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RESUMEN.

La alimentacidn de pequefios rumiantes en México tradicionalmente se basa
en forrajes con bajo contenido de nutrimentos limitando que los animaies
desarrollen su potencial. Por otro lado, el género Lupinus es nativo y esta
ampliamente distribuido en el pais, contando con 22.2% de los registrados a
nivel mundial, el cual por su contenido de fibra y proteina representa una
alternativa forrajera para alimentar ovinos, pero su contenido de alcaloides,
sobre todo en la semilla, limitan su uso. Sin embargo, no se encontrd literatura
sobre su desaparicidn ruminal, por [0 que el objetivo del presente estudio fue
evaluar la cinética de desaparicién a nivel ruminal de dos especies de lupinos
de dos edades de corte. Para el presente estudio, se utilizaron borregos
canulados a nivel de rumen, en los cuales se introdujeron bolsas de nylon con
forraje de Lupinus de dos especies (L. rotundifiorus y L. exaltatus) obtenido a
dos tiempos de corte 90 y 180 dias, para determinar la cinética de
desaparicion ruminal de MS, PC, FDN, FDA y de alcaloides a las 0, 6, 12, 24,
48, 72 y 96 h. A partir de los resultados de la degradacién de los anteriores
nutrimentos en este estudio se desprende que el L. rotundifiorus con 90 dias al
corte es la especie que mejores caracteristicas forrajeras demostré, debido a
las interacciones observadas entre edad de corte y especie.




I. INTRODUCCION

l.os requerimientos de proteina para los rumiantes normalmente se satisfacen
por dos fuentes: la primera es la proteina de origen microbiano que esta
disponible a nivel post-ruminal y la segunda es la proteina de la dieta que
escapa a la digestion ruminal, pero que es digerida en intestino delgado. La
proteina de sobrepaso puede provenir del forraje y/o del suplemento, y
normalmente se conoce como proteina no degradable, mientras que la

proteina que es degradada en el rumen es conocida como proteina degradada
(Peterson y cols. 1996).

LLos requerimientos para rumiantes del NRC de los Estados Unidos (NRC
1985), utiliza el sistema de proteina metabolizable para calcular sus
necesidades, para poder hacer uso de este sistema, es necesario tener
informacion acerca de la degradaciéon ruminal de la proteina tanto del forraje
como del suplemento. Los sistemas recientes han reconocido la importancia
de la degradacién de la proteina en el rumen, como el principal factor que

determina la proteina que se absorbe en intestino delgado NRC (1985).

El grado en que la proteina y la fibra se degradada en el rumen depende
de la actividad proteolitica de los microorganismos del rumen, del acceso de

los microorganismos hacia estos, y de la tasa de pasaje del alimento (McAllan
y Smith, 1983).

Los sistemas productivos de pequefios rumiantes en su mayoria son poco
tecnificados vy representan la Gnica opcion para los pobladores que no tienen
acceso a las nuevas tecnologias. Por consiguiente los animales retardan su

madurez por la deficiente alimentacién a la cual son sometidos sobre todo a
proteina y fibra efectiva.




Lo anterior ref[ej'a un escaso conocimiento de los recursos forrajeros
renovables con que cuentan estas zonas, donde pudiera haber suficiente
potencial energético en forma de forrajes alternativos para mantener una
produccidn sustentable y de bajo impacto ecolégico.

El género Lupinus con méas de 500 especies descritas, pertenece a la
familia de las leguminosas. Cerca de 12 especies son originarias de Europa y
Africa, mientras que el resto de las especies se encuentran distribuidas en

América, extendiéndose desde Alaska hasta Argentina (Planchuelo, 1996).

Algunas especies como Lupinus albus, Lupinus luteus y Lupinus mutabilis
han sido cultivadas por cientos de afios en varias partes del mundo debido a
que las semillas representan una fuente importante de proteina con valores

de 30 a 40% a base seca segln la especie, variedad y las condiciones
ambientales (Hill, 1977).

‘Sin embargo, los Lupinus, al igual que ofras leguminosas contienen
compuestos antinutricionales que disminuyen su valor alimenticio. Las
especies del genero Lupinus sintetizan y acumulan alcaloides quinolizidinicos,
los cuales por su sabor amargo y su alfa toxicidad constituyen el principal
obstaculo en su aprovechamiento, tanto de la semilla como del resto de la
planta (Muzquiz, 1988).

- La mayoria de los estudios, tanto en México como en otras partes del
mundo son dirigidos principalmente a determinar la composicion vy
concentracidon de alcaloides en las semillas, por lo tanto existe escasa
informacién sobre la dinamica de acumulaciéon vy distribucidn de estos

compuestos en las estructuras de la planta durante el crecimiento y desarrollo.




Il. REVISION DE LITERATURA
2.1. Taxonomia y sistematica del género Lupinus.

El género Lupinus pertenece a la familia Fabaceae, tribu Genisteae
comprende un grupo amplio de especies y es considerado uno de los mas
complejos desde el punto de vista taxonémico. El nombre genérico Lupinus es
antiguo, tomado del latin Lupus que significa “lobo”, ya que estas plantas eran
asociadas a los bosques y lugares donde habitaban los lobos (Gladstones,
1974).

La mayoria de las especies crecen en Ameérica desde Alaska hasta
Argentina y solo 12 especies crecen en tierras altas de Africa y la region del
mediterrénéo. No se conocen espécies nativas en Asia y Australia
(Planchuelo, 1996). El género comprende un grupo dindamico de especies que
ocupa habitats desde el nivel del mar a la tundra alpina arriba de los 4000 m
de elevacidén. La plasticidad para adaptarse a diferentes ambientes y la
facilidad para experimentar cambios genéticos hace de la delimitacion

taxonémica de especies un trabajo dificil (Planchuelo; Ravelo, 1984).

Clasificacion del género Lupinus :

1. Divisidn: Magnoliophyta (Angiospermae).
Clase: Magnoljopsida (Dicotyledone).
Subclase: Rosidae.
Supérorden: Fabanae.
Orden: Fabales.
Familia: Leguminosae (Fabaceae).
Subfamilia: Papilionoideae.

Tribu: Genistea.

© oo N 0 A~ D

Género: Lupinus.




Los datos serologicos y la secuenciacion de los genes, Rbcl e ITS, le han
permitido la clasificacion como taxén monofilético dandole las caracteristicas
propias del género Lupinus (Wink y Waterman, 1999). |

Descripcién botanica del género Lupinus: Es una leguminosa herbacea o
arbustiva erecta de tallos cilindricos, robustos, algo lefloso, generalmente de
color verde oscuro, amarillento a veces variando hacia castafo. Se ramifica a
partir de un eje central en forma de un candelabro. Alcanza alturas de 0.8 a
mas de 2 m . Las hojas son palmeadas, digitadas. La floracion y formacion de
frutos es a menudo dispersa en el tiempo, las flores son de color azul, pero

pueden cambiar a blanco y rosado. Las vainas contienen 6-8 semillas .

El fruto es una legumbre pubescente, indehiscente en las cultivadas y con
cierta dehiscencia en las semicultivadas y silvestres, de forma eliptica u
oblonga, aguda en ambos extremos, con cerca de 120 vainas por planta. En
las vainas se encuentran las semillas, que pUeden variar en su numero. Las
semillas pueden ser de forma redonda u ovalada, lenticulares, de 5-15 mm de
largo y 6-8 mm de ancho, de color variable, pueden ser blancas, marrones o
negras y tienen un didmetro aproximadamente de 1 cm .

2.2. Origen y distribucion geografica.

Determinar con precisiéon el origen de un ancestro comdn ha sido dificil,
algunas hipdtesis sugieren un origen en Norteamérica mientras que otras en
Sudameérica basado en la presencia en plantas con hojas simples, las cuales

son consideradas por Planchuelo vy Dunh (1984) como representantes
primitivos del género.




Oftra hipotesis sugiere fres centros de origen y diversificacion separados
geograficamente en (i) region del mediterraneo y las tierras montafiosas de
Africa; (ii) region Andina de Bolivia, Chile y Peri-en Sudamérica y (iif)
Norteamérica inCIuyendo México (Figura 1) (Hondelmann, 1984; Planchuelo,
1996). Nuevas teorias basadas en el uso de técnicas moleculares y analisis
de ADN han sugerido que el género se originéd en el viejo mundo vy llego al

nuevo mundo por colonizacién independiente del Norte y Sudamérica (Kiss y
Wink, 1996).

Figura 1. Posibles centros de origen y diversificacion del genero Lupinus.
(i) Regibn del Mediterraneo y tierras montafiosas de Africa.
(i) Region Andina de Bolivia, Chile y Perti en Sudamérica.

(i) Regién Norteamérica incluyendo a México.




2.3. Distribucion en México.

En México el género Lupinus se encuentra ampliarﬁente diétribuido,
cuenta con alrededor de 111 especies, las cuales se distribuyen desde Baja
California a Chiapas a lo largo de la cadena montafiosa, con un mayor centro
de diversidad en el Eje Neovolcanico (2), donde convergenA la Sierra Madre

Occidental (1) y la Sierra Madre Oriental (3) como se muestra a continuacion
(Bermudez y cols.; 2000) {Figura 2).

.Figura 2. Distribucién geografica de las especies del género Lupinus en
Mexico.

1.- Sierra Madre occidental.
2.- Eje Neovolcanico.

3.~ Sierral Madre oriental.




