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Resumen
Titulo: Potencial de los extractos de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A Gray para la reduccion de
emisiones de metano y carga parasitaria en ganado bovino*
Autor: Jenni Katerinne Rincon Gomez**
Palabras clave: extractos de Tithonia diversifolia, metano, carga parasitaria
Descripcion:

El uso de extractos de Tithonia diversifolia ha demostrado tener compuestos biologicamente
activos que actuan como agentes antimicrobianos, antihelminticos, antinflamatorios, antimicoticos
y antiparasitarios reforzando la salud al ser un indicador preventivo. Asimismo, esta planta tambien
ha demostrado tener efectos beneficiosos sobre la digestibilidad y reduccion de gas metano a nivel
entérico y emitido a la atmoésfera. El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el potencial de
los extractos de Tithonia diversifolia (Hemsl.) A Gray sobre las emisiones de metano y carga
parasitaria en ganado bovino. Se implementaron disefios completamente al azar para determinar
la digestibilidad in vitro de la materia seca (DIVMS), produccion de metano entérico y carga
parasitaria. Los tratamientos empleados fueron, T1: extracto etanolico de T. diversifolia con una
edad de 30 dias, T2: extracto etandlico de T. diversifolia con una edad de 60 dias y T3: extracto
etanolico de T. diversifolia con una edad de 90 dias. Para la evaluacion de la DIVMS y produccion
de metano entérico se realizé la adicion del extracto seco con diferentes edades de corte sobre un
forraje base (King Grass) y un tratamiento control que consistié solamente en la base de King
Grass. Por su parte, para la evaluacion de la actividad antiparasitaria in vivo, se suministraron los
3 tratamientos (extractos secos a la edad de corte definida) mas un control negativo y un control
positivo (antiparasitario comercial). El tratamiento formulado a partir de extracto de Tithonia
diversifolia con 90 dias de corte tuvo efectos significativos en el aumento de la digestibilidad in
vitro, asi como en reduccion significativa del gas producido y de las emisiones de metano. En
cuanto a la carga parasitaria no hubo diferencias significativas para este estudio debido a la alta
variabilidad de los resultados, no obstante, las tendencias observadas sugieren un potencial de
investigacion en esta area.

*Trabajo de grado
**|nstituto de Proyeccion Regional y a Distancia IPRED. Programa de Zootecnia. Directora: Erika
Mayerly Celis Celis Quimica, MSc. Codirectora: Laura Yiceth Sanabria Medina Quimica.
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Abstract

Title: Potential of Tithonia diversifolia (Hemsl.) A Gray extracts for the reduction of methane
emissions and parasite load in cattle*

Author: Jenni Katerinne Rincén Gomez**
Key Words: Tithonia diversifolia extracts, methane, parasitic load

Description:

The use of Tithonia diversifolia extracts has been shown to have biologically active compounds
that act as antimicrobial, anthelmintic, anti-inflammatory, antifungal and antiparasitic agents,
reinforcing health by being a preventive indicator. Likewise, this plant has also demonstrated
beneficial effects on digestibility and reduction of methane gas at enteric level and emitted to the
atmosphere. The present study aimed to evaluate the potential of Tithonia diversifolia (Hemsl.) A
Gray extract on methane emissions and parasite load in cattle. Completely randomized designs
were implemented to determine in vitro dry matter digestibility (DIVMS), enteric methane
production and parasite load. The treatments used were T1: ethanolic extract of T. diversifolia at
30 days of age, T2: ethanolic extract of T. diversifolia at 60 days of age and T3: ethanolic extract
of T. diversifolia at 90 days of age. For the evaluation of DIVMS and enteric methane production,
the dry extract was added at different cutting ages on a forage base (King Grass) and a control
treatment consisting only of the King Grass base. For the evaluation of in vivo antiparasitic
activity, the 3 treatments (dry extracts at the defined cutting age) plus a negative control and a
positive control (commercial antiparasitic) were administered. The treatment formulated from
Tithonia diversifolia extract with 90 days of cutting had significant effects in increasing in vitro
digestibility, as well as in significantly reducing the gas produced and methane emissions. In terms
of parasitic load, there were no significant differences for this study due to the high variability of
the results, however, the trends observed suggest a potential for research in this area.

*Bachelor Thesis
**|nstituto de Proyeccion Regional y a Distancia IPRED. Animal Production Program, Director:
Erika Mayerly Celis Celis Quimica, MSc. Co-director: Laura Yiceth Sanabria Medina Quimica.
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Introduccién

Actualmente, el sector ganadero es el responsable del 70% de las emisiones totales de gases
efecto invernadero (GEI) a nivel mundial (Panchasara et al., 2021). Entre estos gases el metano
(CHba) es el mayor contribuyente del calentamiento global, seguido por el diéxido de carbono (CO>)
y el 6xido nitroso (N20) (De Hass et al.,2017). EI CHsen los rumiantes se encuentra influenciado
por composicion de la dieta, consumo de alimento, digestibilidad y la frecuencia de alimentacion,
lo cual ayuda a reducir las emisiones de metano por fermentacion ruminal, ya que inhibe
directamente a los microorganismos metanogenicos y protozoarios, desviando los iones hidrégeno
para lograr la reduccion del gas producido y emitido a la atmosfera (Bonilla y Lemus, 2012).

Debido a lo anterior, el area de la produccion animal debe buscar estrategias de
alimentacion que minimicen la generacion de GEI, principalmente metano. Entre estas alternativas
se propone el uso de plantas forrajeras, aditivos o suplementos como extractos de plantas con
potencial para reducir el produccion y emision de estos gases (Hristov et al., 2013).

