PROTOZOARIOS CILIADOS DEL RUMEN,
SU CULTIVO in vitro Y PLANTAS CON
CAPACIDAD DESFAUNANTE

CILIATED RUMEN PROTOZOA, THEIR in vitro CULTURE,
AND PLANTS WITH DEFAUNING CAPACITY

Ley de Coss, A.'", Aguirre-Medina, J.F.}, Marroquin-Agreda, F.J.%,
Toledo-Toledo, E.}, Aguilar-Fuentes, 3.2, Guerra-Medina, E.3

1Cuerpo Académico en Productividad de Agroecosistemas Tropicales, Facultad de Ciencias Agrico-
las, Campus IV'y °Centro Mesoamericano de Estudios en Salud Publica y Desastres, Universidad Au-
tonoma de Chiapas, Chiapas, México. 3Departamento de Produccion Agricola, Centro Universitario
del Sur, Universidad de Guadalajara, Jalisco, México.

*Autor responsable: aleycoss@gmail.com

RESUMEN

Con el fin de tener un método para evaluar la capacidad desfaunante (CD) de los compuestos quimicos presentes en las
plantas multiproposito, se ha evaluado la factibilidad vy la efectividad de usar medios de cultivo in vitro enriquecidos con
minerales, vitaminicas y fuentes de proteina, dosis minimas de antibidticos y como unica fuente de energia el extracto de
diferentes plantas (Avena sativa, Manihot esculenta, Musa spp., Oryza sativa, Triticum aestivum y Dactylis glomerata). En la
mayoria de los trabajos, el extracto de las plantas evaluadas solo redujeron la cantidad de protozoarios (a menos de 10°
mL~! de medio), mientras que otras plantas tuvieron un efecto desfaunante total, pero un tercer grupo de plantas, incluso
con mayor contenido y variedad de compuestos quimicos presentes, no presentaron efecto alguno sobre los protozoarios
del rumen; por tanto las plantas evaluadas tienen diferencias en la CD durante los periodos de

evaluacion. Esta CD en muchos casos fue o ha sido atribuida a la presencia de compuestos

secundarios con posible efecto toxico sobre los protozoarios ciliados del rumen; sin hasta

el momento esto haya sido ratificado.
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ABSTRACT

With the goal of having a method to evaluate the defauning capacity (DC) of the
chemical compounds present in multipurpose plants, the feasibility and effectiveness
of using in vitro mediums enriched with minerals, vitamins and protein sources has

been evaluated, as well as minimum doses of antibiotics and extracts from different

plants (Avena sativa, Manihot esculenta, Musa spp., Oryza sativa, Triticum aestivum

y Dactylis glomerata) as the single source of energy. In most studies, the plant extracts
assessed only reduced the amount of protozoa (to less than 10?2 mL~! medium), while other
plants had a total defauning effect, yet a third group of plants did not present any effect on the

rumen protozoa, even with higher content and variety of chemical compounds present; therefore, the plants evaluated have
differences in the DC during the periods of evaluation. This DC in many cases was or has been attributed to the presence of

secondary compounds with possible toxic effect on the ciliated rumen protozoa, although this has not been ratified until now.

Keywords: forest grazing, toxic plants, tannins, saponins, microorganisms.
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INTRODUCCION

La alimentacion de los rumiantes en las regiones tropi-
cales se basa principalmente en el consumo de especies
forrajeras como su principal fuente de energia y proteina;
sin embargo, dado el bajo contenido energético y protei-
co, ademas de la baja tasa y extension de la degradacion
de estas especies vegetales (Leng, 1990), generalmente
ocasiona bajo consumo voluntario, desequilibrio en los
nutrientes aportados y, por consiguiente, reduccion en
los indicadores productivos del hato. Bajo estos esque-
mas de produccion se ha reportado que existe un ma-
yor aporte y mejora en el cociente de proteina-energia
cuando se reduce la poblacion o se elimina a los pro-
tozoarios ciliados (Diaz et al., 1994). A pesar de que los
protozoarios contribuyen en la degradacion de la fibra y
el aporte de mayor contenido energetico para el animal,
existe un proceso conocido como ‘secuestro de pro-
tozoarios’ que impide su salida de rumen y, con ello, se
reduce su aporte nutrimental hacia el animal (Hsu et al.,
1991).

