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RESUMEN

Se determind la produccién de metano in vitro
para mezclas de gramineas:leguminosas del tré-
pico alto colombiano, utilizando la técnica de pro-
duccion de gas. En dos lotes diferentes, se reco-
gieron muestras de dos gramineas, ryegrass
(Lolium perenne) y kikuyo (Pennisetum clandes-
tinum), y dos leguminosas, trébol blanco (Trifolium
repens) y lotus grande (Lotus uliginosus). Se
evaluaron cuatro mezclas de las gramineas y las
leguminosas: kikuyoy lotus, kikuyoy trébol blanco,
ryegrass y lotus y ryegrass y trébol en tres
proporciones diferentes de graminea:leguminosa
(90:10, 70:30 y 50:50). La concentracién de me-
tano en el gas se determin6 por cromatografia de
gases. Alaumentar las proporciones de legumino-
sas en la mezcla con el kikuyo, la produccion de
metano por unidad de materia seca degradada
disminuy6 hasta un 14 % (p<0,05). Sin embargo,
no se observaron diferencias cuando se mezcla-
ron con el ryegrass. Para el lotus, una leguminosa
tanifera, al aumentar su proporcién en la mezcla
se disminuyd la produccion total de metano (p<0,05)
y su proporcion en el gas independientemente de
la graminea base sugiriendo un efecto del lotus
sobre las poblaciones metanogénicas.

SUMMARY

In vitro methane production was determined in
mixtures of grasses and legumes of Colombian
highlands were evaluated using the gas production
technique. Samples of two grasses, ryegrass
(Lolium perenne) and kikuyu (Pennisetum clan-
destinum), and two legumes, white clover
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(Trifolium repens) and big trefoil (Lotus uli-
ginosus), from two different paddocks were
harvested. The treatments were mixtures of kikuyu
and lotus, kikuyu and white clover, ryegrass and
lotus and ryegrass and clover in three different
grass: legumesratio (90:10, 70:30 and 50:50). The
methane concentration in the gas was determined
by gas chromatography. Methane production per
unit of degraded dry matter decreased 14 %
(p<0.05) when the proportions of legume increased
associated with kikuyu. However, no differences
were observed when legumes were mixed with
ryegrass. When proportion of lotus, a tanniferous
legume, increased total methane production
decreased independently of grass suggesting an
effect in methanogenic population.

INTRODUCCION

Laproduccion demetano entéricoenlos
rumiantes representaunapérdida energéti-
caquevariaentreel 5y 7 % de laenergia
brutaconsumida(Johnsony Johnson, 1995).
Adicionalmente, el metano es uno de los
gases efecto invernadero que tiene un po-
der de calentamiento 28 veces mayor &
dioxido de carbono y unavidamediaen la
atmosfera de 12,4 afos (IPCC, 2013). Los
rumiantes contribuyen de manerasignifica-
tiva ala produccion de metano (Gerber et
al., 2013) por lo cual serequierereducir las
emisiones de metano para aumentar la efi-
ciencia productivay disminuir el impacto
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ambiental (Gerber etal., 2013).

Gran parte de laproduccion animal con
rumiantes se hace bajo sistemas pastoriles
dondelosforrajessonlaprincipal fuentede
alimento (Niggli et al., 2009) por lo cual,
entender como los factores asociados a la
calidad de los forrajes influyen en la pro-
duccion de metano por losrumiantes, esun
aspecto critico. Laincorporacion delegumi-
nosas en una dieta basada en gramineas ha
resultado en aumentos en la productividad
animal y en el mejoramiento del balancede
N ensistemaspastoriles(Castroetal., 2008;
Tiemman et al., 2008). El impacto de las
leguminosasy delasdiferenciasentre espe-
ciesforrajerassobrelaproduccion demeta-
no ha sido poco estudiado (Vargas et al.,
2013; Hess et al., 2003). Los estudios in
vitro suministran informacion preliminar
acerca de estos recursos y su potencial
produccién de metano en la fermentacién
entérica. Tekippeet al. (2013) y Hesset al.
(2003) utilizando el sistemaRusitecy eva-
luando especies de tropico calido, encon-
traron que las emisiones de metano aumen-
taron al incluir una leguminosa con bajas
concentraciones de taninos condensados,
pero disminuyeron cuando la leguminosa
conteniaunaaltaconcentraci én detaninos.
Segun Carulla et al. ( 2005) la adicion de
alfalfaotrébol a ryegrass (Lolium peren-
ne) aumentain vivo laproduccién de meta-
no por unidad de materia orgénicafermen-
tada. Vargas et al. (2012) sugieren que la
inclusion de leguminosas ha presentado
una respuesta contradictoria entre los tra-
bajos revisados. La hipotesis evaluada en
este trabajo era que al reemplazar parcial-
mente una graminea por una leguminosa
con taninos (lotus) la produccién de meta-
no disminuiria mientras a adicionar una
leguminosasintaninos (trébol) seaumenta-
rian las emisiones de metano in vitro.