En Jalisco existen alrededor de 15 especies distribuidos en su mayoria en
la Sierra Madre Occidental y Sierra Volcanica Transversal; localizados en los
municipios de Tapalpa y Chiquilisttan (Sierra del Halo), Mezquitic (San Juan
Peyotan y San Andres Cohamiata), Tequila (Volcan de Tequila), Mascota
(Cerro del Molcajete y Lago de Juanacatlan), Autldn (Sierra de Manantlan),
San Martin de Bolafios {San Miguel de la Sierra), Mazamitla (Sierra del Tigre),
Cuquio (cerca del Rio Aguacaliente), Jocotepec ( Sierra del Tecuan), Tonila
(Volcan de Fuego y nevado de Colima), Ciudad Guzman, Qjuelos, Lagos de
Moreno y sierra de Quila (McVaugh, 1987).

2.4. Adaptacién climéatica y ecologia.

Las especies domesticadas se cultiva principalmente en zonas
templadas-frias, éunque tiene una amplia adaptacion climatica con
requerimientos térmicos que van de los 15 a 25°C. Temperaturas mas altas y
acompafiadas de estrés hidrico pueden afectar el crecimiento, sobre todo

durante la fase de floracién y cuajado de vainas {(L6pez y Fuentes, 1986).

Es aparentemente indiferente al fotoperiodo, aunque se cultiva mas en
condiciones de dias cortos. Requiere entre 350-800 mm de precipitacién
anual, siendo cultivado exclusivamente en zonas de secano, es sensible al
exceso de humedad, y moderadamente susceptible a la sequia durante la
floracién y envainado. No tolera las heladas en la fase de formacion del
racimo y madurez, aunque algunos ecotipos (especies mediterraneas) tienen
una mayor resistencia al frio. Prefiere suelos francos y franco-arenosos, con
balance adecuado de nutrientes y buen drenaje, pH que oscila entre 5y 7. En

suelos &cidos, la fijacién de nitrégeno por el Rhizobium es muy escasa (Lopez
y Fuentes, 1991).




2.5. Antecedentes sobre su utilizacion.
2.5.1. - Toxicidad en alimentacidén animal.

La esparteina es considerada junto a la lupanina, como los alcaloides
mas téxicos presentes en las semillas de lupino . La esparteina y lupanina son
toxicos para los vertebrados por ser agonistas de los receptores de
acetilcolina, inhibidores de los canales de Na* y K', lo que bloquea la sefial de

transduccién neuronal, también alteran la sintesis de proteinas (Wink vy
Roberts, 1998).

En bovinos y ovinos una intoxicacion por lupino se produce por la
accion directa de los alcaloides sobre el organismo vy en relacidon con una dosis
alta de alcaloides ingerida en un periodo corto, por accién directa de ellos
sobre el sistema nervioso central. El cuadro clinico de la intoxicacion se
caracteriza por depresidn respiratoria, accién hipotensora, inhibicidén de la
transmisién neuromuscular y fibrilacion cardiaca. En casos agudos se
disminuye drasticamente el consumo de alimento. Especialmente en animales

jovenes hay una alteracion metabdlica, que reduce la eficiencia alimenticia
(Merck, 1993).

La intoxicacion aguda en bovinos se presenta cuando consume altas
cantidades de plantas frescas en corto lapso, destacando dentro de la
sintomatologia la disnea, ptialismo, hiperestesia y convulsiones. Por otra
parte, en terneros nhacidos de madres que consumieron lupinos ricos en
anagirina entre los 40 y 75 dias de gestacion, presentan una malformacién
congénita llamada “enfermedad del ternero encorvado” caracterizada por

artrogrifosis, xifosis, escoliosis y paladar hendido, en distintas combinaciones
(Davis, 1982; Keeler y Panter, 1989).




Asi mismo, la lupinosis es una micotoxicosis que ocurre cuando el hongo
Phomopsis lepfostromiformis (syn. P. rossiana) se desarrolla en las partes
aéreas y semillas de las variedades forrajeras de lupino dulce. La enfermedad
ha provocado fuertes pérdidas a la industria ganadera de Australia, en donde
la enfermedad se asocia al pastoreo del ganado -especialmente ovino- en
forraje de lupino, desarrollandose el hongo en ambiente himedo y calido. En
la forma aguda de la afeccion, los animales enfermos se apartan del rebafio y
se los aprecia desorientados y letargicos, con anorexia parcial o total,

muriendo dias después aunque haya cesado el consumo de forraje.

La forma crénica se caracteriza por anorexia parcial, progresivo

desemedro organico, ictericia y a veces fotosensibilizacién. lLas micotoxinas

causales (phomopsinas A y B) son hepatotoxicas y las lesiones que producen
son indistinguibles de las causadas en el higado por los alcaloides

pirrolizidinicos del senecio y otras plantas (Keeler, 1980).

No obstante, los herbivoros frecuentemente se confrontan con toxinas en
su alimento y durante su evolucidon desarrollan los mecanismos para superar
tas defensas de las plantas (Harbone, 1993; Wink, 1993). Algunas toxinas son
detoxificados ¢ degradadas enzimaticamente en el tracto gastrointestinal,
principalmente después de su absorcién como las del sistema microsomal
mixto de funcion oxidativa incluyendo al citocromo P-450, enzima mayoritaria
del sistema enzimatico (Freeland y Janzen, 1974; Smith, 1992). Estas
enzimas actian en sustratos no especificos y se encuentran
predominantemente en el higado y rificnes de los vertebrados, por lo tanto el
higado eé el respdhsable principa] de la detoxfficacién xenobiotica.




Algunos herbivoros mamiferos reducen la toxicidad de las plantas por la
inactivacion de metabolifos secundarios mediante la produccion de proteinas
salivales que ligan algunos taninos y esto permite que los animales se

alimenten con plantas con alto contenido de taninos (Robbins y cols. 1987).

El tracto digestivo es por si mismo otro sitio potencial de detoxificacion en
rumiantes y otros herbivoros, por la simbiosis con microorganismos ruminales
quienes ftransforman los constituyentes del alimento en nutrientes para

ganancia de peso, produccion de leche, energia, etcétera (Carlson y Breeze,
1984; Dawson y cols. 1997; Weimer, 1998).

-Algunas veces la actividad de degradacion del alimento por la microbiota
esta relacionada con cambios en la poblacién de microorganismos ruminales,
que da como resultado una resistencia a componentes antinutricionales

(Duncan y cols., 2000; Blythe y Craig, 1994; Dawson y cols., 1997; Newbold y
cols. 1997; Odenyo vy cols., 1997).

2.5.2.  Uso en la alimentacion humana.

Para poder emplear la semilla en la alimentacion humana el proceso
minimo de transformacién dei lupino es el desamargado (eliminacion de
alcaloides amargos). Tradicionalmente los campesinos de Sudamérica
procedian a desamargar las semillas de lupino haciéndolos hervir por espacio
de una hora aproximadamente y dejandolos en bolsas o sacos en la corriente

de una acequia o el rio, por mas de una semana (Juarez, 1991).
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Métodos modernos aceleran el proceso mediante la extraccion simultanea
de aceites y alcaloides con alcohol, sin embargo son mas costosos que el
proceso tradicional. La semiila de lupino para ser desamargada en fresco
debe guardarse hasta por quince dias cambiandole diariamente el agua.
Ademas se le puede secar dejandola al sol unos 3-4 dias (Juarez; 1991).

La semilla es-un alimento lleno de proteina, grasa, hierro, calcio y fosforo.
Se considera apropiado para alimentar nifios en etapas de crecimiento,
mujeres en gestacion o lactancia. Al combinar la semilla con algunos cereales
como la quinua o amaranto, es capaz de semejar las cualidades de la leche, la
carne, el queso y el huevo (Juarez; 1991). |

Se utiliza la semilla desamargada en la preparacion dé guisos, pepian,
purés, salsas, ceviche serrano, sopas (sopa de tarwi), postres (mazamorras
con naranjal) y refrescos (jugo. de papaya con harina de tarwi).
Industrialmente la harina de tarwi es empleada hasta en un 15% de la masa
total en la palnificacié_nn, sobre todo por la ventaja de mejorar.

considerablemente el valor protéico y calérico del producto (Juéfez; 1991).

2.5.3. Uso agricola y forestal.

Las especies del género Lupinus intervienen de diferentes formas en los
sistemas de produccion agropecuaria en diferentes partes del mundo, siendo
algunas especies mejoradas utilizadas de manera muy diversa: produccion de
semilla o forraje, en rotacién de cultivo, abono verde, conservacion de suelos,
praderas permanentes de aprovechamiento directo por el ganado vy
establecimiento de sistemas forestales (L.opez y Fuentes, 1991).
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Lo mas destacado de la composicion nutrimental de la semilla del lupino

tanto de.especies. cultivadas como de silvestres nativas es su contenido de

proteina cruda, que es de los mas elevados dentro de las leguminosas y varia
de 30 a 40% (Ruiz y Sotelo, 2001) (Cuadro 1). Por otro lado, el contenido de
lipidos totales o extracto etéreo en las diferentes especies de la semilla se
reportan valores de 5 6 6%, pero las especies L. albusy L. mutabilis contienen

de 11 a 19% respectivamente, por lo tanto son consideradas especies que

potencialmente pueden emplearse como oleaginosas para la industria

respectiva (Schoeneberger y cols., 1982).

Cuadro 1. Composicion quimica de siete especies de Lupinus silvestre de México (g
/100 g MS) de semiilla.