Caracteristicas generales del rumiante

Los rumiantes pertenecen a un grupo de animales que
tienen un tubo digestivo con cuatro compartimentos
(rumen, reticulo, omaso y abomaso) que permite apro-
vechar alimentos con alto contenido de fibra (FDN, ce-
lulosa, hemi-celulosa vy lignina). Esta adaptacion ha per-
mitido al rumiante utilizar distintas fuentes de alimentos
(forrajes) no aprovechable para otros animales no ru-
miantes como los cerdos vy las aves y, ademas, generar
bienes para el hombre, como carne y leche. El rumen es
un compartimento donde el alimento es degradado vy
fermentado hasta 80% por la accion de enzimas micro-
bianas. El contenido ruminal contiene, ademas de par-
ticulas de alimento, un gran numero de bacterias (100
a 10 mL™Y, protozoarios ciliados (10® mL™Y, proto-
zoarios flagelados (10° mL™) y hongos anaerobios (10°
mL™Y; algunas de sus propiedades son: alto potencial de
oxido-reduccion (=250 a =450 vM), un pH de 5.3 a 7.2,
ademas de una concentracion, segun el tipo y la can-
tidad de alimento consumido de gases disueltos, tales
como bioxido de carbono, metano, nitrdgeno, oxigeno,
hidrégeno, de amoniaco, de bicarbonato, y de acidos
grasos volatiles (AGV; acético, propionico y butirico),
ademas de acidos organicos (lactico, succinico) (Cobos,
2007).

Protozoarios ciliados del rumen
A estos microorganismos se les atribuyen diversas fun-
ciones, como regular la poblacion bacteriana, la con-

centracion de amonio, el pH, volumen y tasa de dilu-
cion ruminal (Jouany et al., 1988); sin embargo, pueden
causar efectos negativos por alta ingestion de bacterias
ruminales y por ser retenidos dentro del rumen (secues-
tro); lo que disminuye la disponibilidad de nutrimentos
para el animal. Segun Bird et al. (1979), solo 30% de los
ciliados que habitan el rumen llegan a nivel del duodeno
y con su eliminacion (desfaunacion) se podria incremen-
tar el aporte de nutrientes, principalmente proteina de
mayor valor bioldgico por parte de estos microorganis-
mos (Eugene et al, 2004). Lo anterior ha permitido la
busqueda de estrategias para desfaunar a los rumiantes
y con ello contribuir a esclarecer la importancia o no,
de la fauna, en el ecosistema ruminal (Ley de Coss et
al., 2011a, 2011b). Se han evaluado muchas tecnicas (in
vitro e in vivo); sin embargo, no existe una que sea eficaz
y clara para desfaunar rumiantes y que permita ademas,
evaluar el desemperio de éstos en la productividad ani-
mal (Chaudhary y Srivastava, 1995). Mas bien, los resulta-
dos obtenidos han contribuido a aumentar la controver-
Sia que existe respecto a las mejoras en la degradacion
de la materia seca (MS) y la organica (MO; Van Nevel et
al., 1993), en la digestibilidad aparente de la fibra (Bird et
al., 1994) y en la degradacion del almidon (Mendoza et
al., 1993). Para esclarecer la funcion de los protozoarios
en el rumen, se presenta una revision de trabajos de in-
vestigacion relacionados con el cultivo y la sobrevivencia
fuera del ambiente ruminal para conocer algunos reque-
rimientos nutricionales y factores de crecimiento esen-
ciales para su cultivo.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo in vitro de protozoarios y efecto desfaunante

Se han usado como fuente de nutrimentos las harinas
de yuca (Manihot esculenta), platano (Musa spp.), arroz
(Oryza sativa) (Coleman, 1981; Dehority, 2003) paja de
avena (Avena sativa) (Chandramoni et al., 2002) y paja
y gluten de trigo (Triticum aestivum) (especifico para
Epidinium ecaudatum; Michat Owski et al., 2001), heno
de Orchard (Dactylis glomerata) (Lee et al,, 2000) y al-
midon de A. sativa (Ley de Coss et al,, 2011a, 2011b),
mas la adicion de 20000 Ul de penicilinay 25 mg de es-
treptomicina para mantener contralada una poblacion
de 10® bacterias mL™* de medio (Fondevila y Dehority,
2001); esto ha permitido mantener un pH estable de
6.8+0.2 y la sobrevivencia de protozoarios ciliados. Se
realizaron pruebas en medios de cultivo, usando la tec-
nica anaerobica descrita por Hungate (1950), y el medio
evaluado (Cuadro 1) permitié mantener entre 7.5x10% y
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1.22x10% protozoarios por mililitro con una viabilidad
de 88 a 90% durante mas de 72 h; ademas, el medio
de cultivo no fue especifico, ya que se identificaron
protozoarios de las ordenes Entodiniomorfida (Ento-
dinium spp.) (Figura 1 A) y Tricostomatida (Holotricos
spp.) (Figura 1B), lo que contrasta con los reportes de
Fondevila y Dehority (2001), quienes indicaron mayor
presencia en los medios de cultivo de ciliados del gé-
nero Entodinium spp. Autores como De Leodn (2012) re-
gistraron una poblacion de 2.24 x10% protozoarios por
mililitro de medio de cultivo, similar a los valores regis-
trados en el Cuadro 1, usando como fuente de energia
a la planta tropical Parmentiera edulis.