MATERIAL Y METODOS

Se recogieron muestras de dos grami-
neas, ryegrass (Lolium perenne) y kikuyo

(Pennisetum clandestinum), y dos legumi-
nosas, trébol blanco (Trifolium repens) y
lotus grande (Lotus uliginosus) en la esta-
cion Corpoica-Tibaitata(4°40'89"N, 74°13'
13"W; 2540 msnm) en Colombia. Cadagra-
mineao leguminosaserecogio en dosluga-
resdiferentes(lotes) conel findegarantizar
unarepeticion paracadaespecie. El ryegrass
fue cosechado alos 35 diasy el kikuyo, el
trébol y el lotusalos45 diasderebrote. Las
muestras de losforrajes fueron congeladas
a—20°C, liofilizadasy molidasenunmolino
decuchillas(Romer®) concribadel mm. Se
evaluaron cuatro mezclas delas gramineas
y lasleguminosas: kikuyoy lotus, kikuyoy
trébol blanco, ryegrassy lotusy ryegrassy
trébol blanco en tres proporcionesdiferen-
tesdegraminea:leguminosa(90:10, 70:30y
50:50) parauntotal de 12 tratamientos.

Se empled el procedimiento de incuba-
cion in vitro descrito por Pell y Scofield
(1993) y adaptado por Parray Avila(2010).
El fluido ruminal se obtuvo de un bovino
fistulado en ayunas que pastabakikuyo. El
fluido fue filtrado através de cuatro capas
de gasay gaseado con CO,. Se pesaron 0,1
gdeforrajeenbotellasde 60 mL, provistas
detapones de caucho de butilo y agrafes, y
en cada botella se adicionaron 8 mL de
buffer (pH 6,5; Goeringy Van Soest, 1970) y
2 mL de fluido ruminal manteniendo un
gaseado continuo con CO,. Lasmezclasde
los forrajes de cada uno de los dos lotes y
un blanco (sin forrajes) fueron incubadas
por triplicado en unaincubadora(Heidol ph
Titramax 1000) durante 48 h manteniendo
unatemperaturade 39°Cy agitacién suave.
Finalizadalafermentacion, sedetermind el
pH del contenido utilizando un potenci6-
metro (HannaHI 98140), y setomaron 2 mL
del sobrenadante, que se acidificaron con
200 pl de &cido sulfarico concentrado al 98
%Yy secongelarona—20 °C parael posterior
andlisisde acidosgrasosvolatiles (AGVs).
El contenido restante del tubo se filtr6 a
través de bolsas de filtro F57 Ankom®.

Laproduccion degassecuantificéalas
0,2,4,8,12,18, 24y 48 horasempleandoun
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medidor depresidn manual (Bailey & Mackey
Ltda.; Theodorou et al., 1994). La produc-
ciontotal de gasfuelasumadelasproduc-
cionesalashorasdemuestreo. Unamuestra
del gas producido a cada hora de muestreo
fueconservadaenvacutainersal vacio para
posterior determinacion de la concentra-
cion de metano.

En los forrajes y en los residuos de
fermentacion de cadabotella, sedetermind
lamateriaseca(AOAC, 2005), paracalcular
ladigestibilidad aparente delamateriaseca
(DMS), segln lo descrito por Blimmel y
Lebzien (2001). Adicionalmente, enlosfo-
rrajessedetermind el contenido denitrége-
no por el método de Dumas (AOAC, 2005),
deextractoetéreo (AOAC, 2005), defibraen
detergenteacidoy neutro (Van Soest et al .,
1991), de energia bruta por calorimetria
(Parr® 6510) y el contenido detaninoscon-
densados por el método de butanol-HCL
(Terrill etal., 1992). Paradeterminar lacon-
centracion de metano en el gasproducido a
cadahorademuestreoy laconcentracionde
AGVsdel contenido de lasbotellas, se uti-
liz6 un cromatégrafo de gases (Shimadzu
GC-2014) equipado con un detector de
ionizacion dellama(FID), utilizando nitré-
geno como gasdearrastreseglnlo descrito
por Parray Avila(2010) y Betancourt (2001),
respectivamente.