Cenizas - Lipidos Fibra Proteina* CHOs
Especie de lupino
‘elegans 4.20 5.79 12.91 45.41 31.69
- exaltatus 3.59 850 14.61 40.50 32.80
reflexus 3.61 7.90 16.58 37.31 34.60
rotundifiorus 4.01 5.50 15.11 4282 32.56
simulans 3.59 6.29 14.42 40.70 35.00
splendens ~3.30 8.89 12.70 37.20 38.10
madrensis 3.51 6.80 15.40 41.50 32.80
(N x 6.25).

Fuente: Ruiz y Sotelo, 2001.
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2.5.4 Uso Medicinal.

El agua de coccion es ocasionalmente tomada por los agricultdres como
laxante y para el control de plagas en las plantas, también desprende costras,
escamas y quita toda clase de granos (Gladstones, 1970; Gladstones, 1974).
Para uso medicinal los alcaloides se emplean para controlar ectoparasitos y
parasitos intestinales de los animales. Ademas dichas sustancias amargas se
utilizan en bafos calientes para curar el reumatismo (Gross, 1982).

Muzquiz (1988) refiere al lupino como planta medicinal e'mpleada como
antiinflamatorio del oido medio y también para la ciadtica, ademas, cuando es
tomada con miel y vinagre evita la obstruccién de las vias hepaticas y la
depresién, asi como en afecciones cardiacas.

2.6. Metabolitos secundarios.

Generalmenie las plantas poseen elementos gue no necesariamente
estan relacionados con el valor nutrimental, como los metabolitos. De acuerdo
con Bourgaud y cols. (2001) el término metabolito secundario se refiere a
“aquellos compuestos que estan presentes accidentalmente en las células
vegetales y que no son esenciales en las funciones vitales de las plantas. La
gran mayoria de estos metabolifos secundarios se originan de tres rutas

biosinteticas: 1) acetil-coenzima A, b) acido mevaldnico y ¢) acido shikimico.

Por su parte Harborne (1993) sefalé que los metabolitos secundarios son
generalmente clasificados de acuerdo a sus rutas metabdlicas donde se

producen y pertenecen a tres dgrandes familias de moléculas como son:
compuestos fendlicos, alcaloides, terpenos/esteroides.
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Aunque por algan tiempo se pensé que los metabolitos secundarios eran
solo productos de desecho del metabolismo primario, actualmente gracias a
los avances en las técnicas bioquimicas y en el conocimiento de la biologia
molecular ha sido claramente demostrado que dichos compuestos juegan un
papel importante en la adaptacion de las plahtas a su ambiente, ademas

mantienen inieracciones complejas entre los organismos vivos del ecosistema
(Bourgaud y cols., 2001).

2.7. Alcaloides.

l.os alcaloides son compuestos ciclicos que contienen nitrégeno, cuya
distribucién es limitada en los organismos vivos, tradicionalmente estos
compuestos han sido aislados de plantas superiores, sin embargo, se han

enconirado en insréctos, hbngos, organismos marinos y plantas inferiores (De
Lucas y St-Pierre, 2000).

Los alcaloides pueden acumularse durante el crecimiento en distintas
paries del vegetal como; semillas, frutos, flores, hojas, tallos, raices, rizomas y
cortezas. Dichos compuestos le sirven a la planta como un medio de defensa
guimica contra herbivoros ya que reduce su consumo, y en menor grado
contra bacterias, hongos y virus (Zamora; 2005).

Los principales alcaloides que han sido encontrados en los géneros
Lupinus son la lupanina, esparteina, lipinina, 13-OH-lupanina y angustifolina,
aunque también se han encontrado alcaloides no quinolizidinicos como
gramina y amodendrina (Wink y cols., 1987) (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Contenido de alcaloides quinolizidinicos en 7 especies de Lupinus

silvestres de Meéxico (mg de alcaloides/g MS) de semilla.

esparteina  lupanina  3-hidroxilupanina 13-hidroxilupanina

Especie de lupino

exalftatus 0.03 5.83 1.53 nd
elegans nd 0.03 ‘ 3.73 nd
splendens _ 0.29 0.89 1.05 1.00
reflexus 26.63 2.91 0.16 0.08
rotundiflorus 0.11 11.5 4.19 nd
simulans 0.40 8.87 2.76 0.09
madrensis 0.02 10.63 2.08 0.03
Media tESM 3.70£2.16  4.68+0.99 1.81+0.32 0.25+0.11

Fuente: Ruiz y Sotelo, 2001.

2.7.1. Biosintesis.
‘La sintesis de los compuestos quinolizidinicos se lleva a cabo
principalmente en los cloroplastos de hojas y posteriormente son trasladados

via el floema a otras partes de la planta para su almacenamiento en vacuolas
(Wink y Roberts, 1998).

Los alcaloides quinolizidinicos son resultado del metabolismo del
aminoéacido lisina mediante el proceso de descarboxilacion, principalmente
para formar la amina biogénica cadaverina como el primer producto precursor,
dicha fase es mediada por la enzima lisina descarboxilasa y la 17
oxoesparteina (Figura 3).
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Figura 3. Ruta de biosintesis de alcaloides quinolizidinicos.

2.7.2. Transporte y almacenamiento.

Los tejidos epidérmicos de tallos, peciolos y frutos son ricos en aicaloides,
los que son almacenados en concentraciones de 25 - 200 nM en las células de
éste tejido y de 100 - 200 uM en la semilla (Wink y Mende, 1987). Antes de la
floracion de la planta el mayor contenido de alcaloides se encontrdé en hojas,
seguido de tallos y raices, ya que el follaje en éste periodo de desarrollo es el
érgano mas suscepiible a la herbivoria.
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Por otro lado, durante la etapa de floracién y fructificacidn de la planta de
lupino los niveles de alcaloides se incrementan en los 6rganos relacionados
con la reproduccion (flores, frutos y semillas) para asegurar asi la
supervivencia de la especie ( Wink y Roberts, 1998; Zamora; 2005). |

2.7.3. Toxicidad y mecanismos de accibn de los alcaloides

quinolizidinicos.

La accidn de los compuestos secundarios o metabolitos en algunos
‘vegetales tienen su accién mediante su-efecto sobre mecanismos diversos en

el organismo animal. El mecanismo de accion toxica de los alcaloides

......

siguientes procesos:

» Se unen a receptores acetilcolinicos — nicotinicos (especificamente
lupanina).

> Se unen a receptores acetilcolinicos - muscarinicos (Especificamente la
esparteina).

» Lupanina y esparteina inhiben los canales de transporte membranal

basados en- el sodio y potasio, responsables de la polaridad de la
membrana celular.

(Wink, 1998: ).
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También se ha sefialado que los anteriores alcaloides pueden bloquear
las sefiales de transduccion en células nerviosas e interfieren en la sintesis de
proteinas en el tejido animal (Wink y Roberts, 1998).

2.8. Cinética de degradacion ruminal.
2.8.1. Interpretacion y descripcion de la cinética de degradacién\.

Los alimentos que consume el rumiante se acumulan inicialmente en el
rumen al ser afrapados por la masa de materia que alli se encuentra presente,
lo que permite que sean fraccionados por mecanismos fisicos, como la rumia.
Posteriormente ala reduccion del tamafio de particula los microorganismos del
rumen se fijan al vegetal favoreciendo la degradacion de sus componentes y
después de un periodo de estancia pasan del rumen al omaso a través del
orificio reticulo-omasal (Orskov y Mc. Donald, 1979).

Generalmente se pretende predecir el comportamiento de dicho proceso
a través del uso de métodos in vitro e in siti:, los cuales han sido utilizados
para determinar la velocidad a la que los microorganismos transforman el
vegetal o;_también conocido como tasa de degradacion, sobre todo para
identificar aquellas porciones de proteina, materia seca, materia orgénica y
fibra que son indigestibles (Orskov y Mc. Donald, 1979).

En la disponibilidad de los nutrimentos (como' por ejemplo la proteina) a
nivel del complejo reticulo-rumen puede dividirse al menos en tres fracciones o
porciones que se definen como; degradadas rapidamente, degradada
lentamente, y en aquélla que no se degrada, también son conocidas como

fracciones A, B, y-C respectivamente segln el autor que la reporte (Orskov y
Mc. Donald, 1979).
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Existen varios modelos matematicos que permiten estimar de manera
precisa estas fracciones (Merténs, 1987). La técnica de la bolsa de nylon (in
situ) empleando animales canulados a nivel ruminal puede utilizarse para
obtener los datos que serviran para estimar aquellas porciones del forraje o
ingrediente que son degradables en el rumen y las que no lo son, asi como la
tasa de desaparicién de los nutrimentos, como la proteina cruda (Mertens,
1987; Nocek, 1988; NRC 1985; Orskov y Mc. Donald, 1979). . .

Sin embargo, la tasa de degradacién de la fracciéon que es degradada
rapidamente no puede estimarse con la técnica /n situ, debido a que el tiempo
de incubacion en los estados iniciales de la degradacion no es suficiente para
estimar esta tasa con exactitud.(Mertens, 1987; Nocek, 1988),

La fraccion que es potencialmente degradada a nivel del complejo reticulo
rumen, normalmente se ha descrito como una constante cinética de primer
orden (Mertens, 1982, Mertens; 1980; Van Socest, 1991), partiendo de una
primera suposicion, que el contenido que se examinan son homogéheos y que

el sustrato que queda sera degradado como una funcién lineal de tiempo en el
rumen (transformacion logaritmica).

