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SUMMARY

Background: Cattle are the primary source of methane (CH4) in the agricultural sector; this gas is 28 times
more potent at warming the atmosphere than carbon dioxide (CO,). Therefore, it is necessary to develop
mitigation strategies to reduce methane (CHs4) emissions. It has been shown that Cymbopogon citratus (CC) has
antimethanogenic properties when used as a feed additive in cattle. Objective: The present study aimed to
evaluate the effect of supplementing CC on cattle diets with a high proportion of low-quality forages on gas,
CHy4 production, and dry matter digestibility (DMD). We evaluated the gas production volume (GP) from two
basal diets supplemented with increasing levels of CC. A completely randomised factorial design (2 x 13) was
used, where the forage type was maize straw (RM) and oat straw (PA). The CC supplementation levels were 0,
0.5,1,15,2,2.5,3,3.5,4,4.5,5,5.5, and 6% of the diet on a dry matter (DM) basis. We measured the volume
of GP and CH4 produced (mLg™! DM) at 24 h and 48 h after the beginning of the incubation. We also measured
the DMD at the end of the 48-hour incubation period. Results: Our results showed significant differences in
both the type of forage (p < 0.01) and the level of CC supplementation (p < 0.01). A highly significant effect
was also observed for the interaction between both factors (p < 0.001). RM produced significantly more gas
than the PA (p < 0.05) and was more digestible (p < 0.01) too. Furthermore, RM produced more CHy4 than the
PA (p <0.01). CH4 production was significantly reduced (p < 0.01) by supplementation with CC at 24 h post-
incubation in both forages, by up to 40% and 21%, respectively. However, at 48 h post-incubation, CC reduced
CH4 production only in RM diets supplemented with 0.5, 1.5, and 5.5% CC. Implications: CC could be used
in programs to reduce enteric CHs. Conclusions: We concluded that the effect of CC on CH4 production
depends on the interaction between forage type and CC dose, with the most significant effect observed at 0.5
and 1.5% CC inclusion in the diet at 24 and 48 h of incubation.

Key words: climate change; mitigation; cattle; digestibility; herbs.

RESUMEN
Antecedentes: El ganado bovino es la fuente principal de emisiones de metano (CHy) del sector agropecuario,
este gas es 28 veces mas potente que el didxido de carbono (CO,) para producir efecto invernadero y
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calentamiento global, por lo tanto, es necesario desarrollar estrategias de mitigacion. El Cymbopogon citratus
(CC) ha demostrado tener propiedades antimetanogénicas cuando se utiliza como aditivo en la alimentacion del
ganado bovino. Objetivo: Evaluar el efecto de la suplementacion con CC sobre la produccion de gas (PG), CH,4
y digestibilidad in vitro de la dieta para ganado bovino alimentado con dietas altas en forrajes de baja calidad.
Metodologia: Se empled un disefio factorial 2 x 13, donde los factores evaluados fueron: tipo de forraje, rastrojo
de maiz (RM), y paja de avena (PA), nivel de suplementacion con CC: 0.0, 0.5, 1.0, asi hasta 6.0 % de la dieta
en base seca (MS). El volumen de PG, y CH4 se midi6 a las 24 h y 48 h de incubacion, mientras que la
digestibilidad de la materia seca (AMS) a 48 h. Los datos se analizaron con el software estadistico Minitab ver.
17 para efectos lineales y cuadraticos. Resultados: Encontramos diferencias significativas para el tipo de forraje
(p <0.01), nivel de suplementacion (p < 0.01) con CC, y la interaccion entre ambos factores (p < 0.001). El
RM produjo mas gas que la PA (p <0.01), los tratamientos con este forraje fueron mas digestibles (p <0.01) y
produjeron mas CHs (p < 0.01) que los de PA. La produccion de CHy se redujo significativamente (p < 0.01)
por la suplementacion con CC en ambos tratamientos a las 24 h, 40 % y 21 % respectivamente. Sin embargo, a
las 48 h de incubacion, sélo se observo reduccion en la produccion de CHy en las dietas con RM a los niveles
de suplementacion de CC 0.5, 1.5 y 5.5 %. Implicaciones: E1 CC podria ser usado en estrategias para reducir
las emisiones de CH4 entérico. Conclusiones: ¢l efecto del CC sobre la produccion de CH4 dependio de la
interaccion tipo de forraje x dosis de CC, el efecto anti-metanogénico mas alto fue a dosis de 0.5y 1.5% de CC
para las 24 y 48 h de incubacion en ambos forrajes.

Palabras clave: cambio climatico; mitigacion; ganaderia bovina; digestibilidad; hierbas.