Seutilizé un disefio de bloques comple-
tos (doslotes) con arreglo factorial 2x2x3,
dos gramineas (ryegrassy kikuyo), dosle-
guminosas (trébol blanco y lotus) y tres
proporciones(90:10, 70:30y 50:50). Seutili-
z06 el procedimiento ANOV A de SAS® ver-
sion 9,2 para el andlisis de varianzay las
mediasfueron comparadasconlapruebade
Tukey con unasignificancia 5 %.

RESULTADOS

L as leguminosas presentaron un mayor
contenido de energia, proteina bruta (PB),
carbohidratos no estructurales (CNE) y
lignina (LIG) que las gramineas. Las
gramineas presentaron una mayor concen-

tracion de carbohidratos asociados a la
pared. El |otus present6 el mayor contenido
de taninos condensados (tabla l).

El pH del contenido delasbotellasalas
48 h deincubacién no present6 diferencias
asociadas a la inclusién de leguminosas a
lasgramineas. Laproduccionde AGVsdis-
minuy6 (p<0,05) al incluir leguminosasenla
mezclay dependi6 de su nivel deinclusion
(tabla I1). Las proporciones molares de
acetato fueron menores para el kikuyo que
para el ryegrass mientras que las de
propionato fueron mayores. La proporcién
de acetato cuando aument6 |la proporcion
deleguminosaenlamezcladependid delas
especies mezcladas. El aumento en la pro-
porcion de lotus disminuyd la proporcién
deacetato (p<0,05) y nofueasi parael trébol
donde la concentracién de acetato no cam-
bi6 al aumentar su proporciénenlamezcla.

Tablal.Composicionquimica (% MS) delas
especies evaluadas. (Chemical composition
(%DM) of evaluated species).

Trébol Lotus Ryegrass Kikuyo
PB 31,2 33,9 25,2 25,4
EE 5,52 2,15 4,13 5,07
FDN 30,8 31,6 46,5 48,3
FDA 15,9 20,6 25,5 22,5
Hemicelulosa 15,0 11,0 21,0 25,8
Celulosa 13,4 13,2 22,7 20,5
Lignina 2,48 7,29 2,80 1,97
Carbohidratos
NE! 23,6 19,0 16,0 11,2
totales? 51,9 43,3 59,6 57,5
Cenizas 8,54 9,16 8,32 10,05
TC 0,32 4,23 0,00 0,00
MO 91,5 90,8 91,7 90,0
Energia® 4,71 4,57 4,18 4,21

PB= proteina bruta; EE= extracto etéreo; FDN=
fibra detergente neutro; FDA= fibra detergente
acido; NE= no estructurales; TC= taninos conden-
sados; MO= materia organica.
1100-(PB+FDN+Cenizas+EE+Taninos condensa-
dos); 2FDN+CNE-Lig; *kcal g*.
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Laconcentracion de propionato fue mayor
paralasmezclasque contenian kikuyo com-
parativamente con aquellas que contenian
ryegrass. Lamayor inclusion delegumino-
sas en las mezclas aument6 |as proporcio-
nes de propionato independientemente de
lagraminea. Sinembargo, laadiciondelotus
al kikuyo tuvo un efecto mayor sobre las
concentraciones de propionato que en el
ryegrass. La proporcién molar de butirato
fuemayor paralascombinacionesdekikuyo
con trébol. Las mayores adiciones delegu-
minosas tendieron a aumentar |as propor-
ciones de butirato excepto en lamezclade

kikuyoy trébol blanco (p<0,05). Larelacién
acetato:propionato presentd una inte-
raccion significativa entre tratamientos
(p<0,05) (tablall).