Los dos métodos mas comunes para estimar la degradacion del forraje son:

1) La porcidn soluble y la no soluble se determinan y se sustraen del
nitrdgeno residual del forraje, materia seca (MS), o fibra detergente
acido (FDA), ya sea por medio de un andlisis de regresion o el método
de “pelado de la curva”. Este método puede llevarse a cabo solo si
existe mas de un componente-lineal (Nocek, 1986).
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2) El modelo no lineal es utilizado para describir la degradacién de forraje
(Dhanoa, 1988) y se usa con o sin tiempo de retraso (Orskov, 1979) y se
ajusta hasta que el cambio en la sumas de los cuadrados residuales,
lleguen a un criterio de convergencia. La ventaja de este méfodo es que

todos los parametros se calculan al mismo tiempo.

El grado en que la proteina y la fibra es degradada en el rumen depende
de la actividad enzimatica respectiva de los microorganismos del rumen, del
acceso de la microbiota hacia estos, y de la tasa de pasaje del alimento
(Broderick, 1982; Lindberg, 1985; NRC, 1985; Nocek, 1988).

2.8.2. Procedimiento in situ.

En esta técnica se colocan bolsas de nylon en el rumen, las qué
contienen una muesira representativa con la que se determina la desaparicion
de materia organica (MO) y proteina cruda (PC) a diferentes intervalos de
tiempo (Orskov, 1980). EIl nitrdgeno que desaparece de las bolsas es
equivalente a fa PC que es degradada a nivel del reticulo-rumen (Broderick,
1982; Lindberg, 1985; NRC, 1985; Nocek, 1988).

La técnica in situ, proporciona informacion confiable acerca de las
estimaciones de la degradabilidad obtenidas con el método in vitro para varios
tipos de alimento e ingredientes (Stern y Satter, 1982), sin erhbargo su
popularidad ha estado sujeta a extensas criticas y evaluaciones. Existe un
gran numero de factores que afectan la estimacién de la desaparicién en el
rumen cuando se utiliza la técnica in situ, por lo tanto, cuando ésta se utilice

todos los factores que la influyen deberan tomarse en cuenta (Nocek, 1988).
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2.8.3. Porosidad de la bolsa.

La seleccion de la porosidad de la bolsa se hara considerando el riesgo
de perder particulas de la muestra, el grado de entrada de contenido del
rumen, limitaciones en la entrada y salida del liquido del rumen, y el riesgo de
seleccionar diferentes poblaciones microbianas. Las diferencias en la
porosidad son especialmente notables después pasadas 12 horas de
incubacion en el rumen. Solo parte de estas diferencias pueden ser atribuidas

a las variaciones en la pérdida de particulas causada por la apertura de la
bolsa (Nocek, 1988).

El impacto de la porosidad del tejido de la bolsa sobre la desaparicion en
rumen es dificil de estimar ya que depende del tamafio de pariicula de la
muestra, asi como la naturaleza y tipe de alimento que se va a evaluar. Una
porosidad de [a bolsa de 40 a 60 micras parece ser un punto adecuado

considerando el flujo microbiano y de liquido que permitira la accién de la
microbiota (Lindberg, 1985).

2.8.4. Tamafio de muestra.

Para decidir el tamafio de particula se debe tomar en cuenta dos
aspectos: a) una cantidad suficiente de muestra debe quedar para anélisis
después de los perfodos de incubacién, y b) la cantidad de la muestra no debe
ser tan grande para que retrase el mezclado instantédneo de las particulas del
alimento y el liquido ruminal (Lindberg, ‘1985). El rango en el tamafo que
debera ser utilizada en relacién a la superficie de la bolsa, debera ser de 10 a

20 mg/cm?® para -Ia mayoria de alimentos del tipo concentrado y forrajes
(Nocek, 1988).
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La cantidad exacta de muestra que debe ser introducida en la bolsa, para
ser incubada en el rumen, asi como el tamafo de la bolsa dependen del
ingrediente en estudio y del tiempo total que permaneceran estos en el rumen,
lo mismo dependera del niumero de analisis quimicos que se pretenden
realizar en el residuo resultante de la accién de la microbiota. Nocek (1988) y
Orskov y cols. (1980) sugieren que la cantidad de muestra en la bolsa
depende también de la densidad de la misma. Generalmente son; 2 g de paja

molida, 3 g de heno de huena calidad, 5 g de concentrados y 10 —15 g de
forraje fresco.

2.8.5. Tamario de particula de la fnuestra.

La preparacién de la muestra para su posterior incubacion tiene vital
importancia, ya que hasta donde sea posible, el material debera semejar al
gue aparece en el rumen como es consumido por el animal (Orskov, 1980).
Naturalmente, las variaciones en la porosidad de la bolsa afectan la
degradacion de la muestra, por lo que es necesario estandarizar el

procedimiento de molido, para poder llevar a cabo comparaciones entre
experimentos.

Linderberg (1985) y Nocek (1988) sugieren que' se muelan los
suplementos proteicos para que pasen a traves de una malla con poros de 2
mm antes de la incubacién, mientras que los forrajes (> 60% de MS) deberan
pasar una malla de 5 mm. EIl molido sirve tambien para uniformizar y reducir

variaciones en el muestreo y en la medicion de la tasa de digestion.
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2.8.6. Efecto de la racion.

El alimento tiene un efecto definitivo en la tasa de degradacion del
material que es incubado, por ejemplo, en animales alimentados con una
racion alta en concentrado, la actividad de los microorganismos capaces de
degradar la celulosa se reduce considerablemente (Orskov, 1980). Dado que
la muestra pueSta en las bolsas de nylon estan suspendidas en el rumen en
contacto directo con la poblacién microbiana presente en el mismo, es
probable que haya un efecto en la tasa y el grado de digestion de esa muestra.
Por lo tanto, la racién de base debera incluir un amplio rango de ingredientes,

para de esta manera exista una poblacidn microbial diversa (Nocek, 1988).

2.8.7. Contaminacién microbiana.

El problema mas serio de la técnica in situ es el grado de contaminacion
microbiana producto de la colonizacidon de los residuos incubados (Broderick,
1982; Lindberg, 1985; NRC, 1985; Nocek, 1988). Debido al intimo contacto en
que se encuentran Ias- muestras con la microflora ruminal, 'Ia contaminacién
con constituyentes microbiales es uh obstaculo irreversible, asi como la fuente
de variacidén asociada con la estimacion real de la digestibilidad de los

nutrientes del alimento determinada con la técnica in situ (Nocek, 1987).

En este contexto, cuando deban estimarse las porciones nitrogenadas,
por lo menos los forrajes foscos y de baja calidad deberan corregirse para
contaminacidbn microbial. Aunque las bolsas se laven adecuadamente, los
residuos pueden contener cantidades importantes de material microbiano. El
contenido total de nitrégeno en muestras de heno se incrementa gradualmente
con el tiempo de incubacion en el rumen, mientras que el contenido de

nitrégeno ligado a la FDA (N-FDA) permanece aproximadamente constante
(Linderberg, 1982).
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En virtud de 'que el .cont'enido de N-FDA permanece aproximadamente
constanie, el total de nitrbgeno que no se degrada puede ser calculado,
definiendo un punto final de degradacién. Asi que es necesario dar suficiente
tiempo de incubacién a las muestras, para detectar el punto final de la
digestion (Nocek, 1986).

2.8.8. Efecto del lavado.
El lavado de las bolsas después de la incubacién en el rumen tiene como
objetivos principales detener la actividad microbial, y eliminar todas las

particulas adheridas al tejido de la bolsa, debido al movimiento del liquido
ruminal (Linderberg, 1985).

El procedimiento estandar consiste en lavar las bolsas con agua de la
llave, hasta que el agua salga clara de las bolsas, lo cual lleva
aproximadamente 5 minutos por muestra (Kempton, 1980) Nocek (1988),
concluye que es preferible arreglar el orden en que se introducen las bolsas en
el rumen, de forma que todas las mismas puedan sacarse al mismo tiempo;
esto permite que se laven en menos tiempo.

2.9. Digestibilidad ruminal.
2.9.1. Digestion de carbohidratos.

Los forrajes constituyen la principal ingrediente en la alimentacion de los
rumiantes (ovinos, caprinos, bovinos, etc..), siendo las hojas y tallos las
porciones de la planta que contienen paredes celulares constituidas por
moléculas de celulosa y un material compactante integrado por hemicelulosa,
pectina y lignina . El contenido de lignina aumenta con el envejecimiento de la
planta‘y con temperaturas ambientales elevadas.
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Ninguno de los anteriores componentes de la pared celular puede ser
degradado por las enzimas que se producen en el tracto gastrointestinal de los
mamiferos y, sin embargo, pueden sufrir una accién hidrolitica a partir de
complejos sistemas enzimaticos de las “celulasas” microbianas que habitan el
intestino grueso y ciego (Garcia y col.; 1995).

El proceso de hidrolisis a que son sometidas las paredes celulares de |
planta a nivel del rumen produce glucosa y azl(cares que son captados hacia
el interior de los microorganismos, dando lugar a piravato, en esta accidn se
libera trifosfato de adenosina (ATP) que constituye la mayor fuente de energia

para el mantenimiento y crecimiento de la poblacion microbiana (Garcia y col.;
1995).

