN RUMEN;
EFECTO EN EL CRECIMIENTO DE CORDEROS, CONTEO DE PROTOZOARIOS Y

QUIMICA SANGUINEA

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue comparar el efecto que tienen diferentes niveles de una
mezcla poliherbal (Phaseolus mungo y Linum usitatissimum, OptiLysine® de Nuproxa
México, Indian Herbs) con una lisina protegida de la degradacion ruminal (LPR,
AjiPro®-L) en el crecimiento de corderos, cambios en el conteo de protozoarios
ruminales y bioquimica sanguinea. 56 corderos Pelibuey x East Friesian (peso vivo
inicial 21.97 Kg * 4.29) fueron asignados aleatoriamente a tratamientos que
consistieron en un grupo de control o tres dosis diarias de fuentes de lisina: mezcla
herbal (5, 10 y 15 g d'1) y LPR (5, 10 y 15 g d'1), dosificados diariamente por via oral
durante 45 dias. Los corderos fueron alimentados individualmente con una racion basal
(13.2% PC, 2.26 Mcal EM Kg1) con un flujo duodenal estimado en dieta basal de 6.45 g
d1 de lisina y 2.32 g d'1 de metionina. Los niveles de ambas fuentes no afectaron el
comportamiento productivo con excepcion del consumo que mostré respuesta
cuadratica con la LPR (p<0.05). La mezcla herbal estimulé linealmente la poblacion de
Entodinios (p<0.10) y redujo la de Holotricos (p <0.05), mientras que la LPR redujo
linealmente la de Holotricos (p<0.05). En la bioquimica sanguinea, la mezcla herbal sé6lo

afect6 a la deshidrogenasa lactica en forma cuadratica (p<0.05), mientras que la LPR
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aumento la fosfatasa alcalina (lineal p<0.05) y redujo la globulina (efecto cuadratico,
p<0.05). Los resultados indican que la mezcla herbal y la lisina protegida de la
degradacién ruminal, no mejoraron el crecimiento de los corderos, pero si afectaron las

poblaciones de protozoos del rumen.

INTRODUCCION

Se han reconocido como aminoacidos (AA) limitantes para el crecimiento de animales
jovenes ala lisina y a la metionina (NRC, 2007; Smolin y Grosvenor, 2012) y, dentro de
los AA limitantes, estos son considerados como los mas importantes en la produccion
de rumiantes (Flores et al., 2009; Prado et al., 2015; Mendoza et al, 2012). En la
formulacién de raciones, es necesario considerar que la proteina dietaria no degradable
en rumen complementa a los aminoacidos aportados por la proteina microbiana (Raja
et al., 2017). Se ha suplementado lisina protegida de la degradaciéon ruminal (LPR) a
corderos en crecimiento con resultados variables (Araudjo et al., 2019; Prado et al,
2015), por lo que no se tienen estimaciones de los requerimientos de lisina y metionina
tan precisas como las que se tienen para ganado lechero (Lara et al.,, 2006; Vyas y
Erdman, 2009), sin embargo, dado que la lisina es un aminoacido esencial requerido
para la sintesis de proteinas corporales y se considera el primer aminoacido limitante
en la mayoria de las especies domésticas (Smolin y Grosvenor, 2012), es importante

evaluar las fuentes disponibles para corderos en crecimiento.

Debido a que se ha considerado que la lisina y 1a metionina son aminoacidos necesarios

para el crecimiento 6ptimo y la sintesis de leche en el ganado lechero (Socha et al,
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2005), las fuentes de metionina protegida han estado disponibles en forma comercial
desde hace varios afos, sin embargo, las de lisina son recientes. El grado de protecciéon
de los productos de sobrepaso ruminal se ha estimado con técnicas in situ o in vitro
(NRC, 2001; Lara et al., 2003) pero, para productos de LPR, hay poca informacién
disponible. Watanabe et al. (2003) estimaron un escape de lisina ruminal de 58.3%,
mientras que Swanepoel (2009) report6 del 19 al 24%. Se asume que los ingredientes
con los que se protegen los aminoacidos no afectan a la microbiota ruminal, pero
muchos productos tienen varios compuestos que incluyen acidos grasos polinsaturados
(Ardaillon et al., 1989; Ardaillon and Franzoni, 1992) que pueden afectar a los

protozoarios.

Por otro lado, las mezclas herbales elaboradas con plantas que tienen altas
concentraciones de compuestos polifendlicos (principalmente taninos) y otros
metabolitos secundarios, pueden conferir proteccién contra la degradacién proteica
causada por los microorganismos ruminales y suministrar aminoacidos esenciales. Sin
embargo, los metabolitos también podrian afectar a la microbiota positiva o
negativamente, dependiendo de la dosis (Jouany y Morgavi, 2007). Los protozoos
ruminales pueden alterar cuantitativamente la degradacion ruminal de las proteinas de
la dieta y el crecimiento bacteriano ruminal, modificando consecuentemente el
suministro de proteinas de origen dietario y bacteriano a nivel duodenal, por lo que es
importante conocer los posibles cambios en las poblaciones de estos microorganismos
ruminales, de acuerdo con la dieta proporcionada. En este sentido, los protozoarios

ciliados ruminales se componen de dos 6rdenes, ambos en la clase Vestibulifera:
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holotricos, pertenecientes a la familia Isotrichidae, y entodinomorfos pertenecientes a

la familia Ophryoscolecidae (Jouany, 1996).

Finalmente, es importante mencionar que algunas evaluaciones de productos herbales
han demostrado que estos pueden tener efectos sobre el comportamiento productivo
al utilizarlos como aditivos en la alimentacién animal; un experimento con corderas en
crecimiento, recibiendo una mezcla poliherbal compuesta de Phaseolus mungo y Linum
usitatissimum, mostré que se mejord el consumo, el peso final y la ganancia diaria de
peso a medida que aumentaba la dosis del producto herbal de 0 a 20 g d1 (Mejia-

Delgadillo et al.,, 2019).

Por lo anterior, el objetivo del presente experimento fue comparar el efecto de
diferentes niveles de inclusién de una mezcla poliherbal (Phaseolus mungo y Linum
usitatissimum) vs una fuente de lisina protegida de la degradaciéon ruminal sobre el
crecimiento de corderos, sus paradmetros sanguineos y los cambios en la poblacién de

protozoarios ruminales.

MATERIAL Y METODOS

Se usé la mezcla poliherbal compuesta de Phaseolus mungo y Linum usitatissimum
(OptiLysine® de Nuproxa México, Indian Herbs) y como lisina protegida de la
degradacidon ruminal (LPR), el Monohidrocloruro de L-Lisina (AjiPro®-L de Animal
Nutrition North America, Inc,, Chicago). El experimento se realizé en el Centro de
Ensefianza Practica e Investigacion en Produccion y Salud Animal (CEPIPSA) de la

UNAM (CDMX, México) con 56 corderos Pelibuey x East Friesian (peso vivo inicial 21.97
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Kg + 4.29), que fueron asignados aleatoriamente a los tratamientos que consistieron en
grupo control o tres dosis diarias de la mezcla poliherbal (5, 10 y 15 g d'1) o de la LPR
(5,10 y 15 g d-1) durante 45 dias, alimentados en forma individual con una racién basal
(base seca) que contenia: grano de maiz (34.0%), rastrojo de maiz (55.3%), melaza de
cafa (6.0%), urea (2.7%) y premezcla mineral (2.0%) con 2.26 Mcal EM Kg1y 13.2%
de PC. Se estim6 un flujo duodenal de 6.45 g d-1 de lisinay 2.32 g d-! de metionina para
dicha racion basal. Las dosis de la mezcla poliherbal y LPR se administraron
diariamente en forma individual; para asegurar el consumo exacto se utilizé como
vehiculo una mezcla previamente elaborada con 750 g de harina de maiz, 50 g de
melazay 100 mL de agua (56 dosis). Antes de iniciar el experimento los corderos fueron
desparasitados, bacterinizados y tuvieron un periodo de adaptaciéon de 15 dias ala dieta

experimental.

El dia 45 del periodo experimental, se tom6 una muestra de liquido ruminal, previa a la
alimentacion, mediante una sonda esofagica; una vez colectado el liquido ruminal, se
filtré por 8 capas de gasa. Las muestras se diluyeron con 200 mL L1 de glicerol, se
tifieron usando la solucién de Lugol 1:1 (D’agosto and Carneiro, 1999) y se guardaron
en refrigeraciéon para su posterior conteo en microscopio. Después de la tinciéon
(minimo 4 horas), se realizd el pipeteo para su conteo, por sextuplicado, en una camara

Sedgewick-Rafter (Dehority, 1984).

Se usaron muestras de la mezcla poliherbal para determinar el contenido de lisina por
cromatografia liquida Ultra Performance (UPLC, por sus siglas en inglés) en el
Laboratorio de Quimica y Andlisis de alimentos de la Facultad de Quimica de la UNAM.

El contenido de lisina fue de 11.19 g de Lis 100g! de proteina, mientras que la LPR
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contenia, de acuerdo con su ficha técnica, 50% de lisina, 49% de grasay 1% de lecitina

de soya en base seca.