Laadicion deleguminosas alas grami-
neas sobre la DMS dependi6 tanto de la
especiedegramineacomo delaleguminosa.
En el caso del kikuyo la adicién de trébol
aumentdlaDM Sdelamezclamientrasque
disminuy6 conlaadicion delotus(p<0,05).
Parael ryegrass, laadicién detrébol blanco
no afecté laDM Sdelamezclamientrasque
laadiciondelotusladisminuyd (tablalll).
Laproducciéntotal degasfuesimilar entre

Tablall. Efecto dela proporcion (P), graminea (G): leguminosa (L) sobre la fermentacion
ruminal in vitro. (Effect of proportion (P) grass (G): legume (L) on ruminal in vitro fermentation).

Kikuyo Ryegrass G L P GxL LxP  GxP LxGxP

Trébol Lotus Trébol Lotus

pH * ** ns ns + ns ns
90:10 6,60 6,65 6,68 6,66
70:30 6,62 6,64 6,69 6,68
50:50 6,63 6,64 6,68 6,68

AGV (total AGV (mmol/L) * * * * * * *
90:10 62,32 53,12 63,72 56,4
70:30 59,2%  354° 55,8° 52,8
50:50 54,7° 30,6° 55,1° 54,2

Acetato (mol %) * * * * ns ns o
90:10 64,1 62,52 71,1 71,77
70:30 64,7 59,6° 70,8 73,62
50:50 63,1 58,6° 69,4 68,7°

Propionato (mol %) * * * * ns ns o
90:10 27,4 32,0 22,8 22,3%®
70:30 26,9 34,1 23,0 20,4°
50:50 28,9 34,8 23,7 23,72

Butirato (mol %) * * hid * ns ns ns
90:10 8,5 55 6,2 6,0°
70:30 8,5 6,3 6,3 6,0°
50:50 8 6,6 6,9 7,72

Acetato:propionato * bl * * ns ns bl
90:10 2,4 2,0 3,1 3,3
70:30 2,4 1,8 3,1 3,72
50:50 2,2 1,7 2,9 2,9

a) etras diferentes, diferencias significativas entre proporciones dentro de la asociacién. *p<0,01;

**p<0,05; *p<0,1; ns= no significativo.
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Tabla I I1. Efecto de la proporcién (P) graminea (G): leguminosa (L) sobre digestibilidad
in vitro de la materia seca. (Effect of proportion (P) grass (G): legume (L) on in vitro digestibility of

dry matter).

Kikuyo Ryegrass G L P GxL LxP  GxP LxGxP
Trébol Lotus Trébol Lotus

* * ns * * * ns
90:10 63,6° 64,42 67,6 64,82
70:30 65,6°  63,6® 68,4 63,87
50:50 68,42 61,8° 68,3 60,4°

a) etras diferentes, diferencias significativas entre proporciones dentro de la asociacién. *p<0,01; ns:

no significativo.

especies de graminea y disminuyo con la
adicion de las leguminosas en el caso del
kikuyo perono del ryegrass. El efecto dela
adiciondeleguminosasalasgramineassobre
laproducciédn de gas por unidad de materia
seca degradada dependi6 de la especie de
gramineay deleguminosa. Parael kikuyo, al
aumentar lainclusiondetrébol disminuydla
produccién de gas por unidad de materia
secadegradada(p<0,05) mientraslaadicion
de lotus no tuvo un efecto sobre este
parametro. En el caso de ryegrass, la pro-
duccién de gas por unidad de materia seca
degradada como consecuencia de la adi-
ciondetrébol blanco nofuediferentemien-
tras que la adicion de lotus la incremento
(tablalV).

Laproduccion total de metano fuedife-
renteentre especiesdegramineay disminu-
yo conlaadiciéndelasleguminosasexcep-
to cuando se asoci6 el trébol y el ryegrass
(tabla 1V). La produccién de metano por
unidad de materiasecadegradadadependi6
de laespecie de gramineay de leguminosa
y fuemayor paralasmezclasque contenian
kikuyo que para aquellas que contenian
ryegrass. Para el kikuyo, la produccion de
metano por unidad de materiasecadegrada-
dafuemayor cuando seadiciond trébol blan-
co quecuando seadiciondlotus (p<0,05). Al
aumentar la proporcion de trébol blanco o
|otus, este parametrodisminuyéenel kikuyo

mientras que no tuvo ningln efecto en el
ryegrass(tablalV). Larelaciénmetano:gas
fuemenor parael ryegrassqueparael kikuyo
(p<0,05). Paraambasgramineas, el aumento
en la proporcion de trébol no tuvo ningln
efecto mientrasquelaadicién delotusdis-
minuy0 estarelacion (tablal V).