A partir de pirGvato y en condiciones de anaerobiosis, se forman los
productos finales de la fermentacion de los carbohidratos, fundamentalmente
los acidos grasos volatiles (AGV) de cadena corta: aceético, propidnico y
butirico, que seran absorbidos a través de las paredes del complejo reticulo-
rumen-omaso. Estos a pesar de ser los productos finales del metabolismo de
los microorganismos, contienen todavia gran cantidad de energia para ser

utilizada por el rumiante, integrandola en su metabolismo aerobio (Garcia y
cols., 1995). |

2.9.2, Digestion de proteinas.

Gran parte de la proteina procedente del alimento sufre procesos
fermentativos en el rumen; por ello el rumiante depende casi exclusivamente
de la biomasa de proteinas microbianas que abandona el rumen y pasa hacia
porciones posteriores del aparato digestivo. Sélo una pequefia proporcion de
la proteiha alimentaria escapa de la digestién microbiana (by-pass).
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Por ofro lado, los microorganismos dependen del amoniaco (NHs)
extracelular para la sintesis de proteina; en condiciones de escasa proteina en
el alimento, los rumiantes son eficientes conservadores de nitrdgeno, por el
contrario, con altas cantidades de proteina se produce un exceso de NHj en el
reticulo-rumen que sera absorbido a través de su pared. A partir de este NH;
se forma en el higado urea mediante el ciclo urea-ornitina y se produce una
importante pérdida de la misma a través del rifidn, este hecho supone el

desaprovechamiento de ia proteina alimentaria (Garcia y cols. ; 1995).

2.9.3. Digestion de las grasas.

En el rumen los microorganismos producen la hidrolisis de los
trigiicéridbs procedentes del alimento que consume al animal, generando
glicerol y acidos grasos. El glicerol, por fermentacion microbiana, da lugar
principalmente a la formacion de acido propionico (gluconeogenico). Los
acidos grasos de tipo insaturado, debido al ambiente fuertemente reductor del
reticulo-rumen, se hidrogenan y dan lugar a acidos grasos saturados, que
seran posteriormente absorbidos. Por ello, aunque lipidos del alimenio sean
insaturadas, tanto la grasa corporal como la de la leche en los rumiantes seréan
ricas en acidos grasos saturados (Garcia y cols.; 1995).

2.10. Nutricion y alimentacion ovina. |

Los ovinos y ofros rumiantes tienen la capacidad de transformar
maieriales lignocelulésicos, que nd pueden ser aprovechados directamente
como alimento por el hombre (forraje, esquilmos y subproductos
agroindustriales), transformandolos en productos para consume humano
(leche y carne). Esta habilidad se logra gracias a la actividad que desempefia

ta microbiota ruminal (bacterias, protozoarios y hongos). Por lo que los ovinos
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juegan un papel importante en la transformacion de alimentos para el hombre
(Shimada y cols. 1986; INRA 1990; Mejia 1998).

Los microorganismos del rumen adquieren energia de la fermentacién de
azlcares y de esqueletos carbonados de otros compuestos organicos que
obtienen del alimento. Los productos resultantes de ésta fermentacion, son
una mezcla de AGV (acético, propiénico y butirico, principalmente), que son
absorbidos a través de las paredes del rumeh, reticulo y omaso, asi como
gases que son expulsados del rumen (Garcia y cols., 1995). |

La cantidad de AGV que son producidos y absorbidos, es proporcional a
la cantidad de MO que es fermentada en el rumen por la microbiota, y por

consiguiente se relaciona con la masa microbiana producida (Van Soest, 1982;
INRA, 1990). '

Los réquerimientos de proteina para rumiantes, normalmente se lienan
con dos fuentes: la proteina de origen microbiano generado a nivel del rumen
que sera disponible a nivel pos-ruminal y la proteina alimentaria que escapa a
la accion de la microbiota ruminal y que es digerida en el intestino delgado,
[lamada proteina de sobrepaso (Van Soest, 1982; Villalobos y cols. 2000).

En el rumen, las enzimas de los microorganismos simbiotas degradan
una parte de las proteinas en. elementos mas simples, produciendo
sucesivamente peéptidos, aminoacidos vy NH3 como producto final. Los
constituyentes no protéicos procedentes en el alimento son degradados
rapidamente y casi en su totalidad en NH; .

La digestiéon de las proteinas alimentaria que tiene lugar en el abomaso y
en el intestino delgado es similar a la existente en los monog'éstricos, donde la
proteina es hidrolizada por las enzimas abomasales (pepsina) y pancreaticas
(tripsina, quimiotripsina, carboxipeptidasa y aminopeptidasa), reduciéndola en
péptidos, oligopéptidos y aminoacidos.
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La absorcion de los aminoacidos se realiza en el intestino delgado, y una

fraccion de proteina alimenticia y microbianas pasa a Ias heces (Shimada y
cols. 1986 INRA 1990 V[IIanbosycoIs 2000)

2.10.1. Sistemas de produccién ovina en México.

La produccién de carne de borrego bajo condiciones de pastoreo es un
proceso lento y poco eficiente, bajo éste sistema los borregos logran llegar a
su peso corporal de mercado (30 kg) enire 1 y 2 afios de edad, presentando
una alta mortalidad y bajos rendimientos. La situaciéon actual del mercado de
came de borrego sugiere que la engorda de borrego se realice ya sea en
praderas cultivadas con elevada produccion de forraje y de excelente calidad
nutritiva o- bien, bajo condiciones de confinamiento, lo cual hoy en dia
representa una alternativa técnicamente factible y econdmicamente rentable.
(Sanchez, 1997; De Lucas y cols., 2003).

Sin embargo, al realizar la revision de literatura se encontrd un vacio en la
informacion referente a la evaluacién de forraje del género Lupinus, sobre todo
de aquellos de produccion nativa como las especies L. exaltatus y L.
rotundifforus, sobre todo para su posterior empleo como insumo alternativo en
la alimentacion de ovinos y caprinos.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En Jalisco existen diversas leguminosas nativas cuyo forraje presenta un potencial
susceptible de ser empleadas como fuente proteica en la alimentacion de
pequenos rumiantes. Como es el caso de los Lupinus silvestres que se encuentran
ampliamente distribuidos en zonas por arriba de los 1500 msnm, sin embargo los
factores anti-nutrimentales (alcaloides) pudieran afectar la salud del animal que la
consuma, es por ello que deben ser tratadas previo a su utilizacion.

El proceso de henificacion al sol es un tratamiento que puede disminuir estos

factores negativos y por ofro lado conservar su valor nutritivo.
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4. JUSTIFICACION.

El daflo ecoldgico que representa la deforestacion, obliga a conocer,
conservar, promover y utilizar especies vegetales nativas que permitan su
explotacion sustentable. Las legumincsas del género Lupinus pueden ser una
fuente de nutrimentos, en especial de compuestos nitrogenados comoe son las
proteinas. Los Lupinus por sus caracteristicas de crecimiento, disponibilidad y
abundancia, asi como sus propiedades quimico nutricionales le permiten ser
suscepﬁbie para utilizarse como ingrediente en la alimentacién animal. Sin
embargo, poseen factores anti-nutricionales como los alcaloides que pueden
afectar la salud del animal. El presente trabajo tiene como objetivo determinar
si mediante el henificado es posible conservar sus caracteristicas
nutricionales, ademas de observar el comportamiento de ios alcaloides de dos
especies de Lupinus antes y después de someterlo a este proceso.
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3. Objetivo general.

Por lo anteriormente expuesto y considerando que en México la
informacion sobre la actividad nutrimental del género Lupinus en ovinos y

~caprinos es limitada se realiz6 este estudio cuyo gbjetivo general consistié en

evaluar mediante la cinética de degradacion, la tasa de desaparicion de los

nutrimentos y alcaloides quinolizidinicos presentes en L. exalfatus y L.
rotundifiorus en dos tiempos de corte (80 y 180 dias).

3.1.  Obijetivos especificos.

1.- Medir la tasa de desaparicion de la FDA, FDN, PC y MS del forraje de L.
exaltatus y L. rotundiflorus con 90 y 180 dias de edad al corte.

2.- Cuantificar el contenido de alcaloides quinolizidinicos a las 0, 6, 12, 24,

48, 96 horas de exposicion ruminal de las dos especies de Lupinus y
de los dos tiempos de corte.

3.- Determinar la cinética de degradacién en rumen (fraccién degradable,

fraccién no degradable, fraccion soluble y tasa de degradabilidad) de
la PC, FDA, FDN y MS.
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1.2. Hipdtesis.

El proceso de henificacion al sol del forraje del género Lupinus, disminuye
la concentracion de factores anti-nutricionales como los alcaloides, ya que
algunos de ellos son hidrosolubles, e incrementa la concentracion de proteina.
Ademas, mediante el conocimiento de la cinética de la desaparicién ruminal de
éstos compuestos se pueden establecer las bases para su inclusion en la

alimentacion de ovinos y caprinos como forraje alternativo.
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1. MATERIALES Y METODOS.

3.1.- Fase de campo.
3.1.1. Localizacién y establecimiento de praderas.

El presente frabajo se realizd en las instalaciones de las areas
experimentales del Departamento de Produccion Animal del Centro
Universitario de Ciencias Biolégicas y Agropecuarias de la Universidad de
Guadalajara, ubicado en el kildbmetro 15.5 carretera a Nogales, predio “Las

Agujas”, Nextipac, Zapopan, Jalisco.

La temperatura media anual el fugar de siembre es de 23.5°C, y tiene una
precipitacion anual promedio de 906.1 milimeiros, con régimen de luvia
comprendido en los meses de junio a octubre. Los vientos dominantes son

con direccion Este, el promedio de dias con heladas al afio es de 5.12.