Al término del periodo de prueba se colectaron aproximadamente 5 mL de sangre de
cada cordero mediante venopuncidn yugular. Estas muestras se centrifugaron a 3000
rpm durante 10 minutos para separar el suero, el cual se extrajo con una micropipeta
de precision y se almacené a 5°C para su posterior andlisis de laboratorio. Las
concentraciones de glucosa, urea, acido drico, colesterol, proteina total, albimina,
globulina, bilirrubina, creatinina, fosfatasa alcalina (ALP), deshidrogenasa lactica
(DHL), aspartato aminotransferasa (AST), calcio y fosforo se determinaron mediante la
técnica de fotometria automatizada en el laboratorio de analisis clinicos veterinarios

(LACLIVET).

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con ocho repeticiones por
tratamiento. Para probar los efectos lineales y cuadraticos de cada fuente de lisina, los
datos se analizaron por medio de polinomios ortogonales (Mirman, 2014), mientras
que los efectos generales de los productos herbal y sintético se compararon con
contrastes ortogonales. Se uso el peso inicial como covariable para las variables peso
final, ganancia diaria de peso (GDP), consumo de materia seca (MS) y eficiencia

alimenticia, ademas de bloquear por sexo.

RESULTADOS Y DISCUSION

No se detectaron efectos de ninguna de las dos fuentes de lisina en las variables de

comportamiento productivo (p>0.05; Tabla 1), aunque numéricamente los mejores
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resultados mostraron que la GDP se increment6 en 5% utilizando 10 g de la mezcla

poliherbal y en 7% con 15 g de LPR.

Tabla 1. Efecto del tipo y dosis diaria de lisina en el comportamiento productivo de

corderos en crecimiento.

Dosis de producto g d-1 Valor de p
Producto Cv
0 5 10 15 Lineal Cuadra

Mezcla poliherbal*

Peso final (Kg)  29.8 3055 310 291 1728 096 081

GDP (Kg) 0.177 0.173 0.186 0.171 23.84 0.96 0.81
CMS (gd1) 910.0 854.5 871.3 854.2 18.58 0.37 0.33
EA 0.142 0.138 0.159 0.147 17.94 0.58 0.40

Lisina protegida de la degradacién ruminal

Peso final (Kg) 29.8 28.4 31.3 30.4 19.66 0.73 0.44

GDP (Kg) 0.177 0.170 0.174 0.190 29.27 0.73 0.44
CMS (gd1) 910.0 831.9 881.2 956.8 24.90 0.80 0.04
EA 0.142 0.152 0.142 0.144 14.70 0.90 0.70

CV: coeficiente de variacién; GDP: ganancia diaria de peso; CMS: consumo de materia seca; EA:
Eficiencia alimentaria; Cuadra: cuadratico. Peso inicial fue usado como covariable. *Mezcla elaborada
con Phaseolus mungo y Linum usitatissimum

Las evaluaciones de proteina en rumiantes en crecimiento a diferentes dosis permiten
estimar la eficiencia de su utilizaciéon (Nakamura et al., 1994) y se realizan con bajo
contenido energético, sin embargo, un estudio realizado con lisina marcada [U-13C]

muestra que la incorporacion del aminoacido al musculo esta en funcién del consumo
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de energia (Savary et al., 2001), lo que pudo limitar la respuesta en este estudio. La
misma mezcla herbal mejoro6 la ganancia de peso en corderas hasta en un 10% (Mejia-
Delgadillo et al., 2019), mayor al 5% observado en la respuesta con 10 g en este ensayo,

en una dieta con mayor contenido de energia.

Existen pocos estudios en ovinos con aminoacidos protegidos, pero la informacién de
bovinos sugiere que, en animales en crecimiento, la metionina puede ser el principal
aminodcido limitante y la lisina el segundo (Hussein y Berger, 1995; Zinn et al., 2007).
Informacién de corderos Awassi en crecimiento sugiere que pueden requerir mas metionina
en la Gltima etapa de finalizacion (Abdelrahman et al., 2008). Sin embargo, un estudio con
fuentes ricas en lisina sugiere que esto no necesariamente es cierto (Ponnampalam et al.,
2005), por lo que es necesario estimar los flujos de lisina y metionina en duodeno para

explicar la respuesta de estas evaluaciones.

Una posible causa a la falta de respuesta con ambas fuentes pudo ser que se altero la
relacion lisina-metionina, como se ha sugerido en evaluaciones de metionina protegida
en ovinos (Raja et al, 2017; Rodriguez-Guerrero et al, 2018). En estimaciones
realizadas en experimentos de ovinos en crecimiento con ganancias promedio de 274 g
d-, los flujos de lisina y metionina en el duodeno estan en promedio en 10.07y 2.25 g
d-1, respectivamente; los corderos de este experimento, suplementados con la mezcla
poliherbal, tuvieron en promedio un flujo de 6.63 g Kg1 de lisina y 2.87 de metionina,
mientras que, para los suplementados con LPR, se estimaron 10.27 y 2.30 g Kg'! de

lisina y metionina, respectivamente.

Otra posibilidad es que la digestibilidad de la lisina en intestino haya sido baja, pero la

informaciéon de los productos evaluados es escasa. Watanabe et al. (2003) estimaron
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una digestibilidad intestinal de 49.5% para dicho producto comercial de lisina
protegida de la degradacion ruminal, estimando que sélo aportaba 28.9% de la lisina
metabolizable. Aunque también es posible que la digestibilidad intestinal no haya sido
una limitante con base en los datos reportados por Mejia-Delgadillo et al. (2019) en

corderas en crecimiento, utilizando la misma mezcla poliherbal.

Prado et al. (2015) incluyeron otra fuente de LPR (1 g d1) y no observaron respuesta
en la GDP, pero si una disminucién del 8.7% en el consumo, efecto mayor al observado
en este estudio con la lisina herbal (5.4%). Por el contrario, Aratjo et al. (2019)
observaron un incremento lineal en el consumo (16.9%), pero su LPR aportaba
metionina de sobrepaso con una relacién lisina-metionina de 3:1. Se sabe que los
aminodacidos pueden estimular la grelina que tiene impactos en el consumo voluntario
(Sugino et al., 2010) y que el desbalance puede afectar negativamente el consumo

(Harper et al., 1970).

Con relacion a los resultados obtenidos del efecto de dichos aditivos sobre el conteo de
protozoarios, se observé que la mezcla poliherbal estimul6 linealmente la poblacién de
Entodinomorfos (p<0.10), pero redujo el nimero de Holotricos (p<0.05), mientras que
la LPR sélo redujo a los Holotricos (lineal, p<0.05; Tabla 2). Se asume que los
mecanismos de accidn sobre los protozoarios fueron diferentes por las caracteristicas

de los productos (herbal vs sintético).
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Tabla 2. Efecto del tipo y dosis diaria de lisina en el contenido de protozoarios (x

104 mL-1) ruminales de corderos en crecimiento.

Dosis de producto g d-1 Valor de p
Producto CV
0 5 10 15 Lineal Cuadra

Mezcla poliherbal*

Entodinidae 6544 6695 8490 8189 48.77 0.06 0.94
Holoreichidae 243 144 167 125 78.55 0.02 0.12
Total 6787 6839 8656 8314 47.54 0.07 0.89
Lisina protegida en rumen

Entodinidae 6544 7842 6529 6773 44.26 0.90 0.53
Holoreichidae 243 249 135 130 81.09 0.01 0.82
Total 6787 8091 6665 6703 44.06 0.99 0.54

CV: coeficiente de variacién; Cuadra: cuadratico. *Mezcla elaborada con Phaseolus mungo y Linum

usitatissimum

El Linum usitatissimum tiene pectinas y mucilago (Saastamoinen y Sarkijarvi, 2020) que

son fermentados por bacterias y protozoarios, el aceite de la semilla de Linum

usitatissimum contiene acidos grasos (omega-3) (Cunnane et al., 1993) y, a diferencia

de otras plantas herbales, no tiene altos contenidos de antioxidantes (Szerlauth et al,

2019), pero no esta claro qué componente pudo reducir los nimeros de Holotricos. Se

sabe que la semilla de Linum usitatissimum es usada por ganaderos para tratar diarrea

en terneros y otros problemas digestivos, se le han reconocido propiedades anti-

inflamatorias, antidiarreicas y espasmoliticas relacionadas con el contenido de

polisacaridos mucilaginosos (Mertenat et al, 2020). La otra planta presente en el
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producto poliherbal es la leguminosa Phaseolus mungo, que ha sido caracterizada como
ingrediente proteinico (Sobha y Susan, 2014) pero también tiene propiedades
funcionales derivadas de su contenido de oligosacaridos y azdcares (Kavitha et al.,
2013); estos ultimos estimulan la presencia de protozoarios. Es posible que la
reduccion en los Holotricos haya sido causada por la quimiotaxis a los azuicares que
estimula su migracion hacia la fase liquida en el rumen (Diaz et al., 2014), lo que podria
explicar la disminucion en esa poblacidn. El incremento de Entodinios con aztcares ha
sido revisado previamente y explica la respuesta de dichos ciliados (Ortega y Mendoza,

2003).