DISCUSION

La introducciéon de leguminosas en
pasturas basadas en gramineas hasido pro-
movidaen muchos sistemas de produccién
de rumiantes debido al efecto positivo que
tienen sobre el consumo de alimento y la
produccién animal (Castro et al., 2008;
Tiemman et al., 2008). El impacto de estas
précticas debe considerar no solamentelos
aspectos productivos, sino incluir también
aspectosambiental es(Beukeset al., 2009).
Algunos trabajos han estudiado el efecto
deadicionar unaleguminosaaunagraminea
en laproduccién de metano invitro (Stirm
etal.,2007; Hessetal., 2003) einvivo (Lee
etal., 2004; Woodwardet al., 2004), perolas
conclusiones que se pueden derivar de es-
tos trabajos no son claras pues en algunos
casoslaadiciéndelaleguminosaincrementa
la produccion de metano (Carulla et al.,
2005) mientrasen otros casosladisminuye
(Leeetal.,2004). Ladiferenciaenlaproduc-
cién de metano in vitro entre especies
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Tabla V. Efecto de la proporcién (P) graminea (G): leguminosa (L) sobre la produccion
de gas, de metano y la relacion metano:gas in vitro. (Effect of proportion (P) grass (G): legume
(L) on in vitro gas, methane and methane:gas ratio).

Kikuyo Ryegrass G L P GxL LxP  GxP LxGxP
Trébol Lotus Trébol Lotus
Produccion de gas
-mL ns * ns ns * * ns
90:10 29,62 27,7%® 27,7 27,0
70:30 27,3° 28,02 28,0 27,5
50:50 27,3° 26,2° 28,6 28,1
-mL g* MS degradada o * ns o * * ns
90:10 519,32 475,7 453,9 445/4°
70:30 463,2° 490,4 454,0 478,5°
50:50 446,9° 4746 467,7 519,12
Produccién de metano
- mL * * * * * * *
90:10 3,442 3,142 2,88° 2,752
70:30 3,17° 2,78° 3,042 2,742
50:50 3,19° 2,50¢ 2,982 2,60°
-mL g* MS degradada * * * * ns * *
90:10 61,02 53,62 46,8 46,8
70:30 54,1° 48,8° 49,3 47,4
50:50 52,3° 45,5¢ 48,7 48,2
Relacion metano:gas * * * * * o ns
90:10 115 11,42 10,3 10,42
70:30 11,5 10,0° 10,8 9,92
50:50 11,7 9,5° 10,2 9,1°

a| etras diferentes, diferencias significativas entre

**p<0,05; ns: no significativo.

proporciones dentro de la asociacion. *p<0,01;

forragjeraspodriaestar explicadapor lasdi-
ferenciasenlaproporcion decarbohidratos
digestibles en los forrajes y en la propor-
cion de celulosa (Hess et al., 2003). En el
presentetrabajo seobservo queel efecto de
adicionar lotus al kikuyo o ryegrass era
similar mientras que parael caso del trébol
el efecto era diferente para cada una de
estas gramineas.

ADICION DE TREBOL A LAS GRAMINEAS Y
PRODUCCION DE METANO

Al aumentar laproporciéndetrébol enla
mezclaconkikuyo, laproduccion demetano
total y por unidad de materia secadegrada-
dadisminuy6, mientrasque aumenté con el