Sej sembraron dos especies silvestres de Lupinus (L. rotundiflorus y L.
exaltatus) las cuales fueron obtenidas en la Sierra de Tapalpa y de las faldas
del nevado de Colima, respectivamente. Las semillas de las dos especies de
Lupinus se sembraron en un terreno con una superficie de 12 x 30 m con la

finalidad de obtener el material vegetal para posterior henificado.

El material de cada una de las especies de Lupinus fue cortado a la edad
de 90 y 180 dias, posteriormente se henificdé extendiéndolo al sol. Muestras
del forraje henificado se molidé hasta alcanzar un famarfio de particula de 1 mm
empleando un molino marca Willey en el laboratorio de nuiricién animal del
Departamento de Produccion Animal del CUCBA. Muestras representativas
de cada uno de los materiales vegetales obtenidos se depositaron (2 g aprox.)
en bolsas de nylon estandarizadas (1600 perforaciones/ cm2), las que fueron
selladas con calor, posteriormente se determind la concentracién de MS en
una estufa a 70°C durante 24 h, y por ultimo se pesaron.
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3.1.2. Canulaci6én de borregos.

Se utilizaron cuatro borregos encastados de la raza Pelibuey de
aproximadamente 35 kg de peso vivo, los cuales se fistularon quirdrgicamente
eh el quirdéfano de las areas experimentales del Departamento de Produccion
Animal del CUCBA y posteriormente se canularon a nivel del rumen. Lo anterior
obedeciendo los lineamientos establecidos en la NOM-062-Z00-1999.

Los animales canulados se sometieron a un periodo de adaptacion de 15
dias post-operatorio con una raciéon al 25% de inclusién de forraje de Lupinus

de las dos especies estudiadas lo cual se hizo de una forma paulatina.

3.1.3. Descripcidén de toma de muestras.

Tiempo 0 — Consiste en 14 bolsas, divididos de la siguiente manera: 3
bolsas con L. exaltatus de 90 dias, 3 bolsas con L. rotundiflorus de 90 dias, 3
bolsas con L. exaltatus de 180 dias y 3 bolsas con L. rotundifforus de 180 dias,
mas 2 bolsas blanco sin nada. En éste tiempo no se depositaron las bolsas
dentro del rumen, tan solo se lavaron en 5 recipientes diferentes con 5 litros de
agua a temperatura ambiente durante 5 minutos. Los otros tiempos fueron
manejados de la misma forma, solo que estos si se depositaron en el rumen y
fueron retirados a las 6, 12, 24, 48 y 96 h.

Después de pasado el tiempo antes mencionado, las bolsas retiradas del
rumen se depositaron en una estufa a 70°C, donde permanecieron durante 24

h, luego se pesaron y el valor se registr6. El material seco se conservé en

bolsas herméticas para el posterior analisis nutrimental en el laboratorio.
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3.1.4. Fase de laboratorio.

Las actividades de analisis quimico de los residuos de la incubacion a
nivel del rumen del ovino y de los ingredientes se realizd conjuntamente en los
laboratorios de Nutricion Animal del Departamento de Produccién Animal y el

laboratorio de Biotecnologia del Departamento de Botanica del CUCBA.

Material residual representativo que se encontraba contenido en las
bolsas de todos los tratamientos fue empleado para la determinacion de MS,
PC, y fracciones de fibra (FDA y FDN) (AOAC, 1990), asi como a la extraccién
de alcaloides segln el método propuesto por Przybylak y cols. (2005).

0.1 gde harina + § mL TCA

l Homogeneizar 1 min. en sonicador.

Centrifugar 5 min, x 4000 rpm

“—- sobrenadante <-—l

precipitado

¢ sobrenadante (Homogeneizarcon 5 mL de TCA

5% y centrifugar) x 2

+— sobrenadante ~*———

A 4
Recogerjuntos los 3 sobrenadantes y basificarcon 1 mL de
NaOH 10 M :

Extraercon S mL de cloruro de m efileno x 3.

Recoger ia fase orgdéanica

Llevara sequedad - '

Resuspenderen 1 mL metanol

fO.SmL 0.5 mL l

Cromatografia en placa fina

Inyectaren GC

Figura 4. Esquema de extraccion de alcaloides (Przybylak y cols., 2005).
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Una vez que se obtuvieron los datos de analisis, se realizaron los calculos
necesarios para determinar la cinética de degradacion. Las curvas de
degradabilidad ruminal {(cinética) de MS, PC, FDA y FDN de cada tratamiento

en estudio se ajustaron al modelo no lineal propuesto por McBPonald, el cual es
el siguiente:

Y=a+b (1-e *

Donde: -

Y = Degradacidn en funcion del tiempo (t).

a = Intercepto de la curva de degradacion al tiempo cero y representa la
fraccidon soluble que se degrada rapidamente.

b = Fraccion insoluble pero potencialmente degradable.

e = Base de logaritmos naturales.

kd = Tasa constante de degradacién (%/h).

Los résuitados obtenidos fueron sometidos a un analisis utilizando el
programa del paquete estadistico SAS para determinar el efecto de la especie
de Lupim)s si corhb edad del rhismo sobre la desaparicion de cada uno de los
nutrimenios. La diferencia estadistica entre los tratamientos evaluados fue
declarada con un alfa de 0.05. Cuando existio diferencia enitre ellos se

empled el metodo de Duncan para separar los promedios.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

En el presente estudio el porcentaje correspondiente a la fraccion
degradable a nivel ruminal de la materia seca (MS) del forraje de lupino, fue
mayor para el L. rotundiflorus comparativamente con el L. exaltatus (P < 0.05;
32.72 vs. 27.54%, respéctivémente),' probébiemente debido a la mayor
cantidad de foliaje en éste. Pero cuando se consideré ia edad al corte no se
observaron diferencias en el pardmetro antes mencionado siendo en promedio
de 30.13% (P > 0.05). Por otro lado el efecto de la interaccion entre la especie

de lupino y la edad sobre la porcidn degradable fue significativa (P < 0.05;
Grafica 1).

Grafica 1. Fraccion degradable de la materia seca de dos edades de corte y dos especies de lupino.

90 dias . 180 dias 90 dias 180 dias
L. exaltatus

L. rotundiflorus

a-c.- Literales diferentes indica diferencia estadistica (P < 0.05).
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Murillo y cols. (2003) reportan valores de degradabilidad ruminal total de
la MS de un 55% cuando la alfalfa era henificada al sol, lo que resulto ser
aproximadamente 20 puntos porcentuales por encima a lo que encontrado en
el presente estudio, ya que se observé 32.72% para el L. rotundiflorus y un
27.54% para el L. exaltatus. Dicha diferencia en los datos de alfalfa con el
lupino pudiera ser debida simplemente a que las primeras son especies
mejoradas genéticamente para la produccion de forraje vy las que fueron
evaluadas en el presente experimento de degradabilidad son especies

snvestres de nuestra reglon Ias que representan una fuente alternativa de
nutrimentos para el productor ovino.

Por otro lado, Juarez y cols. (2001) reportan que el forraje de huizache
(Prosopis leavigliata) presenté un 51.3% de fraccién degradable de la materia
seca y un 22.4% correspondiente a [a porcidn soluble en ovinos de la raza
Rambouillet. Lo observado por los autores es por encima de lo encontrado en
el presente experimento probablemente se deba a que ellos emplearon solo el

follaje y en éste estudio fue la planta completa incluyendo tallos.

Por otro lado, la fraccidn no degradable de la MS del forraje de lupino
promedié en lo general 27.8%, sin presentar una variacion significativa por
efecto de la especie vegetal empleada (P > 0.05). Sin embargo dicho
parametro’ se vio incrementado a medida que se incrementaba la edad del
forraje (P < 0.05; 22.24 vs. 33.37% para 90 y 180 dias de edad al corte).

Dicho aumento pudiera simplemente ser un reflejo metabélico del
acumulo de paredes celulares por parte de la planta, en especial de sus
carbohidratos estructurales como lo menciona Lyons y cals. (1996), quienes
en su reporte de extension reportan de manera general que la planta hace la
redistribucién de nutrimentos a medida que aumenta la edad al corte del
forraje, pasando de ser follaje a tallos.
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Por otro lado, fa interaccion entre la especie de lupino vy la edad de los
mismos en su efecto sobre la fraccion no degradable resultd con significancia
estadistica (P < 0.05; Grafica 2). Lo cual apoya lo reportado por Lyons y cols.
(1996) respecto a los cambios observados con la edad de ia planta, donde se
aumenta la concentracion de compuestos estructurales con posiblemente una

baja degradabilidad a nivel del tracto gastrointestinal de los animales,
incluyendo a los rumiantes.

Gréfica 2. Fraccion no degradable de la materia seca de dos edades de corte y dos especies de lupino.

90 180 90 180
L exalfatus

L rotundiflorus

a-d.- Literales diferentes indica diferencia estadistica (P < 0.05).

Tomando los valores reporfados por Ortiz y cols. (2003) se estima que la
fraccion no degradable (45.5%) del heno de alfalfa es superior a Io que se

reporta en el presente trabajo (22.0%) para los 90 dias de corte y (33.5%) para
tos 180 dias de corte en ambas especies.
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En cuanto a la fraccion soluble de la MS se encontré un efecto
significativo del tipo forraje de lupino (P < 0.05), siendo mayor en 5 unidades
porcentuales en la especie L. exaltatus, comparado con la cantidad observada
en el L. rotundiflorus. Ademas, la misma variable al ser evaluada a los 90 dias
de edad presentdé 9 unidades porcentuales por encima de la encontrada con
los 180 dias (P < 0.05). Dicho comportamiento pudiera reflejar la cantidad de

compuestos con capacidad de diluirse en liquido del forraje joven.