Tithonia diversifolia, conocida cominmente como boton de oro, es una planta originaria
de Centroamérica que ha sido objeto de amplias y variadas investigaciones dadas sus
caracteristicas naturales, bromatologicas y produccion de compuestos activos (Gonzalez et al.,
2019), con capacidad para ser empleada dentro de planes de alimentacion y produccion sostenible.

Autores como Delgado et al., (2012) y Galindo et al., (2011) reportan que al incorporar
plantas forrajeras como T. diversifolia en dietas balanceadas, con inclusiones superiores al 50% se
disminuye la concentracion de gas metano, por reduccion de la bacteria Archaea metanogénica y
los microorganismos protozoarios. De igual manera, T. diversifolia ha demostrado tener un efecto

positivo en la mitigacion de gases efecto invernadero (GEI), debido a que disminuye la
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disponibilidad de carbohidratos estructurales, aumentando la digestibilidad de la materia seca y
reduciendo el metano generado a la atmosfera (Gaviria et al., 2020).

Por otro lado, el uso de extractos de plantas como el boton de oro en alimentacion animal
reduce los metandgenos. Esto genera un efecto positivo sobre la ecologia microbiana ruminal y,
ademas, ayuda a reducir la carga parasitaria en ganado joven. Estas propiedades se deben a que
T. diversifolia posee componentes bioldgicamente activos (fenoles, flavonoides, alcaloides,
terpenos, taninos, acido tras cinamico, clorogénico y quinonas) que en conjunto actlan como
agentes antimicrobianos, antihelminticos, antinflamatorios, antimicoticos, antiparasitarios, entre
otros, reforzando la salud al ser un indicador preventivo (Kabera et al., 2014., Mabou et al., 2018.,
Singh et al., 2021).

El aprovechamiento y empleo de extractos obtenidos de plantas, entre ellas el boton de oro,
como aditivo o suplemente en alimentacion animal, contribuye al desarrollo sostenible en términos
ambientales y econdmicos. Ademaés, considerando las propiedades bioldgicas que poseen,
constituyen un sustituto importante de los pesticidas sintéticos como antiparasitarios, ayudando a
la disminucion de cargas parasitarias y manteniendo el bienestar animal (Green et al., 2017., Ojo
et al., 2018).

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de este estudio fue determinar el potencial de
los extractos etandlicos de la T. diversifolia a diferentes edades de corte sobre la reduccion de
emisiones de gas metano y cargas parasitarias en el ganado bovino, gracias a sus propiedades

activas, terapéuticas, al valor nutricional y a su amplia gama de versatilidad ecologica.



POTENCIAL EXTRACTO NATURAL BOTON DE ORO 11

1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Determinar el efecto de los extractos etandlicos de Tithonia diversifolia con distintas

edades de corte sobre la reduccion de emisiones de metano y cargas parasitarias en ganado bovino.

1.2 Objetivos Especificos

Evaluar el efecto de los extractos etandlico de Tithonia diversifolia con distintas edades de
corte sobre las emisiones de metano entérico bajo condiciones in vitro.

Evaluar el efecto de formulaciones realizadas a partir del extracto etandlicos de Tithonia

diversifolia mas activo sobre la carga parasitaria en bovinos.
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2. Marco Tedrico

2.1 Gases de efecto invernadero

El sector agropecuario ha venido provocando un impacto ambiental en cuanto a los gases
de efecto invernadero (GEI), en los que se encuentran principalmente el didxido de carbono (COy),
el 6xido nitroso (N20) y el metano (CHs.), este ultimo tiene gran importancia, dado que posee un
potencial de calentamiento 21 veces més que el CO», gracias a la accion de los microorganismos
metanogénicos, quienes lo reducen y conllevan a la sintesis de metano. (Bodas et al.,2012.,
Montenegro et al.,2018., Planelles, 2019., Yang et al., 2017).
2..1.1 Proceso de produccion de los gases efecto invernadero

El sector agropecuario esta sujeto activamente a los GEI; cuya principal fuente de emision
es la de CO., que se da por la descomposicion aerdbica de sustancias carbonadas, que han sido
emitidas principalmente por los diferentes cambios en el uso de la tierra (Ulargui, 2020). En cuanto
al N20, por los procesos de nitrificacion y desnitrificacion a partir de fuentes de nitrogeno
inorganico ya presente en el suelo. En referencia al CHa, la mayor cantidad es producida por la
actividad ganadera, debido a la fermentacidn entérica, mostrando un gran significado en relacion
con este gas. (Costantini et al., 2018).
2.2 Perspectivas actuales y futuras de la ganaderia respecto al cambio climatico

La frontera agropecuaria exige producciones amigables con el medio ambiente como las
sintetizadas de los extractos naturales, donde las exudaciones de las plantas y las raices en
putrefaccion contienen metabolitos secundarios como las saponinas, taninos, aceites esenciales y
flavonoides, los cuales por sus propiedades afectan significativamente la composicién microbiana

del suelo y ayudan a inhibir la produccién de metano generando un impacto positivo por la
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mitigacion de gases efecto invernadero a la atmosfera (Ding et al., 2022), otros autores como
Casasus y Lopez (2020) afirman que la produccién animal y especificamente la ganaderia, juegan
un papel importante en el cambio climéatico demostrando el interés mediatico hacia el desarrollo
sostenible, la reduccion en la huella de carbono y la reconversion en los modelos de explotaciones
actuales. Segun estadisticas de la FAO (2017), la ganaderia enfrenta el reto de aumentar la
produccion ante las expectativas de crecimiento de poblacion mundial, para llegar a mas de 10.000
millones de personas para el 2050.
2.3 Problemas de emisiones de metano

De acuerdo con lo establecido por Carro et al., (2018) el metano puede generarse mediante
dos fuentes: el 67.2% procede de la fermentacion digestiva de los alimentos y el 32,8 % restante
de la fermentacion de las heces, siendo la especie porcina el mayor contribuyente de metano a
través de la excrecidon de materia fecal. En cuanto a los rumiantes, la fermentacion entérica ayuda
a reducir las emisiones del metano, sin perjudicar la cantidad y calidad de todos sus productos, en
donde la digestibilidad anaerdbica es similar a la produccion de gas in vitro (Sanchez et al., 2018).