ryegrass. Laadiciéondetrébol al kikuyooal
ryegrass disminuyd la concentracién de
carbohidratos totales (4-5 %) debido auna
menor concentracion de éstosen lalegumi-
nosa. Adicionalmente, se observo unadis-
minuciénenlaconcentraciondeAGV conla
adicion del trébol y una correlacion lineal
positiva entre los carbohidratos fermenta-
dosy laproducciéndeAGVs(r=0,74; p<0,01)
sugiriendo una menor cantidad de carbo-
hidratos fermentados a medida que se au-
menté laproporcién delaleguminosaenla
mezcla, Vargaset al. (2013) encontraronque
las producciones de gas y de metano in
vitro estaban asociadas con la cantidad de
carbohidratos fermentables y Van Soest
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(1994) sugiere que esta fermentacion esta
estrechamente asociada alaproduccion de
AGVs, de gasy de metano. Por |o tanto, la
menor producciénde metano paralamezcla
con kikuyo podriaexplicarsepor unareduc-
cion en los carbohidratos fermentables, no
asi paralamezclacon ryegrass que a pesar
de la reduccion en los carbohidratos
fermentables la produccién de metano au-
ment6 debido alaadiciéndetrébol. Hesset
al. (2003) encontraron un aumento en la
produccién de metano al adicionar unale-
guminosa a una graminea tropical de baja
calidad, esteaumento se asocid aunamayor
digestibilidad delaM Squepodriaaumentar
ladisponibilidad delos precursores de me-
tano (H,y CO,). Otros autores también han
asociadounamayor digestibilidaddelaM S
con una mayor producciéon de gas y de
metano (Tavendaleetal., 2005). Sinembar-
go, en el presente trabajo cuando se
incremento la proporcion de trébol blanco
en la mezcla con kikuyo se aument6 la
digestibilidad delaMS pero no asi la pro-
duccion de metano, gas o AGVs, mientras
en la mezcla con ryegrass, la adicion de
trébol aumentd laproducciéndemetanosin
modificar ladigestibilidad delaMS.
Enlamayoriadeloscasos, laadicionde
leguminosas a gramineas aumenta la con-
centracion deproteinacruday disminuyela
de carbohidratostotalesen lamezcla(Hess
etal., 2003). Ennuestrotrabajo, el aumento
en la concentracion de proteina entre la
menor y la mayor inclusion de trébol al
ryegrass o a kikuyo varié del 9 al 10 %,
L 6pez (2005) sugiere que la produccion de
gas in vitro de sustratos altos en proteina
no siempre esta relacionada con la diges-
tibilidad del material fermentado. Lafermen-
tacion de las proteinas en el rumen puede
resultar enlasintesisde proteinamicrobial,
produccién de amonio y/o AGVs, gas y
metano. Laproporcion decadauno deestos
productos depende del tipo de proteina
fermentada, las condiciones de fermenta-
cién, la disponibilidad de energia y los
microorganismosinvolucrados(Leng, 2011).

En este trabajo, se presentd una relacion
inversa entre la produccion de AGVsy la
concentracion de proteina en las mezclas
(r=—0,61; p<0,01). Sinembargo, el aumento
en laconcentracion de proteinasolo podria
explicar ladisminucionenlaproducciénde
gas y de metano cuando se aumento la
proporcién de trébol en las mezclas con
kikuyo, ya que a aumentar |os niveles de
proteina debido a la adicién de trébol al
ryegrass, la produccién total de gas no se
modifico pero aumentd lade metano.
Ladiferenciaen larespuestaen lapro-
duccién de metano debida a la adicion de
trébol entre el kikuyo y el ryegrass podria
explicarse por unadiferenciaen lasintesis
de proteina microbial entre estas dos
gramineas. Blimmel et al. (1997) sugieren
gue los productos de la fermentacion se
distribuyenentrelaproducciondegas, sinte-
sisde AGVsy deproteinamicrobial. Por o
tanto, un aumento en lasintesisde proteina
microbial implicariaunadisminucionenla
producciéndegasy/o AGVs. Enestemismo
sentido, Hess et al. (2003) sugieren que la
inclusiondenivelescrecientesdeunalegu-
minosa con bajos contenidos de taninos
aumentalaproporciondenitrogeno utiliza-
do paralasintesisde proteinamicrobial. Se
hareportado en laliteraturaque unamayor
sintesismicrobial disminuyelaproduccién
de metano yaquepartedelaM S degradada
guedaretenidaenlamasamicrobial (Blummel
et al., 1997). Aungue en este trabajo no se
evallael crecimiento microbial, sesugiere
gue un aumento en lafermentabilidad dela
MS esta asociada a una mayor sintesis de
proteinamicrobial (Russell etal., 1992). En
este estudio, ladigestibilidad delaM S au-
mentd como consecuenciadelaadicién del
trébol al kikuyo pero no al ryegrass, por lo
cual se podria sugerir que la sintesis
microbial aumento paralas mezclasdetré-
bol con kikuyo pero no con ryegrass. Una
menor produccion de metano y gas como
consecuenciadeunamayor degradabilidad
delaMS(energia) sedariasiemprey cuando
exista suficiente proteina en el medio de
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cultivo parael uso de estaenergiaadicional
por [osmicroorganismos. Se hademostrado
que existen relaciones 6ptimas entre ener-
gia y proteina que maximizan la sintesis
microbial (Rusell etal., 1992), porlocual se
podria especular que la produccion de gas
y de metano no solo dependerian de la
fermentabilidad de los carbohidratos sino
que las relaciones energia:proteina serian
también determinantes en este proceso.