Los efectos de la LPR se pueden explicar por la fraccién del producto que se degrada en
el rumen. Se considera que los productos ruminalmente protegidos son inertes en el
rumen, pero estos tienen una fraccién variable que se degrada a nivel ruminal (Lara et
al.,,2003; Watanabe et al., 2003). Algunos productos comerciales de LPR utilizan sulfato
de lisina, grasa hidrogenada, acido oleico y etilcelulosa, por lo que la liberacion parcial
de estos compuestos puede tener efectos en el rumen, como los observados en los
ciliados. Han et al. (1996) reportaron concentraciones mas altas de N amoniacal con la
inclusién de LPR confirmando que los productos no estan completamente protegidos.

No se sabe qué compuesto especifico de la LPR redujo la cantidad de holotricos.

Los resultados de la bioquimica sanguinea se muestran en la Tabla 3, se puede observar
que la mezcla poliherbal no tuvo efectos sobre la mayoria de los parametros evaluados,
con excepcion de la deshidrogenasa lactica (DHL, efecto cuadratico p<0.05), mientras
que la LPR increment6 la albumina (lineal p<0.10) y la globulina mostré respuesta

cuadratica (p<0.05), lo que repercutié en la relacion albumina/globulina (lineal,
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p<0.05; cuadratico p<0.01). La LPR caus6 un efecto cuadratico inverso (p<0.05) en

bilirrubina y positivo en deshidrogenasa lactica (cuadratico, p<0.10).

Los principales indicadores séricos utilizados para evaluar alteraciones hepaticas
incluyen AST, ALT, bilirrubina, proteinas totales y albumina (Dufour et al., 2000), pero
deben evaluarse en forma integral, por lo que los resultados no muestran que las
fuentes de lisina hayan afectado la funcionalidad hepatica. Los niveles elevados de DHL
con la dosis de 5 g d1 de la mezcla poliherbal, podrian ser un indicador de una alta tasa
de recambio de sintesis muscular (Beebee y Carty, 1983) y no una respuesta a
compuestos presentes en Linum usitatissimum como glucosidos cianogénicos
(Saastamoinen y Sarkijarvi, 2020) que hubieran causado una respuesta lineal en las

enzimas hepaticas.

La LPR no causé cambios en los niveles asociados con el metabolismo de las proteinas
(proteina total, urea y creatinina) y los cambios en las albiminas o globulinas fueron
menores (Tabla 3). Las albuminas son un indicador nutricional indirecto, relacionado
con los aminodcidos, y las globulinas dan informacién del sistema inmune; por lo que
los cambios no son indicativos de problemas de salud (Russell, 2007). La bilirrubina
total s6lo aument6 con 15 g d-1 de LPR y la respuesta lineal en fosfatasa alcalina (Tabla
3) sugiere que alguno de los compuestos utilizados para recubrir la lisina puede estar

causando estrés hepatico.
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Tabla 3. Efecto del tipo y dosis diaria de lisina en la bioquimica sanguinea de

corderos en crecimiento.

Dosis de producto g d-! Valor de p

Producto Cv

0 5 10 15 Lineal Cuadra
Mezcla poliherbal*
Glucosa (mg dL1) 87.1 83.2 92.1 92.3 15.15 0.18 0.77
Urea (mg dL1) 31.1 30.4 28.8 34.1 20.90 0.39 0.35
Ac Urico (mg dL?) 0.68 0.60 0.61 0.76  45.17 0.61 0.52
Colesterol (mg dL-1) 80.4 108.9 81.1 83.8 28.23 0.73 0.24
PT (gdLY) 6.6 6.5 6.8 6.6 8.70 0.72 0.40
Albumina (g dL?) 3.5 33 3.5 3.5 14.45 0.61 0.88
Globulina (g dL.) 3.1 3.3 3.2 31 1348 098 048
Relacion A/G 1.12 1.0 1.09 1.06 19.61 0.90 0.84
Bilirrubina (mgdL?)  0.48 0.50 0.48 0.44 30.72 0.29 0.31
Creatinina (mgdL1) 1.04 1.03 1.09 1.06 14.06  0.40 0.87
ALP (ULY) 65.0 65.1 59.7 55.1 33.20 0.33 0.53
DHL (UL 1009 1244 1054 1019 2886 0.46 0.04
AST (UL 18.3 17.3 13.5 14.3 60.51 0.28 0.61
Calcio (%) 9.4 9.5 9.8 9.3 10.57 0.93 0.47
Fésforo (%) 4.7 4.8 4.5 4.8 12.54  0.65 0.99
Lisina protegida en rumen
Glucosa (mg dL1) 87.1 87.0 88.6 96.0 18.00 0.29 0.67
Urea (mg dL?) 31.1 29.4 30.0 30.5 16.26  0.93 0.90
Ac Urico (mg dL1) 0.68 0.84 0.66 0.64 4504 041 0.39
Colesterol (mg dL) 80.4 82.5 99.4 98.8 25.70 0.30 0.70
PT (gdLY) 6.6 6.5 6.9 6.6 9.90 0.65 0.32
Albumina (g dL?) 3.5 3.4 3.7 3.8 17.19 0.08 0.72
Globulina (g dL) 3.1 3.5 3.3 2.9 15.53 0.17 0.05
Relacion A/G 1.12 0.98 0.94 1.44 33.82 0.03 0.01
Bilirrubina (mgdL?)  0.48 0.44 0.44 0.58 3186 0.13 0.05
Creatinina (mgdL1) 1.04 1.03 0.89 1.01 16.69 0.56 0.15
ALP (ULY) 65.0 72.7 78.6 95.6 32.99 0.05 0.54
DHL (UL 1009 1283 1174 1068 28.12 0.28 0.06
AST (ULY 18.3 21.8 15.8 17.0 69.26  0.51 0.99
Calcio (%) 9.4 8.9 9.0 9.5 10.51 0.94 0.31
Fésforo (%) 4.7 4.4 4.5 4.6 11.69 0.80 0.35

CV: coeficiente de variacion, PT: proteina total, ALP: fosfatasa alcalina, DHL: deshidrogenasa lactica,
AST: aspartato aminotransferasa. *Mezcla elaborada con Phaseolus mungo y Linum usitatissimum
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El suministro adecuado y equilibrado de lisina y metionina es importante para lograr el
maximo potencial de ovinos en crecimiento y existe informacion que demuestra que la
suplementacién de proteinas con aminoacidos de sobrepaso particularmente
Metioninay Lisina, puede mejorar el consumo, el crecimiento, la eficiencia reproductiva
y la produccién de leche. Es posible que en raciones con mayor contenido de energia se

puedan manifestar los efectos benéficos de los productos utilizados en este estudio.

CONCLUSION

Los resultados indican que la mezcla poliherbal hecha con Phaseolus mungo y Linum
usitatissimum, asi como la lisina comercial protegida de la degradacién ruminal, no
mejoraron el crecimiento de los corderos, pero tuvieron efecto en las poblaciones de

protozoos del rumen, presumiblemente por mecanismos de accion diferentes.
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CAPITULO 3

COMPORTAMIENTO PRODUCTIVO Y METABOLICO DE OVINOS ALIMENTADOS

CON DIFERENTES FUENTES Y DOSIS DE METIONINA PROTEGIDA

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue comparar niveles de un aditivo herbal (Trigonella
foenum-graecum y Allium sativa, MH, OptiMethionine® de Nuproxa México, Indian
Herbs) con una fuente de metionina sintética protegida en rumen (MS, Mepron®) en el
comportamiento productivo y metabdlico de corderos en crecimiento. Se utilizaron 56
corderos Pelibuey x East Friesian de aproximadamente dos meses de edad, asignados
aleatoriamente a siete tratamientos: grupo control, o tres dosis diarias de dos fuentes
de metionina: MH (2.1, 2.7 y 3.8 g animal-1) y MS (2.1, 2.7 y 3.8 g animal-1) dosificados
diariamente por via oral durante 45 dias. Se les complementaba con 10 g por animal
dia! de lisina sintética, para mantener la relacion lisina/metionina (4.5, 3.5 y 2.5/1,
respectivamente). Los corderos fueron alimentados individualmente con una racion
basal (13.95% PC, 2.32 Mcal EM KgMS-1). Los niveles de ambas fuentes mejoraron
linealmente la repuesta productiva de los animales (peso final, ganancia total, ganancia
diaria de peso, conversion alimenticia y eficiencia alimentaria) respecto al control (p <
0.05) conforme se incremento la dosis, sin presentar diferencias entre las diferentes
fuentes de metionina, con excepcion del consumo de materia seca. En los valores de la
bioquimica sanguinea, la mezcla herbal disminuy6 linealmente la aspartato
aminotransferasa y los niveles de fésforo (p < 0.05) conforme se aumento6 el nivel de

inclusién del aditivo, mientras que la MS aumento los niveles de colesterol en sangre
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(efecto cuadratico, p < 0.05). Los resultados indican que, tanto la mezcla herbal

(OptiMethionine ®) como la MS, mejoran el crecimiento de corderos post-destete.