Finalmente se puede deducir que las emisiones de metano son originarias principalmente
de la fermentacion entérica en bovinos y el 9,1% de las demostraciones provienen de forma
antropoldgica (Benaouda et al., 2017).
2.4 Boton de oro

La Tithonia diversifolia mas conocida cominmente como botén de oro, es una planta que
pertenece a la familia Asteraceae, esta especie es originaria de América Central, posee una
variedad de caracteristicas como: una gran adaptabilidad a los climas tropicales, es un recurso

forrajero de gran calidad nutricional con una alta productividad por la sintesis de biomasa,
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extrayendo del suelo una cantidad significativa de nutrientes y la recuperacion rapida al corte
(Ramirez,2018., Méndez et al., 2022).

Para la cosecha del botdn de oro se debe realizar una proporcion entre los valores nutritivos
y su rendimiento de la planta, lo cual evidencia segun estudios el rendimiento donde el boton de
oro y la calidad bromatoldgica que esta arroja (Londofio et al., 2019., Guatusmal et al., 2020).
Como fertilizantes para esta planta encontramos las micorrizas que tienen como finalidad aumentar
el volumen del suelo, explorar las raices y la facilidad de absorcion de los nutrientes encontrados
en la misma. (Chandrasekaran, 2020; Simo et al., 2020).

2.4.1 Definicion del boton de oro y uso de extractos

Boton de oro (Tithonia diversifolia). Es una planta forrajera y medicinal, reconocida por
su implementacion en la alimentacion animal, de la cual se obtienen numerosos beneficios por su
valor nutricional y diversidad en su estructura quimica en la que se encuentran compuestos
fendlicos y alcaloides con alta presencia de aceites esenciales, actividad antioxidante y
antibacteriana (Mabou et al., 2018., Gonzalez et al.,2019).

Autores como Kerebba et al., (2019) resaltan el excelente potencial del extracto de boton
de oro en la eliminacion de plagas de insectos, llegando a reforzar su accion al ser utilizada en
conjunto con extractos de otras plantas como el falso guandul (Tephrosia vogelii). Este potencial
insecticida requiere de las propiedades de toxicidad que se pueden usar en favor de dicha labor
(Gitahi et al., 2021) se ha demostrado que la accion en contacto directo afecta al 90% de los
himendpteros tras 96 horas de exposicion, su modo de eficacia depende de las dosis empleadas.

A menudo se logra evidenciar el interés por la creacion de productos naturales, pues Kabera
et al., (2014) mencionan que “el uso de estas plantas en la elaboracion de medicamentos de origen

vegetal contra paréasitos deberia ser una alternativa positiva al uso de antihelminticos sintéticos
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como el tricalbendazol, levamisol y la fenotiazina que han suscitado objeciones”, aunque existen
pocos estudios de su actividad antiparasitaria.
2.5 Enfermedades parasitarias

Las infecciones parasitarias son una de las principales causas de enfermedad y pérdida de
productividad en las explotaciones ganaderas del mundo y su control es absolutamente necesario.
En los paises desarrollados, debido a la disponibilidad de antiparasitarios de alta eficacia y a la
mejora de las condiciones biosanitarias y de manejo, las parasitosis clinicas (causantes de
enfermedad) son cada vez menos frecuentes, y el uso de antiparasitarios, muy generalizado, se
dirige fundamentalmente a evitar las pérdidas econdmicas asociadas a infecciones subclinicas, que
no causan enfermedad aparente. En estos casos es dificil determinar si los tratamientos
antiparasitarios estan justificados, es decir, si el beneficio econdomico reporta compensa de los
gastos adquiridos, los problemas de contaminacion y la resistencia de Castro et al., (2017).

Actualmente los sistemas de explotacion ganadera buscan producciones enfocadas en
brindar servicios ecosistémicos, el uso de boton de oro (Tithonia diversifolia) surge como una
alternativa ecoldgica en el tratamiento de enfermedades parasitarias, como lo menciona De la cruz
et al., (2021), quienes evidenciaron en pruebas in vitro el potencial antihelmintico de los extractos
acuosos de hojas y flores de la especie. Otros autores como Alayén et al., (2018) demostraron la
reduccidn de gas metano a nivel entérico mejorando la digestibilidad de nutrientes en condiciones
in vitro, asi mismo Da Silva et al., (2020) demostraron el efecto positivo sobre la microflora
ruminal, transformacion de amoniaco en proteina microbiana y eficiencia en la produccion de

gases efecto invernadero.
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2.5.1 Prevalencia de las infecciones parasitarias

Existen situaciones casuales en las que prevalece la infestacion de las enfermedades
parasitaria, segun lo destacado por Biu et al., (2017) la incidencia de las infecciones parasitarias
esta relacionada con condiciones agroclimaticas (cantidad y calidad de los pastos, la temperatura,
la humedad, comportamiento de pastoreo del hospedador y susceptibilidad a la infestacién) que a
su vez esté influida por factores tales como: la especie, raza, edad, estado de salud y condiciones
fisiolégicas. Adicional a esto, se menciona que las infecciones parasitarias deben optimizarse hacia
planes de control y prevencidn, pues acabar con estas es muy poco probable debido a los ciclos de
vida de los diferentes parasitos infectantes.