El cultivo in vitro han permitido evaluar la capacidad des-
faunante (CD) del extracto soluble de plantas forrajeras
y no forrajeras que existen en las regiones del tropico
seco y humedo de México y otros paises. De diferentes
resultados publicados se infiere que existen diferencias
estadisticas en las concentraciones de protozoarios en-
tre las plantas y por tiempos de incubacion (Figura 2). Por
ejemplo, el extracto de Datura inoxia tuvo una nula CD,
manteniendo una cantidad por 72 h de 1.61x10% proto-
Zoarios por mL~! de medio, valor similar al testigo, sequi-
da del extracto de Buddleia cordata, la cual solo redujo la
poblacion de protozoarios al finalizar el tratamiento (72
h), mientras que Verbesina perymenioides tuvo el mismo
efecto a las 48 h de incubacion; sin embargo, los extrac-
tos de Chenopodium ambrosioides, Marrubium vulgare
y Mentha piperita redujeron la cantidad de protozoarios
desde las 24 h, pero 24 h mas tarde eliminaron totalmen-
te a estos microorganismos en comparacion con el res-
to de los tratamientos. Al respecto, se reporto que el ex-
tracto soluble de V. perymenioides, Montanoa leucanta

Cuadro 1. Composicion del medio cultivo anaerobio con extracto

de A. sativa.
COMILES 1OOCraﬂnLti_dla(§jepr?wr:d\o

Agua destilada, mL 4742
Liquido ruminal clarificado D mL 30.0
Solucion mineral | (2), mL 50
Solucion mineral 1'%, mL 50
Carbonato de sodio, solucion 8% “, mL 50
Acetato de sodio, 1.5 % © mL 50
Solucion sulfido-cisteina ‘©, mL 2.0
Solucion rezarsurina al 0.1% ), mL 01
Tripticasa-peptona, g 0.20
Extracto de levadura, g 0.10
Fuente de energia (planta tropical), mL 0.20

(1) Liquido ruminal clarificado, previamente filtrado en una gasa tri-
ple y centrifugado a 17664 g durante 15 min a 4 °C, esterilizado 20
minutos a 15 psi, 121 °C; (2) Conteniendo (por 1000 mL) 6 g de K5H-
PO,; (3) Conteniendo (por 1000 mL) 6 g de KH,PO,; 6 g (NH4),SOy;
12 g NaCl; 245 gMgSO,4y 1,6 g de CaCLZ*Hzo; (4) 8 g de carbonato
de sodio en 100 mL de agua destilada; (5) 1,5 g de acetato de sodio
en 100 mL de agua destilada; (6) 2,5 g de L-cisteina (disuelta en 15
mL de 2N NaOH)+2,5 g de Na,S-9H,0 (en 100 mL de H,O); (7) 0,1
mL de resazurina en un volumen final de 100 mL.

y B. cordata tuvieron un efecto sobre la concentracion
de protozoarios por la presencia de taninos, saponinas,
entre otros compuestos en las plantas evaluadas.