INTRODUCCION

Actualmente el sector agropecuario contribuye con
~25 % de la produccion antropogénica mundial de
gases de efecto invernadero (GEI) (Gerber et al.,
2013; Herrero et al., 2016), entre los mas
importantes se encuentran el CO,, CH4 y o6xido
nitroso. A nivel global la ganaderia contribuye con
~14.5% de las emisiones de GEI de origen
antropogénico (Andrade et al., 2024), y el 39% es
CH4 proveniente de la fermentacion entérica del
ganado bovino (Arbre et al., 2016). Se estima que
del 6 al 18% de la energia bruta (EB) consumida
por los bovinos, se pierde en forma de CHi
(Martinez-Mufioz et al., 2022), el cual es liberado
a la atmoésfera via el eructo y flatulencias y de esta
forma contribuye al calentamiento global
(DeRamus et al., 2003; Todd et al., 2011). El1 CH,4
es el segundo GEI mas importante presente en la
atmosfera, con un potencial para atrapar calor
proveniente de la radiacion solar 28 veces mayor
que el del COz y con un periodo de vida en la
atmosfera de 9 — 15 anos (Eckard, Grainger y de
Klein, 2010). Los rumiantes domésticos producen
grandes cantidades de CHs, hasta 1000 L/dia en
vacas lecheras, dicho gas se origina mayormente
por la fermentacion del alimento dentro del rumen,
en donde un tipo de microorganismos anaerébicos
altamente especializados, llamados Arqueas
metanogénicas como Methanobacterium,
Methanobrevibacter, Methanosphaera etc., las
cuales utilizan el hidrogeno (H») producto de la
fermentacion y de la formacion de acidos grasos
volatiles (AGVs), para reducir el exceso de Hy en
el rumen. El CH4 producido de esta forma es
posteriormente liberado al ambiente por el animal
mediante el eructo y la respiracion (Morgavi ef al.,

2010), contribuyendo asi al efecto invernadero y al
calentamiento global.

Varios estudios han demostrado que la emision de
CH4 por los bovinos esta correlacionada con el
consumo de alimento y composicion de la dieta
(Benaouda et al., 2020; Ku-Vera et al., 2020), por
ejemplo, consumo elevado de forraje resulta en una
mayor cantidad de CH4 producido en el rumen,
mientras que grandes cantidades de granos como
maiz, sorgo, trigo disminuyen la produccion de este
gas (Homem et al., 2017; Hellwing et al., 2018;
Hristov et al, 2018). Esta relacion esta
directamente asociada a la cantidad y proporcion de
AGVs producidos en el rumen, asi, la elevada
proporcion de propionato formado durante la
fermentacion de carbohidratos no fibrosos habilita
la captura de H, sin formar CO,, evitando la sintesis
de CHs4 por los metandgenos. Por otra parte, la
produccion de acetato y butirato libera CO» e H»
promoviendo la formacion de CH4 en el rumen
(Mitsumori y Sun, 2008a; Janssen, 2010). En esta
forma, la elevada actividad de las bacterias
metanogénicas se debe a una mayor disponibilidad
de CO, e H; en el rumen, generados durante la
fermentaciéon de la fibra de los forrajes y la
produccion de acetato (Homem et al., 2017). Los
protozoarios ruminales también estan involucrados
en la produccion de CH4 de manera indirecta por su
estrecha relacion simbidtica con las arqueas
metanogénicas en forma de ectosimbiosis o
endosimbiosis, ya que existe un intercambio activo
de H; entre estas especies (Khairunisa et al., 2023).
Por ejemplo, protozoarios como Entodinium,
Diplodinium 'y Isotricha albergan arqueas
metanogénicas endosimbioticas (principalmente
Methanobrevibacter smithii), quienes utilizan el H2
liberado por el protozoario para reducir CO: y
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formar CHa, es decir, se trata de una simbiosis
metabolica: el protozoario mantiene  su
metabolismo estable y la arquea obtiene energia
(Ungerfeld, 2020). Asimismo, los protozoarios al
ser microorganismos anaerobios fermentativos, por
su contribucion significativa a la digestion de fibra,
producen grandes cantidades de H», el cual es
captado por las arqueas para reducirlo a CHy4 junto
con el CO; (Guyader et al., 2014).