INTRODUCCION

Se conoce que la adquisicion de fuentes de proteina representa una proporcion
importante de los costos de alimentaciéon en cualquier sistema productivo. La
utilizacidon de concentrados proteicos incrementa los costos de produccion y aumenta
los riesgos y dependencias del sistema (Rodriguez et al, 2007). Suplementar las dietas
de rumiantes con proteina no degradable en rumen, puede incrementar el flujo de
nitrégeno y aminodacidos al intestino delgado, lo que resulta en una mejora de la
eficiencia de la utilizacion del nitrégeno y un mayor crecimiento (El-Tahawy y Ismaeil,
2013). El perfil de aminoacidos que llega al intestino es tan importante como la cantidad
de proteina para poder mejorar el comportamiento productivo del animal. Por lo tanto,
cuando la proteina metabolizable tiene un adecuado perfil de aminoacidos esenciales,
el contenido de proteina cruda del alimento puede reducirse, junto con la excrecién de
urea y otros compuestos nitrogenados, optimizando el uso de la proteina metabolizable
y maximizando el comportamiento productivo del animal (Aradjo et al, 2019).

Existen pocos estudios en ovinos con aminoacidos protegidos, pero la informacion de
bovinos sugiere que, en animales en crecimiento, la metionina puede ser el principal
aminodcido limitante y la lisina el segundo (Araujo et al., 2019; Li et al, 2019; Zinn et
al,, 2007) por su baja concentracion en los alimentos utilizados en la alimentacion
animal, por lo que deben ser proveidos, con la intencién de cubrir los requerimientos

nutricionales de los animales (Li et al,, 2019; El-Tahawy y Ismaeil, 2013). La mayor
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eficiencia en el uso de la proteina metabolizable, cuando la dieta esta balanceada en la
cantidad de lisina y metionina, reduce la excrecion de nitréogeno y, consecuentemente,
reduce el gasto energético involucrado en este proceso (Aradjo et al, 2019b). Sin
embargo, su inclusién en forma libre no es efectiva ya que son rapidamente degradados
en por los microorganismos ruminales, haciendo dificil el cumplimiento de los
requerimientos nutricionales del animal (Aradjo et al, 2019b; Li et al, 2019).
Especificamente la mayor disponibilidad de la metionina tiene un efecto positivo en el
metabolismo hepatico del animal, como reducir la incidencia del higado graso en las
vacas lecheras, ya que es un componente de la lipoproteina de baja densidad (VLDL)
(Schwab et al., 2007). Ademas, la metionina juega un papel importante en la sintesis de
proteina y funciones como donador de metilos y precursor de una gran cantidad de
procesos bioldgicos (Li et al, 2019). Estudios previos muestran que la metionina
protegida de la degradacién ruminal incrementa la producciéon de leche en bovinos
durante la lactancia temprana (Ayala et al, 2010; Zhou et al, 2016), mejora el
comportamiento productivo en animales en crecimiento (El-Tahawy y Ismaeil, 2013) y
mejora la respuesta inflamatoria y antioxidante en bovinos productores de leche
(Osorio et al., 2013), sin embargo, la investigaciéon en pequefios rumiantes es limitada
comparada con la desarrollada en ganado bovino.

Por otro lado, es importante mencionar que durante la tltima década se ha fomentado
el uso de aditivos de origen natural en la nutricién animal y humana. Para obtener
efectos benéficos de las hierbas y especias, se pueden agregar al alimento como plantas
secas o partes de plantas y como extractos. En este aspecto, las hierbas y especias no

son sdlo estimulantes del apetito y la digestidn, sino que pueden, tener impacto en otras
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funciones fisioldgicas, ayudar a mantener la buena salud y el bienestar de los animales
y mejorar su rendimiento (Frankic et al, 2009). Los estudios actuales muestran
resultados prometedores con respecto al uso de fitoquimicos como promotores de
crecimiento y produccién (Frankic et al., 2009; Mendoza et al., 2018). Sin embargo, es
necesario evaluar la dosis adecuada bajo condiciones especificas como son la especie
animal, el fin zootécnico y la etapa productiva. Por lo que el objetivo del presente
estudio fue comparar una mezcla herbal (hecha a base de Trigonella foenum-graecumy
Allium sativa) y una fuente de metionina sintética protegida de la degradacién ruminal
sobre los parametros sanguineos y el comportamiento productivo de corderos en

crecimiento.

MATERIAL Y METODOS

El trabajo de campo del presente estudio se llevé a cabo en instalaciones pertenecientes
al Centro de Ensefianza Practica e Investigacion en Produccion y Salud Animal
(CEPIPSA) de la FMVZ-UNAM. Sus coordenadas geograficas son 19°20°88”N y
99°15’25”0 y se encuentra a una altura de 2670 msnm. El clima de la region es Cw(b)
que corresponde a semifrio subhimedo con lluvias en verano, con una precipitaciéon
pluvial de 800 a 1200 mm anuales y una temperatura promedio de 19°C (Garcia, 1988).
Se utilizaron 56 corderos cruza East Friesian x Pelibuey, de aproximadamente 2 meses
de edad, alojados en jaulas individuales, distribuidos de manera aleatoria en 7
tratamientos (en los cuales se modificaron las dosis y fuentes de metionina en cada
tratamiento): grupo control o tres dosis diarias de dos fuentes de metionina: Metionina

herbal (Trigonella foenum-graecumy Allium sativa, MH, OptiMethionine®) (2.1,2.7y 3.8
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g animal1) y Metionina sintética (MS, Mepron®) (2.1, 2.7 y 3.8 g animal-1), dosificados
diariamente por via oral durante 45 dias.

OptiMethionine®, correspondiente a la mezcla herbal, fue provista por Nuproxa Mexico
(Indian Herbs y Nuproxa Switzerland). Estos aditivos herbales para alimentacién son
productos estandarizados y tienen mezclas certificadas, siguiendo las normas ISO 9001
y GMP (Good Manufacturing Practices).

Durante los 45 dias de prueba a los 56 corderos se les alimento ad libitum, con una dieta
que contenia: 50 % de Rastrojo de maiz, 40 % de Maiz amarillo quebrado, 2.5 % de urea,
5.5 % de melaza y 2% de Vitasal® PMZ mineral, especifica para ovinos, la cual cubria
aproximadamente 12.95 % de PCy 2.32 Mcal EM KgMS-1. La dieta se elaboré de acuerdo
con los requerimientos nutricionales para ovinos en engorda de 30 Kg de peso vivo
promedio con una ganancia diaria de peso de 200 g, establecidos por el National
Research Council (NRC, 2007). Se les complementaba con 10 g por animal dia! de lisina
sintética para mantener la relacion lisina/metionina (4.5, 3.5 y 2.5:1, respectivamente).
Cada animal tenia acceso a agua y alimento limpios, que se les cambiaban diariamente.
Para asegurar el consumo exacto de la metionina, tanto herbal como sintética, se
administraron diariamente en forma individual los diferentes productos y dosis de los
tratamientos, utilizando como vehiculo una mezcla previamente elaborada con 750 g
de harina de maiz, 50 g de melaza y 100 mL de agua (56 dosis), estas se humectaban
con melaza diluida, previo a la administracién, para una mejor aceptacion por parte del
animal. Se realizé un periodo de adaptacidn tanto a la dieta como a las instalaciones y

al consumo del producto, 15 dias antes de la prueba.
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El alimento se les proporcioné ad libitum, diariamente en dos horarios (8:30 y 12:00
horas), pesandolo justo antes de ser ofrecido con una bascula digital con capacidad para
1 g - 5 Kg. El alimento rechazado se les retiraba al dia siguiente a las 8:00 horas, antes
de ofrecer la siguiente racion, y de igual manera se pesaba con la bascula digital. Se
tomaron muestras del alimento ofrecido y rechazado cada vez que se realizaba una
mezcla nueva, las cuales se deshidrataron en estufa de aire forzado a 55°C durante 24
horas, para determinar su porcentaje de humedad y materia seca de acuerdo con los
métodos establecidos por la A.0.A.C (2007). El consumo de materia seca se estimé por
diferencia entre la materia seca ofrecida, menos la materia seca rechazada. Los
animales se pesaron al inicio y al final del experimento en una bascula digital, con
capacidad de 500 Kg. La ganancia de peso total se calcul6 a través de la diferencia entre
el peso final y el peso inicial. La ganancia de peso total dividida entre los 45 dias de
prueba permiti6 obtener la ganancia diaria de peso. La conversion alimenticia se
obtuvo al dividir el consumo diario en base himeda, entre la ganancia diaria de peso de
cada animal.