“Pueden suceder situaciones de estrés por el destete o aumento en la contaminacion por
heces en el alimento que afectan la dindmica clinica, acarreando a complicaciones” (Romero y
Sénchez, 2017).

2.5.2 Coccidiosis

La coccidiosis bovina es producida por una amplia variedad de especies del género Eimeria
spp., esta enfermedad se puede encontrar en etapa subclinica, produciendo pérdidas productivas,
es decir, la transmisién de esta enfermedad es principalmente por el consumo de agua y forrajes
gue se encuentran contaminados por excretas (ooquistes) de agentes causales que presentan
coccidiosis (Usal, 2023).

Este género es un problema mundial para la industria ganadera, ya que repercute en
pérdidas econdmicas, haciendo parte de los parasitos gastrointestinales que afectan los rifiones y
las células sanguineas, contando con un marcado nimero de hospedadores (Dwight, 2011). Su
ciclo biologico incluye la multiplicacion asexual (intestino delgado del huésped) y sexual (exterior

del animal en el medio ambiente) generando la produccion de ooquistes que son eliminados a
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través de las heces (Ojeda, 2018), el tiempo de reproduccion dura entre 5 a 22 dias para la Eimeria
bovis , localizdndose en las células endoteliales de las vellosidades del ilion y la Eimeria spp. se
encuentra en los tractos de intestino grueso (ciego y coldn), estos se maduran aproximadamente
en dos dias, afectando al 95% de animales, los cueles presentan un tipo de coccidiosis subclinica
y el 5% restante de forma clinica (Pisa Agropecuaria,2013).

Se concluye que la coccidiosis, es una enfermedad digestiva causada por parasitos
unicelulares llamados coccidios, la cual causa pérdidas de la productividad, viéndose reflejada en
partes con mayor densidad de individuos, lo que significa que un parasito de coccidia bovina no
podré afectar a ninguna otra especie animal (Pié, 2020). Los animales mas susceptibles a este
parasito son los terneros de 6 a 12 meses de edad, seguido por los ovinos y caprinos de 1 a 6 meses
de edad, sus signos clinicos aparecen aproximadamente entre las 4 y 8 semanas, significando que
a esta edad aun no han desarrollado inmunidad (Keeton y Navarre, 2018).

El conteo se realiza en (O.P.G) ooquistes por gramo, siendo provocada por coccidios del
género Eimeria, spp (Gonzalez et al., 2017).

2.5.3 Nematodos

Son paréasitos gastrointestinales que limitan el funcionamiento de los procesos digestivos
en los rumiantes (Tedeschi et al., 2021), estos hospedadores se alimentan de plantas y exudados
de las raices interfiriendo los patrones comportamentales, desarrollo y reproduccion de parasitos
(Sikder y Vestergard, 2020). A nivel mundial los nematodos del género Strongylida son los agentes
principales de causar enfermedades en el ganado, generando pérdidas en la productividad y a nivel
socioecondmico, es asi que se han implementado estrategias en los planes sanitarios como el uso
de antihelminticos para el tratamiento de enfermedades (Garcia et al., 2019), sin embargo estos

farmacos sintéticos generan inmunidad por la resistencia de cepas, ademas de provocar deterioro
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del suelo y el agua (Castafieda et al., 2020). Dentro del manejo preventivo actual se ha
incursionado en el uso de nutracéuticos a partir de extractos naturales in vitro, ya que se ha
demostrado que los vegetales contienen metabolitos secundarios, los cuales contrarrestan y
controlan a los nematodos gastrointestinales (Charlier et al., 2017), también existen técnicas
convencionales enfocadas a la rotacion de potreros, empleo de forrajes con caracteristicas
bioactivas y uso de nanoparticulas (Zvinorova et al., 2016). Los fitoquimicos ecol6gicos son un
tipo de produccion sostenible de amplio espectro, actuando en la modulacion de transacciones
microbianas en el tracto gastrointestinal y la respuesta fisiologica de los rumiantes, dentro de sus
componentes existes polifenoles que ayudan a reducir la produccion de gas metano y refuerzan el
estatus sanitario al ser sustitutos de los antihelminticos sintéticos (Burke y Miller, 2020).

El conteo se realiza por medio de huevos por gramo (H.P.G) de materia fecal, para
determinarlo se hace a través de la técnica de conteo empleando la cAmara Mc master.
2.5.4 Cestodos

El pastoreo continuo en un area determinada, asi como las condiciones climaticas aumentan
la prevalencia de parasitos (Vasileiou et al., 2015). Los cestodos a diferencia de los nematodos son
gusanos planos o helmintos zoonoticos responsables de enfermedades como: la equinococosis
quistica y alveolar (Alvarez et al., 2018). El ciclo de vida de estos parasitos es indirecto y necesita
para su desarrollo el albergarse en dos huéspedes mamiferos, habitan en el intestino delgado,
poniendo huevos que son excretados en las heces del hospedador infectado, los individuos
intermedios se enferman porque consumen el forraje contaminado de ooquistes, afectando los
organos internos y el funcionamiento del animal (Cardona y Carmena, 2013), El represente del
género de los gusanos hidatidicos es el Echinococcus spp. Yy sus larvas afectan 6rganos como el

higado, los pulmones, el bazo y los rifiones, ademas se ha demostrado que los animales infectados
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poseen altas tasas de morbilidad y mortalidad, y se ha mostrado negativamente para debilitar la
respuesta inmunoldgica y operar el tracto gastrointestinal (Van et al., 2019).
2.7 Anélisis Coproldgico

Es un estudio de las heces que se usa para dar hallazgo e identificacion de parasitos
gastrointestinales, ya que resulta fundamental para el diagnostico de enfermedades parasitarias,
estos tipos de analisis ademas permiten realizar un estimado de la carga parasitaria de los animales,
a traves el recuento de huevos por gramo en materiales fecales, sin embargo, existen laboratorios
encargados de hacer estos estudios mucho méas a fondo y brindar mas seguridad de las muestras
obtenidas (Cordero, 2016).