Gréfica 3. Fraccion soluble de la materia seca de dos edades y dos especies de lupino.

a0 180 90 180
L. exaltatus

L. rotundiflorus

a-d.- Literales diferentes indica diferencia estadistica (P < 0.05).

En cuanto a la tasa de degradacidén de la MS del forraje de lupino se
encontré que fue mayor para L. exaltatus que para L. rotundiflorus (P < 0.05;

Gréfica 4) asi mismo para el factor edad se encontr6 diferencia significativa,
siendo mayor a los 90 dias de corte.
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-~ Juérez y cols. (2001) reportan que el forraje de huizache (Prosopis
leavigliata) mencionan que el mezquite (Mimosa biusifera) presentaba una
tasa de degradacion y la degradabilidad efectiva de la materia seca era mas

alta que la del huizache con un 16.5%/h y 60.5% respectivamente,

Grafica 4. Tasa de desaparicion de la materia seca del forraje de lupino.

%/h

L. exaltatus L. rotundiflorus 90 180
Especie de lupino Edad de corte (dias)
P < 0.05 P < 0.05

Albarran y cols. (1997) reportan valores de digestibilidad in sifu de la materia
Vseca de la semilla y frutos de leguminosas arbustivas como la parota (Enterolobium
cyclocarpum), mezquite (Prosopis juliflora) y la guaje {Leucaena leucocephala), de
60, 30 y 25%, respectivamente.

Por otro lado Ku-Vera y cols.(2005) reportan una tasa de degradabilidad para la
materia seca de B. alicastrum, G. ulmifolia, E. tinifolia y G. sepiumde 10.5, 5.1, 19y

1.06% respectivamente:.valores muy semejantes e incluso inferiores a los reportados
en el presente trabajo.
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Cuadro 3. Cinética de desaparicion ruminal de la materia seca del forraje de lupino.

Especie L. exaltatus L. rotundiflorus
Edad al corte, dias 90 180 90 180
Fraccion
degradable, % 2467 30.41 36.30 29.69
no degradable, % 24.76 30.93 19.10 35.95
soluble, % 50.57 38.67 44 .59 34.35
Tasa de
desaparicion, kd/h 8.49 - 6.81 6.70 6.44
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La fraccion degradable a nivel ruminal de la proteina.cruda fue mayor
para el forraje de L. rotundifiorus que para L. exaftatus (P < 0.05; Grafica 5) al
mismo tiempo que la edad de corte tuvo un efecto, siendo mayor cuando mas
adelantada en dias (P < 0.05). Lo anterior muestra el potencial del forraje de
lupino como fuente de proteina. Ademas la interaccién especie de lupino con
[a edad de corte mostrd significancia sobre el parametro estudiado (P < 0.05;
Cuadro 4). |

Grafica 5. Fraccion degradable de proteina cruda de dos especies de lupine en dos tiempos de corte.

90 dias 180 dias 90 dias 180 dias
L. exalfatus

L. rotundiflorus

a-d.- Literales diferentes indica diferencia estadistica (P < 0.05).

Por otro lado Albarran y cols. (1997) reportan una degradabilidad de
proteina cruda para fruto y semilla el E. cyclocarpum de 45 - 55% y para el P.

~ juliffora de 96%. Tambien mencionan que los valores de digestibilidad de
proteina del follaje es menor. con rangos generales de 18 a 25% para parotay
de 42 a 43% para el mezquite. los cuales son muy semejantes alos del forraje

de lupino.
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Por otro lado Ku Vera y cols. (2005) reportan valores de degradabilidad
de la proteina cruda contenida en B. alicastrum, G. ulmifolia, E. tinifolia y G.
sepium de 95.19, 83.60, 45.50 y 94.50%, respectivamente. Los anteriores
valores se ubican muy por arriba de la observada para el forraje del género

Lupinus, en especial con las especies empleadas en el presente estudio.

Asi mismo, el porcentual de [a fraccién no degradable de la proteina del
forraje de lupino fue mas elevado para la especie L. rotundiflorus que para la
L. exaltatus (P < 0.05); el factor también aumenté cuando la planta tenia 180
dias de edad al corte (P < 0.05; Grafica 6). Lo cual refleja de cierta manera
aguella fraccion que pasara del complejo reticulo-rumen hasta el abomaso e
intestino delgado, donde las enzimas pudieran afectaran su estructura y

l6gicamente el excedente de la misma sera excretado en heces.

Grafica 6. Fraccidn no degradable de proteina cruda de dos especies de lupino en dos tiempos de corte.

90 180 90 180
L. exallalus

L. rotundifforus

a-b.- Literales diferentes indica diferencia estadistica (P < 0.05).

44




Ku Vera y cols. (2005) reportaron valores de proteina sobrepasante o no
degradable en rumen para arbustos y arbustivas que variaba de 55 hasta 5%.
Por otro ladro, Albarran y cols. (1997) reportan para frutos y semillas de
arbustos valores que oscilaban de 55-45% de fraccion que sobrepasa del

rumen y liega al abomaso del rumiante.

La fraccion soluble de la proteina cruda del forraje presentd su mayor
porcentaje con la especie L. rotundiflorus (P < 0.05), observandose ademas
que cuando la edad de corte fue de 90 el valor fue mayor al observado a los
180 dias (Grafica. 7). También se encontré que la interaccion especie del
forraje y edad de corte afectaba el parametro (P < 0.05; Cuadro 5). La
presente porcidn sera eMpIeada por la microbiota presente en el rumen,
principalmente para la formacidn de compuestos nitrogenados que le sirvan al

animal y a los microbios, principalmente bacterias.

Grafica 7. Fraccion soluble de proteina cruda de dos especies de lupino en dos tiempos de corte.

Y%

0 180 a0 180
L. exaltatus

L. rotundiflforus

a-d.- Literales diferentes indica diferencia estadistica {P < 0.05).
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La tasa de desaparicion (%/hora) a nivel ruminal de la proteina contenida
en el forraje presentd valores mayores para la especie L. rotundiflorus en
comparacion con la L. exaltatus (P < 0.05). Ademas, la respuesta de la tasa
de desaparicion a nivel ruminal varié con la edad de corte, siendo mayor a los
180 (P < 0.05; Grafica 8). Por otro lado, la interaccion entre la especie y la
edad de la planta afect6 la tasa (P < 0.05).

Grafica 8. Tasa de degradacion de la proteina cruda de dos especies de fupino en dos tiempos de corte.

a0 dias 180 dias 90 dias 180 dias
L. exalfatus

L. rotundiflorus
" a-c.- Literales diferentes indica diferencia estadistica (P < 0.05).

Empleando arbustos y arbustivas, Ku Vera y cols. (2005) reportaron
valores de tasa de desaparicién que oscilaban de 5-14%/h, los cuales son muy
similares a los observados en el presente estudio con forraje de lupino,

incluyendo las dos especies en esta aseveracion.

Sin embargo, estudios comparativos similares no fueron encontrados en
la literatura publicada sobre la cinética de degradacién a nivel del rumen del

ovino, por lo que las anteriores comparaciones solo tratan de encontrar
semejanzas. '
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Cuadro 4. Cinética de desaparicion ruminal de la proteina del forraje de lupino.

Especie L. exaltatus ' L. rotundifiorus

Edad al corte, dias 90 180 90 180

Fraccion . . ,
degradable, % 43.69 37.17 48.63 68.45
no degradable, %  6.41 6.18 6.83 22.56
soluble, % 49.90 56.65 44 .54 8.99

Tasa de

desapakicic')n, kd/h 5.90 6.61 6.80 12.68




El porcentaje de la fraccion degradable de la fibra detergente neutro
(FDN) del forraje de lupino fue mayor (P < 0.05) en la especie L. rotundiflorus
comparado con la L. exaltatus. De igual manera la fraccién fue mayor cuando
el forraje se cortd a los 90 en comparacion con el obtenido a los 180 dias
(Grafica 9), y esto se comprueba con el efecto de la interaccion de la especie
y la edad de corte, en donde se aprecia un valor significativo en la especie L.
rotundifiorus de 90 dias de corte (P < 0.05; Cuadro 5).

Grafica 9. Fraccion degradable de la FDN en dos edades de corte y dos especies de lupino.

90 dias 180 dias 90 dias 180 dias
.. exaltatus

L. rotundifiorus

a-c.- Literales diferentes indica diferencia estadistica (P < 0.05).

‘La grafica anterior demuestra el potencial de utilizacion de los
carbohidratos estructurales que contiene la especie L. rotundiflorus, la cual fue
mayor que la observada en los otros tratamientos y por lo tanto refleja la

energia potencialmente utilizable almacenada en esta porcion.
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Sin embargo, las referencias que hacen alusién a la fraccion degradable
de las paredes celulares de los arbustos y arbustivas son escasas y

generalmente se refieren solo a la proteina y la materia organica.

La fraccion no degradable de la FDN del forraje no presentd diferencia
significativa entre las especies de lupino evaluadas (P < 0.05) por efecto de la
edad de corte, observandose el mayor porcentaje con el vegetal que tenia 180
dias de edad (Grafica 10). También se encontré que el efecto de la
interaccion edad de corte y especie de lupino, especificamente el L.

rqtundiﬂorus de 180 dias fue diferente estadisticamente a los otros forrajes
evaluados {P < 0.05).