Al término del periodo de prueba se colectaron aproximadamente 5 mL de sangre de
cada cordero mediante venopuncién yugular. Estas muestras se centrifugaron a 3000
rpm durante 10 minutos para separar el suero, mismo que se extrajo con una
micropipeta de precision y se colocé en un tubo de ensaye nuevo, previamente
identificado, con capacidad para 5 mL. El suero se congel6 a 5°C para su posterior
analisis de laboratorio. Se realizaron las pruebas de biometria hematica mediante la
técnica de fotometria automatizada en el laboratorio de andlisis clinicos veterinarios

(LACLIVET).
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Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con ocho repeticiones por
tratamiento. Los datos fueron analizados mediante contrastes ortogonales con 5% de
nivel de significancia utilizando el software estadistico JMP; los contrastes evaluaron
los efectos del grupo control (Ctrl) versus los animales complementados con metionina
herbal (MH) y los complementados con metionina sintética (MS), asi como los efectos
de MH vs MS. Para probar los efectos lineales y cuadraticos del nivel de metionina, los
datos también fueron analizados por medio de polinomios no ortogonales con el
software estadistico JMP. Para la comparacién de medias se utiliz6 la prueba de Tukey

(P<0.05).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se observa un incremento lineal (p < 0.05) en las principales variables productivas,
peso final (Kg), ganancia total (Kg), GDP (g), conversion alimenticia y eficiencia
alimentaria, conforme se incrementd la dosis de metionina herbal, resultando un
aumento en la ganancia de peso total de hasta 2.5 Kg animal-! con la dosis mas alta de
suplementacidn, respecto al grupo control. Se observo un incremento muy similar (p <

0.05) al realizar la suplementacién con el producto sintético (Tabla 1).
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Tabla 1. Efecto del tipo y dosis diaria de metionina en el comportamiento

productivo de corderos en crecimiento.

Dosis de producto g d-1 Valor de p
Producto Cv
0 2.1 2.7 3.8 Lineal Cuadra

Metionina herbal*

Peso final (Kg) 26.1 26.2 27.9 28.6 11.01 0.02 0.37

GT (Kg) 5.9 6.2 7.2 7.7 2102 002 035
GDP (g) 0130 0.137 0.159 0.172 2102 002 036
CMS (g d1) 831 798 848 892 1099 026 013
CA 6.6 5.9 5.5 5.2 1742 001 098
EA 0158 0171 0187 0192 1595 001  0.85

Metionina sintética

Peso final (Kg) 26.1 29.0 29.2 28.1 9.10 0.01 0.26

GT (Kg) 5.9 7.5 7.8 7.6 1816 001  0.26
GDP (g) 0130 0168 0.174 0170 1816  0.02 027
CMS (g d1) 831 917 930 879 1070 017  0.20
CA 6.6 5.5 5.4 5.2 1651 0.01  0.29
EA 0158 0.182 0.189 0.192 1431 001 048

CV: coeficiente de variacion; GT: ganancia total; GDP: ganancia diaria de peso; CMS: consumo de
materia seca; CA: conversion alimenticia; EA: Eficiencia alimentaria; Cuadra: cuadratico. *Mezcla
elaborada con Trigonella foenum-graecum y Allium sativa

La mejora en los parametros productivos al suplementar corderos en crecimiento con
aminoacidos protegidos también es reportada por El-Tahawy e Ismaeil (2013), que

observaron en corderos un aumento en el peso final de hasta 2.15 Kg animal-, al
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suplementar con 3.3 g de metionina/Kg de concentrado sobre los animales no
suplementados (21.86 Kg vs 19.71 Kg, respectivamente). Esta respuesta podria
explicarse ya que, de acuerdo con estudios previos (Lorenzana et al, 2020), estos
productos herbales, al igual que la MS contienen proteina no degradable en rumen que
puede aumentar el flujo de proteina y aminoacidos al tracto gastrointestinal posterior
y, por lo tanto, aumentar el suministro de proteina metabolizable en la dieta de
rumiantes jovenes (Coomer et al., 1993; De Almeida et al, 2016). Ademas, cuando la
proteina metabolizable es de alta calidad (con el perfil de aminoacidos esenciales
apropiado), se optimiza la eficiencia del uso de proteina metabolizable y se reduce la
excrecion de urea y otros compuestos nitrogenados (menor gasto energético), lo que
puede provocar la mejora en el comportamiento productivo del animal (Alves, 2004;
De Almeida et al., 2016; Detmann et al., 2014). Otro aspecto para considerar es la etapa
productiva en la que se ofrece esta suplementacion, en este sentido, Abdelrahman et al.
(2008) mencionan que corderos Awassi en crecimiento, pueden requerir mas
metionina en la dltima etapa de finalizacion, lo que puede estar relacionado con la
respuesta de la presente investigacion ya que los aditivos fueron ofrecidos en los
ultimos 45 dias de engorda de los corderos.

Contrario a lo que se observo en el presente estudio, Aradjo et al. (2019) reportan una
respuesta lineal positiva en el consumo de materia seca al aumentar los niveles de
suplementacion de lisina y metionina protegidas de la degradacién ruminal (relacion
3:1) en corderos de aproximadamente 8 meses de edad; dichos autores asocian este
aumento con el equilibrio entre las fuentes de proteina degradable en rumen y la no

degradable, lo que incrementa la sintesis de proteina microbiana, sin embargo, ellos
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utilizaron pasta de soya, maiz, ensilaje y urea como fuentes de proteina degradable en
rumen, mientras que en el presente estudio se utilizé una dieta basada en rastrojo de
maiz, maiz y urea, lo que pudo estar relacionado con dicha diferencia.

Al realizar la comparacion entre las diferentes fuentes de suplementacion, no se
observaron diferencias en la mayoria de las variables de respuesta entre el producto
herbal y sintético (Tabla 2), lo que implica que tienen un comportamiento productivo
similar los animales suplementados con uno u otro producto, excepto para la variable
consumo de MS que fue mayor (p < 0.05) para el producto sintético. Sin embargo, al
comparar ambos tratamientos de suplementacion con el grupo control, se observaron
diferencias significativas (p<0.05) para practicamente todas las variables productivas,
excepto consumo de MS, siendo mayor tanto para el producto herbal como para el
producto sintético.

De acuerdo con Raja et al. (2017), la relacién lisina:metionina (Lis:Met) sugerida para
mejorar los parametros productivos y reproductivos de bovinos lecheros es 3:1, lo cual
es similar a lo reportado en esta investigaciéon, ya que se obtuvo el mejor
comportamiento productivo en los corderos con la relacion 2.5:1. A diferencia de otras
investigaciones en donde no se obtuvo mejora en la respuesta productiva en ovinos
(Lorenzana et al, 2020b; Rodriguez et al., 2018), en donde mencionan que una posible

causa pudo ser que se alter6 la relacion Lis:Met.
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Tabla 2. Efecto de la fuente de metionina en el comportamiento productivo de

corderos en crecimiento.

Contrastes (valor de p)

Ctrl MH MS CvV Ctrlvs Ctrlvs Ctrlvs MHuvs

MH+MS  MH MS MS

PF(Kg) 261 27.6 288 1013 002 005 001 014
GT (Kg) 5.9 7.0 77 1868 002 005 001 0.5
GDP(Kg) 0.130 0.156 0170 1868  0.02 005 001 0.5
CMS(g) 831 846 909 1093 028 082 009 005
CA 6.6 5.5 54 1524 001 001 001 046

EA 0.158 0.183 0.188 13.64 0.02 0.03 0.02 0.54

Ctrl: control; MH: metionina herbal; MS: metionina sintética; CV: coeficiente de variacion; PF: peso final;
GT: ganancia total; GDP: ganancia diaria de peso; CMS: consumo de materia seca; CA: conversion
alimenticia; EA: eficiencia alimentaria.

A pesar del bajo contenido de aminoacidos de la MH, con relaciéon a la MS, este producto
se ha usado en dietas para aves, para sustituir uno a uno la metionina sintética
(Hashemi et al., 2011). Se asume que en estos productos herbales, la metionina se
encuentra en forma de dipéptidos y oligopéptidos que facilitan la formacién de S-
adenosil metionina (Halder y Roy, 2007). Asimismo, evaluaciones de productos
herbales de plantas con metionina, como laleguminosa T. foenum-graecum, indican que
estos productos tienen diversos metabolitos, entre ellos glutation, (3-carotenos y o-
tocoferol que les confieren propiedades antioxidantes (Mukthamba et al., 2016; Wani y
Kumar, 2018). Mientras que A. sativum es una fuente rica de aceites esenciales y

compuestos organosulfurados (como la alicina), los cuales pueden tener actividad
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antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria y antiparasitaria (Abad, 2017), por lo
que se puede especular que estos productos herbales tienen propiedades nutraceuticas
(Mendoza et al, 2018).

Al obtener los resultados del comportamiento metabodlico de los corderos en
crecimiento, se puede observar que todos los valores estan dentro de los parametros
de referencia adecuados para dicha especie (Tabla 3). Se presentd una disminucion
lineal (p = 0.02) en la concentracién de la enzima hepatica aspartato aminotransferasa
(AST) al aumentar la dosis de suplementaciéon del producto herbal, asimismo, la
concentracion de fosforo en sangre presenté un efecto cuadratico (p = 0.02),
registrando la concentracion mas elevada al utilizar la suplementacién media de ambas
fuentes de metionina.