3.Metodologia
3.1 Ubicacién del proyecto

El establecimiento del cultivo de T. diversifolia se desarrollé en la finca el Naranjito,
ubicada a una altitud 2.250 m. s. n. m con una temperatura de 20°C y una humedad relativa de
39%, sus coordenadas geograficas 6°67°61" latitud norte y 72° 73’97’ longitud oeste, vereda
Tequia en el municipio de San Joseé de Miranda.

La obtencion de los extractos etandlicos crudos de T. diversifolia, los analisis de
digestibilidad, emisiones de metano y la preparacion de las formulaciones para los ensayos
antiparasitarios in vivo se llevaron a cabo en los laboratorios de Reconversion Ganadera y
Agroforestal y de Bioprospeccion de la Universidad Industrial de Santander, ubicada a una altitud
de 2.235 m. s. n. m., con coordenadas geograficas 6°42°23" latitud norte y 72°43°40”* longitud

oeste (Google Earth, 2022).
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Los ensayos antiparasitarios in vivo se realizaron en la Reserva Natural de la Sociedad
Civil “La Llanada” ubicada en la Vereda Junin, con una altitud 3.260 m. s. n. m. con una
temperatura de 18 °C y una humedad relativa del 18%, en el municipio de Concepcion.

Los andlisis coprolégicos fueron realizados en el laboratorio de Biotecnologia
Reproductiva y Sanidad Animal de Sistema de gestion LBRSA, del Centro Agroempresarial y
turistico de los Andes.

3.2 Establecimiento de T. diversifolia

Se empled un cultivo de T. diversifolia previamente establecido, en el cual se seleccionaron
al azar tres parcelas experimentales de 50 m? cada una, con 50 plantas por parcela. Posteriormente,
se realiz6 un corte de uniformidad y se recolecto el material vegetal en cada edad de corte definida,
cosechando el material vegetal a una altura de 40 cm del suelo.

3.2.1 Disefio experimental

Se empled un disefio completamente al azar, con tres tratamientos o edades de corte y
cuatro réplicas por tratamiento, para un total de 12 unidades experimentales. Los tratamientos
fueron los siguientes: Tratamiento 1 (T1): plantas cosechadas a los 30 dias; Tratamiento 2 (T2):
plantas cosechadas a los 60 dias; Tratamiento 3 (T3): plantas cosechadas a los 90 dias.

3.3 Obtencion de los extractos de T. diversifolia

El material vegetal colectado por cada réplica de los tratamientos se peso, se deshidratd
bajo invernadero hasta peso constante y se triturd. Posteriormente, se siguié la metodologia de
extraccion por percolacion propuesta por Gonzales (2004). Para este proceso, se peso el material
vegetal y se introdujo en un percolador, seguido de la adicién de etanol al 96 %. La relacion

empleada fue de 1 L de etanol por cada 150 g de material vegetal. La extraccion durd 24 horas.
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Luego, el extracto se sometié a rotoevaporacion para eliminar la mayor proporcion de
solvente y se llevo a un horno a temperatura de 30 °C para evaporar el etanol remanente, hasta
peso constante. El extracto seco se almacend en condiciones de oscuridad y baja temperatura para
evitar cambios en su composicion.

En total se obtuvieron 12 extractos, 4 por cada tratamiento.

3.4 Digestibilidad in vitro de la materia seca y produccion de metano entérico

La digestibilidad in vitro se determind con base en la metodologia descrita por Apraez
(2020). Se incorporaron de forma individual en bolsas sintéticas porosas 250 mg de un forraje base
King Grass de 35 dias de corte (Pennisetum purpureum), al cual se le adiciond el extracto seco de
T. diversifolia de diferentes edades de corte. Luego, cada bolsa se depositd dentro de una jeringa
de 50 mL provista de una llave de tres pasos, previamente esterilizada. A esta jeringa se afiadid
una mezcla de liquido ruminal y solucion buffer o saliva artificial de McDougall (McDougall,
1948) en una proporcion de (1:4). La solucidn buffer o saliva artificial estuvo compuesta por una
solucion A (Na2HPOs anhidro, NaHCO3) y una solucion B (NaCl, KCI, CaCl,, MgCl). La
preparacion del medio de cultivo y su mezcla con el liquido ruminal se realizo en condiciones
anaerobias (gaseado continuo con CO2) con una temperatura constante de 39 °C durante todo el
proceso. Después de afiadir la solucidn, se inyectaron 10 mL de CO, por muestra, para garantizar
las condiciones anaerobias del medio. Se sellaron las jeringas y posteriormente se sometieron a un
periodo de incubacién de 48 h a una temperatura constante de 39°C. Durante este tiempo se
agitaron a las 6, 10, 24 y 32 horas de incubacion; asimismo, se registré el volumen de produccion
de gas in vitro en cada punto de agitacion con el propdsito de estimar el volumen total de gas

producido a lo largo del tiempo de incubacion.
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Transcurridas las 48 horas de incubacion, se tomaron muestras individuales de los gases
para ser analizados mediante cromatografia de gases (GC). Esto permitié estimar el porcentaje de
metano producto de la digestion.