Plantas forrajeras desfaunantes
Se han reportado compuestos quimicos secundarios
en plantas arbustivas multiproposito (lefia, forraje vy

Figura 1. Protozoarios ciliados del rumen de la orden Entodiniomorfida. A: Protozoarios de las ordenes Entodiniomorfida (Entodinium

spp.). B: Tricostomatida (Holotricos spp.).
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medicinal), con propiedades toxi-
cas contra los protozoarios, aun-
que en la mayoria de los casos
con poca eficacia y sin datos que
afirmen dicho efecto (Navas-Ca-
macho et al., 1994; Newbold et al.,
1997). Por tanto, la CD de los agen-
tes quimicos reportados en la lite-
ratura ha sido puestos en duda (Ley
de Coss et al, 2011a; 2011b). Me-
tabolitos secundarios tales como,
alcaloides, saponinas, taninos,
aminoacidos no proteinicos, mi-
cotoxinas, terpenoides, esteroides,
lecitinas, inhibidores de proteasas
y fenoles son producidos por las
plantas como un mecanismo de
defensa contra otras plantas, ani-
males, insectos depredadores e
infecciones microbianas (D'Mello,
1992 Newbold et al., 1997; Diaz
et al, 1994) y compuestos ana-
logos de la tirosina (mimosina) vy
los productos de su degradacion
(3,4 dihidroxipiridina) que estan en
Leucaena leucocephala, Mimosa
pudica y Pittosporum ondulatum, y
la 3,4 dihidroxifenilalanina (DOPA),
presente en Vicia faba, Mucuna spp
y Stizolobium deeringianum (ahora
Mucuna aterrima), se ha identifica-
do gue tienen un efecto toxico para
el animal, pero no para los proto-
zoarios ciliados. Mientras tanto, los
efectos de estos compuestos pro-
ducen cambios en el metabolismo
ruminal con aumentos en la con-
centracion de acidos grasos volati-

Figura 2. Proto-

zoarios en fase re-

productiva (iSfe]al

binaria) en un medio
de cultivo in vitro.

les (AGV) y reduccion en amoniaco
(Dominguez, 1993: Navas-Cama-
cho et al,, 2001). El efecto desfau-
nante ha sido atribuido a la presen-
cia de: saponinas para Sapindus
saponaria y Medicago sativa, tani-
nos condensados para B. cordata y
V. perymenioide, y glucosidos cia-
nogenicos en B. cordata, aungue la
CD del extracto de ciertas plantas
han mostrado efecto variable; en
otras se ha reportado eliminacion
o disminucion en la poblacion de
protozoarios del rumen (Thi, 1998;
McSweeney et al., 1999; Diaz et al.,
1994). Los compuestos antihelmin-
ticos, como la antitripanosoma y
la amebicida, identificados como
monoterpentenos (ascaridole) vy
aceites esenciales con efecto des-
faunante, han identificado en algu-
nas plantas como C. ambrosioides.
En la menta (M. piperita), planta sin
efecto desfaunante (Ley de Coss et
al., 2011a), identificaron mas de 100
compuestos quimicos con efec-
to bactericida, fungicida, antiviral
y vermifugo, ademas de mentol,
mentona, metil-esteres y mono-
terpentenos (puleguna, piperitona,
mentofurano y jasmona) (Schmel-
zer y Gurib-Fakin, 2008). Por lo an-
terior, es poco confiable asegurar
que la CD esté relacionada con los
compuestos quimicos presentes,
ya que se ha reportado la presen-
cia de éstos en las plantas que han
eliminado protozoarios, como B.

cordata y V. perymenioides, y en
aquellas donde no hay tal efecto,
como D. inoxia. En estas tres ultimas
plantas se han reportado diversos
compuestos quimicos; por ejem-
plo, en B. cordata los que tienen
capacidad analgésica, diurética y
antiséptica (Ortiz, 1996; Schmelzer
y Gurib-Fakin, 2008), bactericida y
amebicida (Ordaz, 1996), mientras
que en D. anoxia se han identifica-
do compuestos con efectos alu-
cinodgenos, ademas de sustancias
con efecto desparasitante, princi-
palmente contra amibas (Bonde,
2001), compuestos como atropi-
na, daturina, hiosciamina, hiosci-
na, escopolamina (Janthangvith et
al., 2000), alta concentracion de
alcaloides (4cido cafeinico, cloro-
génico, para-cumarico y ferulico),
ademas de esteroles (campesterol,
datura lactona y estigmasterolilla) y
triterpenos en cantidades de 0.5% a
1.1% (Chaudhary y Srivastava, 1995).
En Argemone mexicana, que es
una planta toxica para el ganado, se
encuentran alcaloides que atacan
el sistema nervioso central, tales
como berbecina, protopina, proto-
pinahidroclorina, sanguinarina vy
dihydro-sanguinarina (Schmelzer y
Gurib-Fakin, 2010). También se ha
observado que la fraccion soluble
en agua de Yucca schidigera con-
tiene una alto contenido de sapo-
ninas, resveratrol (3,4,5 trihidroxistil-
beno), fenoles, 3,3,5,5, tetrahidroxi-
4-metoxitilbbeno y yucaols A y C
(Sen et al., 1998). En un estudio in
vitro, con el extracto de saponina
proveniente de esta planta, usando
dosis de 0.5 mg mL~%, la cantidad
de protozoarios fue reducida dras-
ticamente, aunque no se logro una
eliminacion total de la fauna del ru-
men (Wang et al.,, 1988).