Al comparar las diferentes fuentes de suplementacién se observé diferencia en la
enzima AST entre el grupo suplementado con el producto herbal contra el grupo
control, siendo menor la concentracion en sangre para el grupo con la suplementacion
(Tabla 3), mientras que la concentraciéon de fésforo fue menor en el grupo control con
relacion a los dos grupos suplementados, tanto con el producto herbal, como con el
producto sintético. La enzima AST esta directamente ligada al estado hepatico y se
utiliza como indicador de dafio (Duncan y Prasse, 1982), sin embargo, a pesar de
encontrar esta diferencia entre el grupo suplementado con el producto herbal y el
grupo control, ambos parametros se encuentran dentro del rango normal de la especie,
ademas es importante considerar algunos otros indicadores como ALT, bilirrubina y

proteinas totales, para evaluar alteraciones hepaticas, los cuales no presentaron
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diferencias entre tratamientos, por lo que los resultados no muestran que las fuentes

de lisina hayan afectado la funcionalidad hepatica.

Tabla 3. Comportamiento metabdlico de corderos en crecimiento utilizando

diferentes fuentes de metionina protegida.

Contrastes (valor de p)

Metabolito Ctrl MH MS Ccv Ctrlvs Ctrlvs Ctrlvs MHuvs

MH+MS MH MS MS

Glucosa (mg dL ) 828 778 760 1506 041 051 038 0.73
Urea (mg dL) 304 265 275 1922 011 009 019 046
Ac Urico (mg dL1) 071 081 085 2743 023 032 021 0.65

Colesterol (mgdL)  47.5 477 495 1520 0.67 093 049 040

PT (gdL ) 63 66 66 1802 043 041 051 081
Albumina (g dL) 34 36 36 1704 034 035 039 092
Globulina (g dL") 29 30 29 2208 070 059 085 0.2
Relacién A/G 1.2 13 13 1767 019 022 020  0.90

Bilirrubina (mgdL?)  0.35 032 036 37.83 0.76 0.46 0.86 0.22

Creatinina (mgdL?) 0.84 0.80 081 2227 0.39 0.35 0.50 0.70

ALP (UL 33.5 36.0 382 2875 0.42 0.61 0.32 0.46
DHL (UL 89.0 97.6 96.5 19.79 0.32 0.35 0.35 0.97
AST (UL 81.4 68.8 727 20.74 0.04 0.03 0.08 0.37
Calcio (%) 9.0 9.4 9.6 8.11 0.19 0.34 0.14 0.36
Fésforo (%) 4.1 4.6 4.6 9.13 0.003 0.01 0.01 0.91

Ctrl: control; MH: metionina herbal; MS: metionina sintética; CV: Coeficiente de variacion; PT: proteina
total; ALP: fosfatasa alcalina, DHL: deshidrogenasa lactica, AST: aspartato aminotransferasa.
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No hubo diferencias estadisticamente significativas para ninguna de las variables
metabdlicas entre el grupo suplementado con el producto herbal y el suplementado con
el producto sintético, por lo que se confirma que la respuesta metabdlica por parte del
animal es similar con ambos productos bajo las condiciones desarrolladas en la

presente investigacion.

CONCLUSION

Los resultados indican que la suplementaciéon con la mezcla poliherbal hecha con
Trigonella foenum-graecum y Allium sativa (OptiMethionine®), asi como la metionina
sintética comercial protegida de la degradacién ruminal, mejoraron los pardmetros
productivos de corderos en crecimiento comparados con animales no suplementados,
obteniendo la mayor respuesta al suministrar la dosis mas alta de suplementacién (3.8g
d1). Lo que implica que estos productos pueden ser utilizados como aditivos en la

alimentacion de corderos con la intencién de mejorar la productividad animal.
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CAPITULO 4

CAMBIOS EN LA MICROBIOTA RUMINAL DE CORDEROS SUPLEMENTADOS CON
DIFERENTES DOSIS DE METIONINA HERBAL PROTEGIDA DE LA DEGRADACION

RUMINAL

RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar los cambios en la composicidn y estructura de
las comunidades bacterianas ruminales de corderos en crecimiento, como respuesta al
uso de diferentes niveles de un aditivo herbal (Trigonella foenum-graecum y Allium
sativa, OptiMethionine® de Nuproxa México, Indian Herbs). Se realiz6 la cuantificaciéon
de Prevotella spp. y Ruminococcus spp. géneros bacterianos importantes en la
composicién de la comunidad microbiana ruminal, a través de PCR tiempo real (qPCR),
para lo cual se utilizaron mezclas de ADN bacteriano obtenido de liquido ruminal
filtrado, de los corderos alimentados con OptiMethionine®; las muestras se agruparon
en funcion de la dosis del producto herbal administrado (0, 2.1, 2.7 y 3.8 g por animal
dia1) para evaluar los cambios cuantitativos en dichos grupos bacterianos. Ademas, se
analizaron por secuenciaciéon masiva en la plataforma Illumina® MiSeq™, 24 muestras
de ADN metagen6mico correspondientes a 8 repeticiones de tres tratamientos: control
(C), 1a dosis media del aditivo herbal (Hm, 2.7 g por animal dia-1) y la dosis alta (Ha, 3.8
g por animal dia1); se obtuvieron un total de 1,012,826 secuencias, en un rango de
32,914 a 53,866, correspondientes a las muestras Ha5 y Ha4, respectivamente. Después

del proceso de filtrado, el nimero resultante de secuencias fue de 406,481, en un rango
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de 22,429 a 12,547, correspondientes a las muestras Hm12 y Ha5, respectivamente; el
numero menor de secuencias se utilizé para normalizar los datos y calcular los indices
de diversidad, asi como los porcentajes de abundancia relativa de las Familias
bacterianas presentes en el rumen de los animales tratados. El nimero de secuencias
Unicas fue de 6,541. Se observé poca uniformidad en las muestras (indice de Shannon
alto), tanto control como tratadas con el aditivo herbal; también se observé un alto
grado de dominancia en estas muestras (indice Simpson cercano a 1). Se observo un
efecto cuadratico en Familias bacterianas que presentaron abundancias relativas
mayores al 1%, como Prevotellaceae y Christensenellaceae al aumentar la dosis del

aditivo herbal.

INTRODUCCION

El rumen es una camara de fermentacion anaerdbica que alberga diversos
microorganismos como bacterias y protozoos principalmente, aunque llega a contener
levaduras, hongos y hasta virus. Se sabe que existe una respuesta dinamica de esta
compleja red de microorganismos a la cantidad y composiciéon quimica de la dieta. Las
bacterias juegan un papel clave en la fermentacién ruminal, lo que a su vez tiene un
gran impacto en la produccion y la salud de los animales, sin embargo, la mayoria de las
investigaciones que describen estas interacciones se han desarrollado en bovinos
productores de leche (De Nardi et al., 2016; Derakhshani et al., 2017), no en ovinos. La
mezcla herbal elaborada con Trigonella foenum-graecum y Allium sativum aporta
diferentes metabolitos secundarios que pueden conferir proteccién contra su

degradacion en el rumen (Lorenzana et al,, 2020), asi como una serie de fitoquimicos
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con actividades insecticidas, antibacterianas, antifiingicas y antioxidantes que podrian
afectar a la microbiota ruminal (Mendoza et al., 2019). Por lo anterior, el objetivo del
presente experimento fue evaluar los efectos de la mezcla herbal con Trigonella
foenum-graecum y Allium sativum) sobre los cambios en la composicion y estructura de

la microbiota ruminal.

MATERIAL Y METODOS

Se tomaron muestras de liquido ruminal de corderos alimentados durante 60 dias con
el aditivo herbal OptiMethionine® (0, 2.1, 2.7 y 3.8 g por animal dia1), al final del
periodo de engorda, mediante una sonda esofagica. Una vez colectadas las muestras de
liquido ruminal, se filtraron por 8 capas de gasa y se almacenaron en ultracongelador
(-80°C) hasta ser procesadas.

OptiMethionine®, es un aditivo herbal, compuesto por Trigonella foenum-graecum y
Allium sativa y fue provista por Nuproxa Mexico (Indian Herbs y Nuproxa Switzerland).
Estos aditivos herbales para alimentacién son productos estandarizados y tienen
mezclas certificadas, siguiendo las normas ISO 9001 y GMP (Good Manufacturing
Practices).

Analisis de abundancia relativa por medio de secuenciacién masiva.

Se analizaron 24 muestras correspondientes a 8 repeticiones de tres tratamientos
seleccionados: control (C), la dosis media del aditivo herbal (Hm, 2.7 g por animal dia-
1) y la dosis alta (Ha, 3.8 g por animal dia'1). Se tomaron alicuotas de 250 uL de cada

muestra y se realizé la extraccién de ADN metagenémico con el kit ZymoBIOMICS®
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(#cat. D4300T), siguiendo las instrucciones del fabricante. La cuantificacién y calidad
del ADN obtenido del proceso de extraccion se evalué con un NanoDrop 1000 (Thermo
Scientific); se obtuvieron concentraciones de DNA metagenémico de entre 71.2 ng pL1
(Ha4)y 143.6 ng uL-1 (C50). Se enviaron a ZymoBIOMICS® (Zymo Research, Irvine, CA)
15uL de cada una de las muestras para que fueran procesadas y analizadas por el

servicio de secuenciacion dirigida para el analisis de microbiomas.
Preparacion de la biblioteca.