ADICION DE LOTUS A LAS GRAMINEAS Y
PRODUCCION DE METANO

El aumento en la proporcion de lotus
disminuy0 las emisiones total es de metano
(mL) sinimportar lagramineaalacual estu-
voasociado (tablal V). El Lotusuliginosus
es una leguminosa con moderados niveles
detaninoscondensados (tablal). Lainclu-
siéndeleguminosastaniferasseharelacio-
nado con unadisminucion enlaproduccién
de metano tanto en estudiosin vitro (Hess
etal., 2008; Hesset al., 2006) como invivo
(Woodward et al., 2004; Woodward et al .,
2001). Se han sugerido algunos mecanis-
mos que podrian explicar el efecto de los
taninos condensados en la produccion de
metano como es la reduccion de la degra-
dabilidaddelaM S, Waghorn (2008) sugiere
gue los taninos condensados forman com-
plejos indigeribles con algunos nutrientes
deladietaque evitan que se degraden en el
rumen. Lostaninos del lotus han sido rela-
cionados con una disminuciéon de la
digestibilidad de la MS y la proteina
(Chipatecuaetal.,2007). Ladisminuciénen
ladigestibilidad del material fermentado ha
sido atribuida ademas a la formacién de
complejos entre los taninos y las enzimas
del hospedero y/o de los microorganismos
del rumen resultando en lainactivacion de
loscompl ejosenziméticosencargadasdela
hidrdlisisdelosnutrientes (Patray Saxena,
2010). Los taninos condensados podrian
tener efectos bacteriostaticos sobre algu-
nas poblaciones ruminales, lo que podria
resultar en una menor digestibilidad del
material fermentado (Tavendaleetal., 2005).

En sintesis, la disminucion en la digesti-
bilidad delosnutrientesen el rumen dismi-
nuyelaproducciéndeH,y CO,precursores
de la sintesis de metano. La menor
digestibilidad delaM S permitiria explicar
los resultados observados en este trabajo.

El aumento en lainclusion delotusdis-
minuyo laproduccion de AGV y lapropor-
cion de acetato. Algunos autores han suge-
rido que los patrones de fermentacién po-
drian explicar lasdiferencias en laproduc-
ciéndemetano. Mosset al. (2000) sugieren
gue la produccién de metano presenta una
relacién directaconlas concentracionesde
acetato pero inversacon las de propionato.
LasintesisdeacetatoliberaH, mientrasque
ladepropionatorequiereH, parasusintesis
(Russell, 1998). Sinembargo, ladisminucién
en la produccién de metano debido a la
modificacion en el patrén de fermentacion
no fue evidente en este trabajo. Por otra
parte, la inclusion de leguminosas con
taninos condensados ha sido relacionada
con un posible efecto bacteriostético o
bactericida sobre algunas poblaciones
ruminales. Tavendaleet al. (2005) sugieren
gue los taninos condensados del lotus po-
drian tener efecto bacteriostético sobre al-
gunas poblaciones metanogénicas. Ladis-
minucion en la produccién de metano por
unidad de gas producido sugiere que el
aumento en lainclusion delotusdisminuye
la sintesis de metano.

CONCLUSIONES

Se encontré que el efecto de afiadir una
leguminosa (trébol o lotus) aunagraminea
(kikuyo o ryegrass) sobre la produccién de
metano in vitro dependié de las especies
mezcladas. Al adicionar trébol al kikuyo, la
produccién de metano disminuyd, pero no
se observo este efecto con el ryegrass. Al
aumentar la proporcién de lotus en las
mezclas disminuy6 la produccién total de
metano independientemente delagraminea
con la que se mezcl6. La presencia de una
leguminosa tanifera disminuyé la concen-
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tracion de metano en el gas producido, su-
giriendo un posible efecto sobre las pobla-
ciones metanogénicas. El incremento en la
proporcién deleguminosas en lamezclase
relaciond con el aumento en la concentra-
cién de proteina presentandose una rela-
cién inversacon laproduccion de AGVs.
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