Para finalizar el proceso de digestibilidad se retir6 el medio de cultivo de las jeringas, se
adicionaron 25 mL de pepsina &cida (pepsina + HCI) enriquecida con pancreatina a cada jeringa y
se incubaron durante 48 h a una temperatura constante de 39 °C. Luego las bolsas porosas fueron
retiradas de las jeringas, se lavaron con agua destilada caliente y acetona y finalmente los sobres
se secaron a 60 °C por 48 horas.

Se determinaron las siguientes variables: Digestibilidad in vitro de la materia seca

(DIVMS), porcentaje de metano en el gas producido y emisiones de metano por gramo de materia

seca.
La digestibilidad in vitro se calculé empleando la siguiente formula,
%DIVMS =100 — [(PF*100) /PI]
Donde:
P1(mg)=250

PF (mg) = Peso del residuo — Peso del blanco
El porcentaje de metano y las emisiones se determinaron con base en el porcentaje de este gas
reportado por el cromatografo de gases.
3.4.1. Disefo experimental

Se emple6 un disefio completamente al azar, con tres tratamientos y un control. Para cada
tratamiento y el control se realizaron cuatro réplicas, para un total de 16 unidades experimentales.
Los tratamientos fueron: T1: forraje base + extracto seco obtenido de T. diversifolia cortada a 30

dias; T2: forraje base + extracto seco obtenido de T. diversifolia cortada a 60 dias; T3: forraje base
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+ extracto seco obtenido de T. diversifolia cortada a 90 dias; CTR: control, forraje base (King
grass) sin adicién de extracto.
3.5 Determinacion de la actividad antiparasitaria del extracto de T. diversifolia en
condiciones in vivo

Para determinar el efecto antiparasitario del extracto de T. diversifolia sobre bovinos, se
empled una dosis de 50 miligramos (mg) de extracto por cada kilogramo (kg) de peso vivo.

Las formulaciones del extracto fueron suministradas via oral, en un volumen de 50 mL.
Para la preparacion de las soluciones se peso la cantidad necesaria del extracto, considerando el
peso Vvivo de los animales del estudio y se mezcloé con 50 mL de una solucion acuosa de Tween 80
al 1%. Estas suspensiones se agitaron durante minimo 12 horas antes de ser suministradas a los
bovinos. La dosificacion empleada, asi como la preparacion de las formulaciones, se definieron
con base en la informacion reportada por (Sandoval et al., 2012., Irum et al., 2017., Khan et al.,
2018) quienes llevaron a cabo ensayos in vivo para probar la efectividad de extractos de plantas
como antiparasitarios naturales en distintos rumiantes.

Ademas de los tratamientos se implementaron dos controles, un control negativo (CN) y
un control positivo (CP).

Para el analisis in vivo, se tomaron novillas cruzadas de entre 320 y 350 kg de peso vivo,
gue se encontraban en un sistema de pastoreo tradicional con bebederos comunes y sometidas a
las mismas condiciones ambientales. Estas novillas no estaban en programa de desparasitacion
desde 4 meses antes de realizado en ensayo.

El ensayo se llevo a cabo en temporada de verano, sin lluvias durante el tiempo transcurrido
ente la toma de muestra inicial, aplicacion del tratamiento y toma de la muestra final. La

temperatura ambiente fue de 18 °C y una humedad relativa promedio de 68%.
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Durante el tiempo del ensayo, no se aplicé ningln tipo de desparasitante u otro producto
adicional a los animales.
3.5.1 Disefio experimental

Se empled un disefio experimental completamente al azar, con tres tratamientos y dos
controles. Por cada tratamiento y/o control se realizaron tres réplicas, con lo que se sumaron 15
unidades experimentales. Cada unidad experimental estuvo representada por un bovino.

Los tratamientos empleados fueron los siguientes: T1: formulacion a partir del extracto de
T. diversifolia con 30 dias de corte, T2: formulacion a partir del extracto de T. diversifolia con 60
dias de corte, T3: formulacion a partir del extracto de T. diversifolia con 90 dias de corte; CN:
control negativo, suministro de 50 mL de agua; CP: control positivo, suministro de un
antiparasitario de alta efectividad, a base de albendazol. A diferencia de los demas tratamientos,
el albendazol de los controles positivos se suministrd siguiendo la dosificacion indicada en el
producto.

Antes de preparar las formulaciones y realizar el ensayo, los animales fueron pesados; la
asignacion de los tratamientos se llevo a cabo de forma aleatoria.
3.6 Toma de muestras y analisis coproldgicos

Se tom6 una muestra fecal por cada bovino, directamente del recto, siguiendo el
procedimiento de (Gutiérrez et al., 2020). Estas muestras se tomaron antes de la aplicacion del
tratamiento y una semana después de la aplicacidn del tratamiento. Una vez tomadas las muestras
se envasaron y se almacenaron a baja temperatura, mientras se transportaron al laboratorio para su
andlisis. El analisis se realiz6 en menos de 24 horas, luego de la toma mediante la técnica de
McMaster. Este procedimiento es aplicable para cuantificar la carga parasitaria gastrointestinal

(nematodos, cestodos y protozoarios) para las especies caprina, ovina y bovina a través de items
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de ensayo de materia fecal allegados al Laboratorio de Biotecnologia Reproductiva y Sanidad
Animal.