La secuenciacion del gen bacteriano 16S rRNA se realizé utilizando el kit de
preparacion de bibliotecas Quick-16S ™ NGS (Zymo Research, Irvine, CA). La regiéon V3-
V4 de este gen se amplificé con cebadores especificos, disefiados a medida por Zymo
Research. La biblioteca agrupada final se limpié con Select-a-Size DNA Clean &
Concentrator ™ (Zymo Research, Irvine, CA), luego se cuantificé con TapeStation®
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA) y Qubit® (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
WA). Como control positivo para cada preparacion de biblioteca dirigida, se utiliz6 el
estandar de ADN de la comunidad microbiana ZymoBIOMICS® (Zymo Research, Irvine,
CA). Se incluyeron controles negativos (es decir, control de extraccion en blanco y el
control de preparacion de biblioteca en blanco) para evaluar el nivel de carga biolégica

inherente al proceso de extraccion.
Secuenciacion.

La biblioteca final fue secuenciada en la plataforma [llumina® MiSeq™ con un kit de

reactivo v3 (600 ciclos). La secuenciacion se realizé con un pico de PhiX al 10%.

Andlisis bioinformadtico.
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Se infirieron variantes Uinicas de secuencias de los amplicones a partir de lecturas sin
procesar, utilizando la segmentacion DADA2 (Callahan et al,, 2016), que sirvio también
para eliminar las secuencias quiméricas. La asignacion taxondmica se realizé utilizando
Uclustde Qiime v.1.9.1 (Caporaso et al., 2010), con la base de datos propia de Zymo. Los
analisis de visualizaciéon de composicidon, diversidad alfa y diversidad beta, también se
realizaron con Qiime v.1.9.1. La configuracién predeterminada de LEfSe (Segata et al,,
2011) se utiliz6 para identificar la taxonomia de los grupos microbianos con mayor

abundancia (absoluta y relativa) en las diferentes muestras.

Cuantificacion de géneros bacterianos por PCR tiempo real (qPCR)

Para esta estimacidon se utilizaron mezclas de ADN bacteriano obtenido de liquido
ruminal filtrado de los corderos alimentados con OptiMethionine®; las muestras se
agruparon en funcién de la dosis del producto herbal administrado (0, 2.1,2.7y 3.8 g
por animal dia1) para evaluar los cambios cuantitativos en dos grupos importantes de
bacterias, Prevotella spp. y Ruminococcus spp., la primera es predominante y con una
actividad proteolitica destacada y la segunda es reconocida por su actividad celulolitica,
por lo que la variacién corresponde a las submuestras y no se presenta analisis
estadistico entre tratamientos. EI ADN bacteriano se extrajo utilizando Wizard®
Genomic DNA Purification Kit (Promega), bajo las condiciones sugeridas por el
fabricante. La pureza y calidad del ADN se evaluaron por medio de electroforesis en
geles de agarosa al 0.8% (Agarose LE, Analytical Grade, Promega); la cuantificacion se
realizd por medio de un NanoDrop 2000 (ThermoFisher). La concentracién de las

muestras se homogeneiz6 a 50 ng pL-1.
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Se disefiaron cebadores para amplificar los 100 primeros pares de bases (pb) de la
region v8 del gen 16S RNA (Tabla 1), uno Forward que sirvid para todas las
amplificaciones (ubicado en una regién conservada del gen) y varios Reverse, que
permitieran la amplificacién de un fragmento especifico de cada uno de los géneros
bacterianos de interés (Prevotella spp. y Ruminococcus spp.), por estar disefiados en la
region hipervariable v8; ademas de otro que sirviera como control positivo del proceso
de amplificacidn, ya que su secuencia es compatible practicamente con la secuencia del

gen 16S RNA de cualquier bacteria (Bacteria total).

Tabla 1. Caracteristicas de los cebadores disefiados

Género Secuencias de los cebadores (5' - 3") Tamario del
producto (pb)
Forward general GTGSTGCAYGGYTGTCGTC
Rev Bacteria total ACGTCRTCCMCACCTTCCTC 150
Rev Prevotella spp CCACCTTCCTCACACCTTACGG 140
Rev Ruminococcus spp GTTTTGTCAACGGCAGTCCTG 129

Bases degeneradas: S:GoC,M:AoC,R:AoG,Y:Co T

Para llevar a cabo la qPCR, se utiliz6 el termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen) bajo las

siguientes condiciones:

e Bacteria total: 95°C/1 min, 59°C/1 min, 72°C/1 min; 30 ciclos
e Prevotella spp. y Ruminococcus spp: 95°C/1 min, 57°C/1 min, 72°C/1 min; 28

ciclos
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La mezcla de reaccion se preparé en un volumen final de 20 pL:

e 10 pL SYBR Green Master Mix 2x (Thermo ScientificTM)
e 1 uL cebador Fwd (10pmol pL1)

e 1 pL cebador Rev (10pmol pL-1)

e 1 uL ADN (50 ng uL1)

e 7 uL de H20 libre de nucleasas

Se realizaron 5 repeticiones de cada muestra. Los productos amplificados se estimaron
a partir de una curva estandar. El nimero de copias del genoma bacteriano se calculé

usando la formula:

e No. copias del genoma bacteriano/pL = (concentracién de ADN ng uL-1 *6.022 X

1023) / (Tamafio del genoma (pb) * 1 x 10°* 650)

El nimero de copias de ADN por pL de muestra se consideré como un indicador de la
densidad de poblacion de cada género en las muestras. Se hicieron curvas estandar para
cada género, para lo cual se amplificaron los productos de interés por PCR punto final
(bajo las condiciones antes descritas) y se purificaron con el kit Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega), siguiendo las indicaciones del fabricante. Para hacer las
curvas, fue necesario hacer diluciones seriadas de los productos de PCR purificados; las
concentraciones de ADN que se utilizaron para hacer la cuantificacion fueron: 0.1, 0.01,

0.001 y 0.0001 ng pL1.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Grafica 1 se presentan las principales Clases de bacterias que cambiaron como
resultado del tratamiento con metionina herbal, destacando que se incrementé la
abundancia relativa de arqueas metanogénicas (efecto cuadratico p<0.10; Tabla 2),
abundancia que podria estar asociada a los protozoarios ya que estos poseen un
hidrogenosoma que genera una relaciéon simbiotica con las arqueas metanogénicas
(Abrar et al., 2016; Ushida, 2018).

Grafica 1. Efecto de la Metionina herbal en la abundancia relativa
(%) de las principales Clases microbianas ruminales.
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El tratamiento con la dosis alta de metionina herbal (Ha) redujo la abundancia relativa

de un grupo importante de bacterias que es Firmicutes (efecto cuadratico p<0.10; Tabla
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2), respecto al control. Este grupo que incluye bacterias con actividad celulolitica y
xilanolitica como Butyrivibrio fibrisolvens, Ruminococcus flavefaciens, Ruminococcus
albus y Eubacterium cellulosolvens (Flint et al., 2008), sin embargo, la Clase especifica

de Fibrobacterias no fue afectada.

Tabla 2. Efecto de la Metionina herbal en la abundancia relativa (%) de las

principales Clases microbianas ruminales.

Metionina herbal

Clase Control Cv Lineal Cuadratico
2.7g 3.8¢g
Methanobacteriales 1.8 2.6 2.3 33.91 0.20 0.09
Fibrobacteria 0.8 0.7 0.4 55.54 0.05 0.47
Firmicutes 61.6 54.3 59.0 13.87 0.46 0.06
Bacteroides 28.6 31.4 26.1 11.90 0.15 0.01
Proteobacterias 4.2 7.0 82 10897 0.25 0.79
Otras 3.1 4.0 4.1 21.12 0.11 0.37

CV: coeficiente de variacion.

La Clase de bacterias que fue estimulado por el tratamiento con la dosis media de
metionina herbal (Hm) fue Bacteroides (efecto cuadratico p<0.01; Tabla 2) que, en
rumiantes, incluye a bacterias con actividad amilolitica y xilanolitica como Prevotella

ruminicola y Prevotella bryantii (Flint et al., 2008).

Las Clases bacterianas mas abundantes en rumen son Bacteroides y Firmicutes (Xin et
al.,, 2019; Flint et al., 2008) y la proporcién de éstas afecta el metabolismo con impacto

especifico en el contenido de grasa en la leche (Jami et al., 2014), pudiendo repercutir
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hasta en el metabolismo de lipidos en sangre, particularmente las modificaciones en la

abundancia de Bacteroides (Turnbaugh et al., 2006).