Otro grupo de plantas evaluadas
como A. mexicana, B. vaccinioides
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e Y. schidigera presentaron CD, mientras que Hibiscus
rosa-sinesis y M. alba mantuvieron una cantidad similar
a la observada en el tratamiento testigo (1.22x10% pro-
tozoarios mL™Y. Se ha reportado que los extractos de
B. vaccinioides y M. leucanta tienen CD desde las 24 h
de incubacion en medios de cultivo in vitro (Dehority,
2003). Por lo anterior, mas que la presencia de multiples
compuestos secundarios “toxicos”, se podria sugerir que
es la concentracion lo que estaria afectando la pobla-
cion de protozoarios, aungue también se ha reportado
gue en las poblaciones en rumen se adaptan y metabo-
lizan compuestos secundarios presentes en las plantas
forrajeras (Thi, 1998; McSweeney et al., 1999).

Otras técnicas de desfaunacion

En la busqueda de técnicas para desfaunar rumiantes se
han evaluado distintos métodos, como el retiro del con-
tenido ruminal y posterior lavado con acido acético o
lactico (Klita et al., 1996), o la adicion de diocil sulfato de
sodio (jabones) (Chandramoni et al,, 2002); en la mayo-
ria de los casos han ocasionado problemas en la salud
o muerte de los animales (Lovelock et al., 1982), sin lle-
gar a eliminar o reducir significativamente la cantidad de
protozoarios (Osdemir et al., 2006), otro agente quimi-
co antiprotozoario con una alta CD fue el Secnidazol®,
con una efectividad de 100% en menos de 24 h (Ley de
Coss, 2003). La efectividad para desfaunar ha sido varia-
ble; otras técnicas han sido el aislamiento desde el na-
cimiento del becerro (Abou-Akkada et al,, 1968), adicion
de peroxido de calcio al rumen (Demeyer, 1982), o bien,
aceites minerales (Newbold y Chamberlain, 1988), pero
sin efecto alguno sobre la poblacion de protozoarios.

CONCLUSIONES

Es posible mantener una poblacion de protozoarios via-
bles superior a 10° durante 72 h en un medio de cultivo
anaerobio. Los resultados obtenidos bajo condiciones
experimentales permiten sugerir que las plantas evalua-
das tienen diferente capacidad desfaunante y que ésta
podria no estar directamente relacionada con el tipo de
metabolito, sino con la concentracion de estos com-
puestos. La CD de las plantas podria estar también re-
lacionada con factores nutritivos ya que, por ejemplo,
la degradacion de la materia seca (DMS) resultd afec-
tada principalmente por la cantidad de fibra en la dieta
y el porcentaje de proteina cruda (PC). En este caso se
encontro que a mayor cantidad de PC se aumento la
DMS (r°=0.53; p<0.01); por el contrario, a mayor canti-
dad de fibra se tuvo una disminucion en la DMS (rP=—
0.54; p<0.01); en este sentido, un bajo contenido de
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nutrientes y/o baja degradacion puede afectar la su-
pervivencia de los protozoarios, sin que esto indigue la
presencia de un compuesto toxico. De acuerdo con los
resultados revisados, se puede considerar gue las plantas
multiproposito con actividad desfaunante pueden tener
uno O varios metabolitos toxicos que afecten a los pro-
tozoarios; por ello, se sugiere que la técnica de cultivo
in vitro de protozoarios deberia mantener poblaciones
por arriba de 104 Mmicroorganismos por mL™! de medio
y hacer pruebas cualitativas o de identificacion del o de
los compuestos toxicos involucrados. Es recomendable
continuar estudiando el efecto sobre las poblaciones mi-
crobianas (protozoarios, hongos y bacterias) del rumeny
los compuestos secundarios presentes en las fracciones
soluble e insoluble de plantas forrajeras.
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