La técnica de McMaster modificado requiere de un portaobjetos de doble cAmara con una
capacidad de 0,15 mL por cAmara, es decir, una capacidad total de 0,30 mL de suspensidn; a través
del portaobjetos McMaster se puede hacer reconocimiento y cuantificacion de los huevos de
helmintos (gusanos redondos y planos) y ooquistes de protozoarios observados en la materia fecal
de caprinos, ovinos y bovinos. El resultado se emite de forma cuantitativa (H.P.G. y/o O.P.G.)
facilitando la toma de decisiones en las unidades productivas con base en evidencia — diagndstico
de laboratorio.

Los analisis de laboratorio no arrojaron presencia de coccidios, por lo tanto, no se reportan
resultados relacionados con este tipo de parasitos.

3.7 Anélisis estadistico

Las variables experimentales evaluadas por cada objetivo fueron sometidas a un analisis
de varianza de una via, ANOVA. antes de realizar el analisis de varianza, se verifico el
cumplimiento de los supuestos de normalidad y homocedasticidad. Cuando se presentaron
diferencias significativas (p < 0.05), se empleé la prueba Tukey para la comparacion de medidas.

Estos andlisis se llevaron a cabo en el software estadistico R.

4. Resultados y discusion
Evaluacion del efecto de los extractos etanolicos de T. diversifolia con distintas edades
de corte sobre las emisiones de metano entérico bajo condiciones in vitro
Para la digestibilidad in vitro en base seca, se observaron diferencias significativas (p

<0.05), entre el tratamiento 3 (T3) con respecto al control y los demas tratamientos. T3 (formulado
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con extracto de T. diversifolia con corte a 90 dias) presentd el valor de digestibilidad mas alto
(58,91 %), seguido de los tratamientos control, T1 y T> quienes se comportaron de manera
estadisticamente igual con valores respectivos de (55,25 %, 54,66 % y 56,35%, respectivamente)
(Tabla 1). Lo anterior sugiere que, emplear extracto de T. diversifolia cortado a los 90 dias, como
aditivo o suplemento en la dieta puede incrementar la digestibilidad.
Tabla 1
Medicion de los parametros digestibilidad in vitro en base seca (%), porcentaje de metano

en el gas producido (%) y emisiones de metano entérico (mL de metano/g MS).

Digestibilidad in Porcentaje de metano

vitro enel gas Emisiones de metano entérico
Tratamientos  en base seca (%) producido(%) (mL de metano/g MS)
T1 54,66+0,795" 11,39+0,422° 44,10+1,068°
T2 56,35+1,274° 9,98+0,332? 37,92+1,523°
Ts 58,91+0,8282 9,60+0,178? 30,99+1,688?
CTR 55,25+0,939° 11,75+0,515° 46,23+0,885°

CTR: control
Nota: En la tabla 1 se muestra el promedio + desviacion estandar para los parametros de

digestibilidad, porcentaje de metano producido y emisiones de metano entérico. Letras diferentes
en columnas indican medias estadisticamente diferentes, test de Tukey.

Con respecto al porcentaje de gas metano presente en la mezcla de gases obtenido durante
los ensayos de digestibilidad, los tratamientos formulados con cortes a los 60 y 90 dias (T2 y T3)
presentaron los valores mas bajos (9,98 % 9,60 %, respectivamente), sin diferencias estadisticas
entre si. Por su parte, los tratamientos T1y el control obtuvieron una mayor produccién de metano,
siendo estadisticamente similares.

Finalmente, la variable de emisiones de metano entérico medido en (mL CHi/g MS)

presentd diferencias estadisticamente (p < 0.05) para todos los tratamientos. El tratamiento con
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formulacion de extracto de T. diversifolia con corte a los 90 dias (T3) generd las emisiones de
metano entérico mas bajas (30,99 %), seguido por el tratamiento T2 (37,92 %) y los tratamientos
T1 y control. Estos dos Gltimos se comportaron de manera estadisticamente similar, con valores
de 44,10 % y 46,23%, respectivamente. Estos resultados permiten afirmar, que los extractos de T.
diversifolia obtenidos al incrementar la edad de corte, afectan la produccion de gas metano,
generando una reduccién significativa de este gas de efecto invernadero. Adicionalmente, sugieren
que se puede emplear extracto de T. diversifolia con edades de 60 y 90 dias en programas de
alimentacion alternativa que generen reducciones en las emisiones de metano, con un mayor efecto
si se emplea el extracto obtenido a los 90 dias de corte.

Los resultados anteriores corroboran lo expuesto por Torres et al., (2018) quienes afirman
que la T. diversifolia en su calidad nutricional presenta un mayor contenido de proteina bruta y
menor contenido de carbohidratos estructurales favoreciendo la digestibilidad in vitro. Asimismo,
autores como Martinez et al., (2019) sugieren que el uso de leguminosas ha demostrado tener un
efecto positivo sobre la reduccion de CH4 y aumento de la digestibilidad en comparacion con las
gramineas tropicales, dado que su follaje es un alimento de gran valor nutricional.

Por otro lado, los compuestos bioloégicamente activos como lactonas sesquiterpénicas, di
terpenos, flavonoides y saponinas, presentes en las concentraciones adecuadas, podrian ser los
responsables de la modificacion de poblaciones microbianas a nivel del ramen reduciendo la
produccién de gas metano y aumentando la digestibilidad y mayor aprovechamiento de nutrientes
(Rivera et al., 2018). Palma et al., (2022), afirman que las leguminosas como el boton de oro
poseen metabolitos secundarios que ayudan a reducir la produccion de gas metano vy, por su parte

Pérez (2019), refuerza lo anterior al afirmar que los metabolitos secundarios crean tendencia
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negativa de las poblaciones de protozoarios y arqueas metanogénicas generando la reduccion de
metano a nivel del rumen.