En la Grafica 2 se presentan las diferencias en la abundancia relativa de las Familias
microbianas ruminales en respuesta al tratamiento con metionina herbal, confirmando
el incremento en la abundancia de arqueas metanogénicas (efecto cuadratico p<0.10;
Tabla 3). Prevotellaceae se redujo con la dosis alta de metionina (efecto cuadratico
p<0.05; Tabla 3) y, considerando que la Prevotella normalmente es una de las Familias
mas abundantes en la microbiota ruminal (Pitta et al., 2010, 2014), su alteracion
probablemente haya conducido al incremento de otras Familias como Ruminoccocus.

Grafica 2. Efecto de la Metionina herbal en la abundancia relativa
(%) de las principales Familias microbianas ruminales.
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Tabla 3. Efecto de la Metionina herbal en la abundancia relativa (%) de las

principales Familias microbianas ruminales.

Metionina herbal cvV
Familia Control Lineal Cuadratico
278 38g (%)

Prevotellaceae 20.05 22.41 18.25 19.17 0.33 0.05
Ruminococcaceae 19.51 18.59 22.85 40.64 0.43 0.48
Lachnospiraceae 18.34 17.46 1548 45.59 0.48 0.87
Veillonellaceae 17.83 8.71 13.13 66.17 0.26 0.07
Christensenellaceae 4.14 6.79 5.41 38.68 0.18 0.02
Succinivibrionaceae 3.93 6.63 7.76 10835 0.26 0.79
Methanobacteriaceae  1.79 2.59 2.27 35.48 0.20 0.09
Coriobacteriaceae 091 1.64 0.86 81.18 091 0.06
Rikenellaceae 2.25 2.50 1.72 33.76 0.13 0.09

Bacteroidales no
5.76 6.01 5.17 27.02 0.45 0.42
identificadas

CV: coeficiente de variacion.

Veillonellaceae, Familia relacionada con la utilizacién de lactato (Marounek y Bartos,
1987), disminuyo6 con dosis intermedias de metionina (efecto cuadratico p<0.10; Tabla
3). La Familia Christensenellaceae se incrementé con la dosis de 2.7 gramos
OptiMethionine® (efecto cuadratico p<0.05; Tabla 3), aunque su funcién ruminal no es
clara (De Nardi et al.,, 2016). Sin embargo, su abundancia parece ser el indicador de un
pH estable en el rumen (Derakhshani et al., 2017) y se ha reportado que los Géneros

comprendidos en ella pueden producir a-arabinosidasas, [3-galactosidasas y -
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glucosidasas, enzimas que han sido asociadas con la eficiencia alimenticia (Perea et al.,

2017).

La abundancia de la Familia Coriobacteriaceae se han correlacionado con el contenido
de los isémeros trans-10, cis-12 CLA y trans-10 en la leche (Pitta et al., 2018), lo que ha
sugerido que esta Familia bacteriana puede participar en la biohidrogenacién ruminal
en vias alteradas; en hamsters esta Familia se ha asociado con obesidad, sindrome

metabdlico e hipercolesterolemia (Martinez et al., 2013).

En otros estudios se ha reportado la presencia de Rikenellaceae en el rumen, pero se
desconoce su funcién especifica, aunque se sugiere que podria desempefiar un papel

importante en la utilizacion de carbohidratos y nitrégeno (Xin et al., 2019).

Se ha considerado que las hierbas que contienen diversos metabolitos secundarios son
potencialmente candidatas para reducir las emisiones de metano y se han estudiado
metabolitos de plantas que pueden reducir su produccidn, al ser evaluados in vitro, tales
como saponinas (Patra y Yu, 2013), taninos (Bhatta et al,, 2015), aceites esenciales
(Patra y Yu, 2014) y lipidos (Benchaar et al, 2015). En los ultimos afios se han
desarrollado y registrado mas de 200 extractos de plantas en Europa (Community
Register of Feed Additives), sin embargo, existen pocas evaluaciones in vivo que
demuestren que pueden reducir Is emisiones de metano. En un experimento de Patra

etal (2011) donde incluyeron Allium sativum la produccion de metano no fue reducida.

Cuantificacion de géneros bacterianos por PCR tiempo real (qPCR)

En la Tabla 4 se presenta la concentracion de las principales bacterias ruminales en las

mezclas de ADN bacteriano obtenido de liquido ruminal filtrado de los corderos
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alimentados con OptiMethionine®. En términos, relativos se puede observar que el
producto poliherbal increment6 la concentracion de proteina microbiana en las dosis
baja y media, y las redujo con la dosis mas alta (3.8 g d'1, Grafica 3). La concentracién
de Prevotella sigue esta misma tendencia, sin embargo, presenta la mayor
concentracion con la dosis intermedia; la proporcién confirma su predominancia en el
rumen (Pitta et al,, 2010, 2014). La concentracién de Ruminococcus siguié la misma
tendencia que las bacterias totales pero su proporciéon se mantuvo relativamente

constante.

Tabla 4. Efecto de Metionina herbal en la concentracién de las principales bacterias ruminales (ng

uL-1 de DNA).
OptiMethioni Ruminococcus
Bacteria total CV (%) Prevotella spp CV (%) CV (%)
ne®g d- Spp

0 0.00131 11.75 0.00042 12.03 0.00011 3.77
2.1 0.00175 11.26 0.00072 7.28 0.00017 8.60
2.7 0.00252 9.04 0.00101 7.44 0.00021 6.97
3.8 0.00100 8.85 0.00031 26.42 0.00008 21.57

Optimet: OptiMethionine® (Trigonella foenum-graecum y Allium sativa)

Los metabolitos secundarios presentes en las plantas que conforman la mezcla herbal
de Metionina (Trigonella foenum-graecum y Allium sativum) tienen efecto sobre las
bacterias, arqueas y protozoarios presentes en el rumen de los animales que fueron
alimentados con el aditivo poliherbal. El contenido de este tipo de metabolitos depende
de la parte de la planta usada (semilla, hojas, tallos, etc) para hacer el aditivo, y se ha
reportado la presencia de saponinas esteroidales, alcaloides, fibra soluble e insoluble

con galactomananos, fosfolipidos y un factor galactogogo (Srinivasan, 2006). Se ha
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identificado diosgenina, como su principal sapogenina esteroidal, y trigonelina
alcaloide, ambos de interés farmacoldgico por sus efectos hipocolesterolémicos e
hipoglucémicos (Bahmani et al, 2016; Mehrafarin et al, 2018). La semilla de Trigonella
foenum-graecum ademas contiene proteinas como la albumina, compuestos fenolicos,
flavonoides, aceites volatiles, cumarinas, vitaminas (A, B1, B2, C, niacina y &cido
nicotinico, aminoacidos libres (arginina, histidina, lisina y 4-hidroxiisoleucina) y

minerales (Ca, Fe, Mn, P, Zn) (Asim et al., 2018).

Grafica 3. Efecto de Metionina herbal en la concentracién de las
principales bacterias ruminales.
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Allium sativum es una planta que contiene vitaminas, minerales y oligoelementos, entre
los que se encuentran germanio y selenio. La alicina da el olor caracteristico al ajo y se
considera responsable de algunas actividades farmacolégicas de la planta (Coppi et al,,
2006); a los extractos de bulbo de Allium sativum se les atribuyen propiedades
antioxidantes y antimicrobianas probadas contra bacterias Gram positivas (Bacillus
subtilis, Staphylococcus aureus) y Gram negativas (Escherichia coli y Klebsiella), ademas
de actividad antifiingica, contra Candida albicans (Balaji, 2012). Otros estudios han
evaluado la actividad del extracto de la planta contra Klebsiella pneumoniae y
Salmonella typhi y han asociado su actividad antimicrobiana a la presencia de taninos

(Lawal et al., 2016).

CONCLUSION

Los resultados de la abundancia de bacterias con el uso de metionina herbal
(OptiMethionine®) muestran que se incrementa la concentracion de proteina
microbiana principalmente a una dosis media, asimismo se observan cambios en
diferentes Clases y Familias bacterianas lo que podria estar contribuyendo con parte de
los efectos positivos que se observan en parametros productivos de los corderos en

crecimiento.
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CONCLUSIONES GENERALES.

Los resultados obtenidos indican que las dos mezclas herbales (OptiLysine® y
OptiMethionine®) son resistentes a la degradaciéon ruminal y su contenido de

aminodacidos no permite hacer una sustitucién equivalente de los productos sintéticos.

La mezcla poliherbal hecha a base de Phaseolus mungo y Linum usitatissimum
(OptiLysine®; 5, 10 y 15 g por animal dial) y la lisina sintética protegida de la
degradaciéon ruminal (5,10 y 15 g por animal dia'1), no mejoraron el crecimiento de los
corderos, pero tuvieron efecto en las poblaciones de protozoos del rumen

presumiblemente por mecanismos de accién diferentes.

La mezcla herbal hecha a base de Trigonella foenum-graecum y Allium sativum
(OptiMethionine®) logré mostrar una respuesta de crecimiento equivalente al 93% de
una lisina sintética protegida de la degradacién ruminal, presumiblemente por medio

de sus multiples efectos en el metabolismo del animal y de la microbiota.
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