Grafica 10. Fraccion no degradable de FDN de dos especies de lupino en dos tiempos de corte.
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90 dias 180 dias 90 dias 180 dias

L. exaltatus L. rotundiflorus

a-d.- Literales diferentes indica diferencia estadistica (P < 0.05).

Esta fraccion refleja simple y sencillamente aquella porcién de la FDN que
resiste la accidn de la microbiota ruminal y que pasara a duodeno, permitiendo

una ligera fermentacién a nivel del intestino grueso y posterior excrecion.
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La fraccion soluble a nivel ruminal de la FDN del forraje de lupino
presentd valores mayores en el L. exaltatus por encima de los encontrados
con el L. rotundifforus (P < 0.05; Grafica 11). Por otro lado, se observo que
cuando la edad del forraje se tomaba como tratamiento, el forraje con 90 dias
al corte presentaba 10 unidades porcentuales por encima del que tenia solo
180 dias (P < 0.05). Ademas la interaccion edad de corte y especie de lupino

presento un efecto significativo sobre el mismo parametro (P < 0.05).

Grafica 11. Fraccion soluble de la FON de dos espécies de lupino en dos tiempos de corte..

90 dias 180 dias 90 dias 180 dias
L. exaltatus

L. rotundiflorus

a-c.- Literales diferentes indica diferencia estadistica (P < 0.05}).

El parametro representa las paredes celulares del forraje de lupino que
serviran de sustrato para la formacion de &cidos grasos volatiles por la
microbiota dada su elevada cantidad de compuestos solubles en liquido a
temperatura corporal como es el fluido ruminal, posiblemente incluyendo aqui

a los compuestos lignocelulésicos potencialmente degradables a tasa elevada.
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Por ofro lado, la tasa de degradacion de la FDN del forraje fue similar
entre las dos especies de lupino evaluadas (P > 0.05), pero en el forraje con
una edad de 180 dias la tasa de desaparicidon in situ fue mas elevada
comparado con el forraje que solo contaba con 90 dias de edad al momento
de su cosecha (Gréfica 12). La variable cambio por efecto de la interaccion de

la edad al corte y la especie de forraje que se evaluaba (P < 0.05).

Grafica 12. Tasa de degradacion de FDN de dos especies de lupino en dos fiempos de corte.
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L. exaltatus

L. rotundifiorus

a-d.- Literales diferentes indica diferencia estadistica (P < 0.05).

La porcidn refleja ia velocidad a la cual es empleada la pared celular de la
planta de lupino, observandose que el forraje de L. rotundifforus fue degradado
en menos tiempo posiblemente por su contenido en tejido vascularizado
(flecema y xilema) a esa edad fenoloégica. Ademas asociado con la porcion

que resiste la degradacion se puede inferir que estimula [a masticacion.
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Cuadro 5. Cinética de desaparicion ruminal de la fibra neutro detergente del

forraje de lupino.

Especie L. exaltatus L. rotundiflorus
Edad al corte, dias 90 | 180 90 180
Fracciéon
degradable, % 22.70 29.13 43.02 28.93
no degradable, % 40.89 ' 47.08 33.40 54.28
soluble, % 36.41 23.79 23.58 16.79
Tasa de
desaparicion, kd/h 8.49 6.55 5.62 9.81
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La fraccion de fibra detergente acido (FDA) del forraje que se degradaba
en el rumen fue mayor en el L rotundiflorus que en el L exaltatus (P < 0.05;
Grafica 13), encontrandose un 10% mas en el forraje que tenia 90 dias de
edad al momento de corte respecto al de 180 dias (P < 0.05). Encontrandose
ademas efecto de la interaccion edad de corte y especie de lupino sobre el
parametro ('P < 0.05; Cuadro 6).

Grafica 13. Fraccion degradable de la FDA de dos especies de iupino en dos tiempos de corte.

90 dias 180 dias 90 dias 180 dias
L. exaltatus

L. rotundifforus

a-c.- Literales diferentes indica diferencia estadistica (P < 0.05).

La fraccion de FDA del forraje de lupino que no fue degradable fue similar
entre especies (P < 0.05; Grafica 14), pero la edad al corte si provoco
diferencia estadistica, siendo mayor a los 180 dias (P < 0.05). Ademas, la

variable fue afectada por la interaccion de los dos anteriores factores (P <
0.05).
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Grafica 14, Fraccion no degradable de la FDA de dos especies de lupino en dos tiempos de corie
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. a-d.- Literales diferentes indica diferencia estadistica (P < 0.05).

Por otro 1ado, se observé que la fraccidon soluble de la FDA presente en el
forraie de lupino fue mayor en especie L. exaltatus en comparacién con la L.
rotundifiorus (P < 0.05; Grafica 15), ademas, la variable fue 10 unidades
porcentuales mayor cuando el forraje tenia 90 dias de edad al corte
comparativamente con aq_uel que se cortd a los 180 (P < 0.05). Lo anterior
p muestra ia menor 'I.ignificacic’)n del vegetal al momento de ser cosechado, sobre
todo en la combinacion de la especie de lupino en combinacion con la edad
del mismo al corte. ObseNéndose un diferencial del valor mayo al menor de

20 unidades porcentuaies.
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Gréafica 15. Fraccion soluble de FDA de dos especies de lupino en dos tiempos de corte.

% 20

90 180 80 180
L. exaltatus

L. rotundiflorus

a-c.- Literales diferentes indica diferencia estadistica (P < 0.05).

La tasa de degradacion observada (%/h} en la fraccion lignificada el
forraje (FDA) de lupino fue mayor cuando se considerd el comparativo de la
especie L. exaltatus respecto a la L. rotundiflorus (P < 0.05; Grafica 16).
Cuando se considerd la edad del forréje, se encontr6. una ligera ventaja a los
180 respecto al forraje con 90 dias (P < 0.05). También vari® con la

interaccién de los dos tratamientos anteriores (P < 0.05).
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Grafica 16. Tasa de degradacion de la FDA de dos espaciés de lupino en dos tiempos de corte
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a-d.- Literales diferentes indica diferencia estadistica (P < 0.05).

Por otro lado, al analizar el contenido de alcaloides presente en el forraje
y su variacién en el tiempo de incubacion a nivel del rumen no se encontro
presencia de ellos en los residuos presentes en la bolsa retirada del rumen, es

mas, dichos compuestos estaban ausentes posterior a la inmersion inicial en el
liquido del ruminal.

Lo anterior pone en evidencia la baja cantidad de alcaloides que sean
insolubles en agua, teniendo su principal reservorio en la semilla. Pero la
cantidad de semilla respecto a la porcidon vegetativa es menor al 10% de ésta y
el impacto de los alcaloides es menos.
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Los niveles de alcaloides que fueron encontrados mediante el analisis por
cromatografia de los residuos presentes en las bolsas que se emplearon en la
determinacion de la cinética de desaparicidon a nivel ruminal de las dos
especies de lupino en combinacién con dos tiempos a los cuales fueron
cosechados arrojaron los siguientes resultados: 10.58 mg de lupanina /g de

muestra y 0.63 mg de 13 hidroxi-lupanina /g de muestra, no incubadas o
lavadas.

Por otro lado se observé en el forraje en tiempo 0 que fue lavado con
agua; 1.48 mg del alcaloide lupanina /g de muestra, sin encontrarse la
presencia de 13 hidroxilupanina. Con el tiempo 6 horas de incubacion a nivel
ruminal se observaron valores de 0.52 mg de lupanina /g de muestra y

completa ausencia de 13 hidroxilupanina.

Posteriormente, las muestras retiradas del rumen a las 24, 48 y 96 h no
se encontraron niveles perceptibles por cromatografia de gases de ninguno de
los dos alcaloides, esto muy probablemente debido la solubilidad de los
mismos al momento de lavar las bolsas después de ser retiradas del rumen
como parte del procedimiento de la técnica de degradabilidad in sifu. Lo
anterior sugiere la necesidad de realizacion de pruebas para la segura
afirmacién y deteccion de los alcaloides residuales al no realizar el lavado de

las bolsas posterior a su incubacion en rumen.

Ninguna informacién publicada fue encontrada sobre el anterior fenomeno
en rumiantes, por lo que se debe especular sobre la posibilidad que los dos
alcaloides anteriores sean solubles en liquido con temperatura similar a ia

imperante en el medio ruminal, donde pudiera tener un efecto.
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Cuadro 6. Cinética de desaparicion ruminal de la fibra neutro acido del forraje

de lupino.

Especie : L. exaltatus L. rotundifiorus

Edad al corte, dias 90 180 90 180

Fraccion |
degradable, % 22.70 29.13 43.02 28.93
no degradable, % 40.89 47.08  33.40 54.28
soluble, % 36.41 23.79 23.58 16.79

Tasade |

desaparicion, kd/h 8.49 6.55 5.62 9.81
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CONCLUSIONES.

Considerando los hallazgos observado en el presente experimento se
concluye que la especie L rotundifiorus de 90 dias al corte tiene mas

potencial como forraje para su uso en pequefios rumiantes que el L
exaltatus.

Los alcaloides presentes en el forraje de cualquiera de las dos especies
de lupino no representan un factor de riesgo antinutricional para el

pequefio rumiante ya que se desnaturaliza en agua.
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RECOMENDACION.
Se recomienda evaluar el impacto que provoca el forraje de lupino sobre la

presencia de alcaloides en el liquido ruminal de pequefos rumiantes.
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