Igualmente, la mayor cantidad de lignina presente en el forraje con mayor edad de corte
pudo extraerse durante la obtencion del extracto de la planta, incrementando la presencia de
carbohidratos estructurales en este extracto y por tanto, aportando al aumento de su digestibilidad
(Quintero et al., 2021). Por su parte, autores como Gaviria et al., (2020) citan que una mayor
degradabilidad de la materia seca y la materia organica dan como resultado la disminucién de

metano entérico a nivel ruminal reporte que concuerda a lo presente en esta investigacion.

Evaluacion de la actividad antiparasitaria in vivo de los extractos etanolicos de T.
diversifolia obtenidos a distintas edades de corte

No se presentaron diferencias estadisticas entre los tratamientos aplicados, ya que se
observé una alta variabilidad de los resultados obtenidos (Tabla 2).

No obstante, considerando las escalas de infestacion para nematodos y coccidios
(Boldbaatar et al., 2021), en el tratamiento donde se empled extracto de Tithonia diversifolia con
corte a 90 dias, se observo infestacion moderada, mientras que los demas tratamientos

experimentales presentaron una infestacion leve.



POTENCIAL EXTRACTO NATURAL BOTON DE ORO 29

Tabla 2

Determinacion de carga parasitaria de nematodos medidos en H.P.G y coccidios estimados

en O.P.G

Tratamientos Nematodos A Nematodos D  Cambio Coczdlos Coccidios D Cambio

(H.P.G) (H.P.G) (H.P.G) (O.P.G) (O.P.G)

(O.P.G)

T1 33+57 0+0 (-)33£57 953 +479 1183 +333 230+ 352
T 0+0 0+0 0+0 633 +275 633 +305 040
T3 267176 133457 (-)134+104 1567 +£983 1200+ 173  (-) 367 £ 900
CN 67+115 0+0 0+115 600+ 100 1233+379 633 +379
CP 33157 67+115 34457 783 +£513 1100400 317 +153

H.P.G: Huevos por gramo O.P.G: Ooquistes por gramo C.N: Control negativo

C.P: Control positivo

Nota: Los valores del conteo de nematodos en huevos por gramo (H.P.G) y coccidios medidos en
ooquistes por gramo (O.P.G) se presentan como promedio + desviacion estandar.

A: resultados de las muestras de heces tomadas antes de la aplicacion de los tratamientos y D:
resultados de las muestras de heces tomadas después de la aplicacion de los tratamientos.

El signo negativo (-) indica que se present6 una reduccion de la carga parasitaria

La carga parasitaria tanto para los neméatodos en A como para los D fue baja (0-200 hpg),
el Unico tratamiento que presentd variacion fue el T3 donde se determind un conteo medio, pero
solo para los neméatodos A, ya que estos parametros dependen de la condicion corporal, la especie
de nematodos, las condiciones climaticas, la técnica de conteo usada, entre otros (Montero et al.,
2020)

En cuanto a los oquistes por gramo autores como Romero y Sanchez encontraron que este

valor es predominante cuando se encuentran 5.000 O.P.G, por lo que no hubo una infestacién
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relevante en los bovinos analizados. Sin embargo, solo observando tendencias, parece haber un
efecto de reduccion en el tratamiento donde se aplicé el extracto de T. diversifolia con 90 dias de
corte.

Aunque en los ensayos in vivo, la variabilidad de los resultados puede ser mayor que en
condiciones controladas, el resultado obtenido para el control positivo (CP) en el que se empled
un antiparasitario comercial a base de albendazol, sugiere que una de las principales fuentes de
error en los andlisis pudo darse durante el tratamiento de las heces. Ya que se trata de un
antiparasitario comercial, que ha sido muy eficiente en la finca donde se desarrollo esta fase
experimental, se esperaba por lo menos una disminucion leve en las poblaciones de parasitos para

los bovinos sometidos a este tratamiento.

5. Conclusiones

El empleo de extractos de Tithonia diversifolia, obtenidos de plantas cosechadas a los 60
y 90 dias, presentd disminuciones significativas de las emisiones de metano entérico durante
analisis in vitro. Este hallazgo sugiere un potencial aprovechamiento integral de la planta, no solo
como forraje de alta calidad nutricional, sino también como aditivo en dietas balanceadas. La
reduccidn en las emisiones de metano puede atribuirse a la inhibicion de bacterias metanogénicas
por los metabolitos secundarios presentes en los extractos, posicionando a T. diversifolia como
una planta prometedora para mitigar las emisiones ambientales asociadas a la produccion animal.

A pesar de no obtener resultados significativos en la reduccién de cargas parasitarias con
los tratamientos aplicados, la comparacion de los valores antes y después de esta aplicacion destaca
un posible potencial para disminuir las poblaciones de helmintos y coccidios mediante el

suministro del extracto de T. diversifolia con 90 dias al corte. Aunque esta disminucion no alcanzé
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niveles estadisticamente significativos y se observo una variabilidad considerable en los datos,
estos indicios apuntan hacia un potencial que justifica la necesidad de una investigacion mas

profunda para identificar las propiedades antiparasitarias del extracto de T. diversifolia.

6. Recomendaciones

Se recomienda realizar ensayos in vitro para verificar la eficacia de los extractos sobre la
carga parasitaria bajo condiciones controladas y con base en los resultados generar formulaciones
mas acertadas.

Se recomienda evaluar la actividad antiparasitaria in vivo durante un periodo de tiempo
mas extenso (minimo cuatro semanas) para evidenciar la efectividad del extracto en el tiempo.

Se recomienda evaluar distintas dosis del extracto de T. diversifolia con 90 dias al corte

para determinar la dosis mas adecuada para disminuir emisiones de metano entéricas.
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