Por todo lo anterior, optimizar el proceso de
fermentacion ruminal es critico para disminuir la
liberacion de CHs; a la atmosfera, mejorar la
productividad de los rumiantes y mitigar el
calentamiento global, ya que un animal que pierde
menos energia como CH4 es mas productivo,
incrementa la cantidad de carne y leche que
produce por cada kilogramo de este gas emitido
(Beauchemin ez al., 2020). La manipulacion del
ecosistema microbiano ruminal, a través de
aditivos y suplementos de la dieta, es una de las
estrategias de mitigacion preferida por la
comunidad cientifica por ser relativamente facil de
operar y su aplicacion potencial a gran escala. Por
lo tanto, existe la necesidad de identificar aditivos
alimenticios con el potencial antimetanogénico,
que ademas de reducir la emision de CHy, no
afecten la utilizacion de los nutrientes y el
desempeiio productivo del animal (Bhatta et al.,
2013), algunos ejemplos incluyen plantas taniferas
y/o saponiferas y aceites esenciales (Wanapat et al.,
2008; Bhatta et al., 2013; Petri¢ et al., 2020;
Vazquez-Carrillo et al., 2023; Cruz-Matias et al.,
2026). Los metabolitos secundarios, como los
taninos, son particularmente atractivos como
modificadores de la fermentacion ruminal y, al ser
productos de origen natural, son aceptados por los
consumidores de leche y carne de bovinos, ya que
son amigables con el medio ambiente y seguros
para la salud de los rumiantes cuando se emplean a
dosis adecuadas (Bhatta et al., 2013). Asi mismo,
se ha demostrado que los aceites esenciales (AE)
de las plantas también tienen una alta actividad
biologica antimetanogénica observada
mayormente in vitro, la cual va de 26 a 83% de
inhibicioén, dependiendo del método de extraccion
del aceite (Patra, 2017), Bhatta et al., 2013). Por
ejemplo, Kumar et al., (2009) evaluaron in vitro el
efecto anti-metanogénico del aceite de eucalipto
(Eucalyptus L'Hér) a un nivel de inclusion de 1.66
pL de AE/mL de medio de cultivo, encontrando
que este aceite redujo la emision de CHy hasta 56%.
En un trabajo similar evaluaron in vifro una mezcla
de tres tipos de aceites esenciales: ajwain
(Trachyspermum ammi), ajo (Allium sativum) y
canela (Cinnamomum zeylanicum), encontrando
una actividad antimetanogénica del 22.1% a un
nivel de inclusion de 1.33 microlitros de AE/mLde
medio de cultivo (Kala et al., 2017). De la misma
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forma, Agarwal et al., (2009); Singh et al., (2018);
Gallegos-Flores et al., (2019) cuando utilizaron AE
de té limoén (Cymbopogon citratus) [CC]: 1.0 uL,
aceite de menta (Mentha piperita): 2.0 pL y
diferentes extractos de orégano: 0.1 y 1.0 pL,
respectivamente, reportaron una reduccion de la
metanogénesis hasta en un 98.5%, acompafiada de
una disminucion de la excrecién de nitrogeno
amoniacal. Ambos trabajos, si bien se vieron
prometedores al reducir la produccion de CHy
conforme aumentaba el nivel de inclusion, también
se observo que la digestibilidad del alimento
disminuyd, es decir, la disminucion en la emision
se dio a expensas de la digestibilidad, lo cual, como
ya se menciond, no es deseable para cualquier
aditivo. Trabajos recientes en México evaluaron in
vivo el efecto antimetanogénico de Miraflor
(Cosmos bipinnatus) (Pineda et al., 2018a) y
Cymbopogon citratus (Vazquez-Carrillo et al.,
2020a), en ganado bovino productor de leche y
carne respectivamente, observando que Cosmos
bipinnatus redujo el rendimiento de CHs (g CHa/kg
MS) en 16%, mientras que el CC en 33%, ambos
fueron suministrados como aditivo. Estos autores
también mencionan que el CC suplementado al 2%
del consumo diario de materia seca (CMS) redujo
significativamente la emision diaria de CH4 en 26%
sin causar efectos negativos sobre el CMS y su
desempeiio productivo (Vazquez et al., 2020). El
efecto de CC como aditivo también fue evaluado
en ganado de carne en Austria por Guggenberger
(2021), en donde la adicion de 100 g MS por animal
por dia de CC logré reducir significativamente
(P<0.05) la emision de CHs en un 14.6%,
descartando también la posibilidad de que esta
cantidad de CC influya de manera negativa en el
funcionamiento del rumen y la digestibilidad de la
dieta. Sin embargo, tanto en el trabajo de Vazquez
et al. (2020) como en el de Guggenberger (2021),
no se evaluaron los efectos de CC en dietas basadas
en forrajes de baja calidad, es decir, no sabemos si el
efecto antimetanogénico del CC se mantiene en forrajes
secos con alto contenido de fibra, que por
naturaleza promueven una mayor emision de CHa.
Tampoco, se ha determinado la dosis mas efectiva
de esta planta en este tipo de dietas. Por lo tanto, el
objetivo de este trabajo fue determinar, mediante la
prueba de produccion de gas (PG) in vitro, el efecto
de niveles crecientes de inclusiéon de CC sobre la
PG y la produccion de CHs en dos dietas altas en
forraje de mala calidad, y de esta forma determinar
la dosis de CC. con el mayor potencial
antimetanogénico para su posterior evaluacion in
vivo en camaras de respiracion de circuito abierto.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de
Investigacion en Ganaderia, Medioambiente y



Tropical and Subtropical Agroecosystems 29 (2026): Art. No. 082

Energias Renovables (LABGAMA) de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Autonoma del Estado de México,
localizado a 19° 24” 15”’ de latitud norte y 99° 41°
06’ de longitud oeste, a 2 632 msnm.

Animales y dieta

Se utilizaron cuatro bovinos hembra cruza de las
razas Charolais X Holstein Friesian como
donadores de liquido ruminal, con un peso
promedio de 300+£50 kg de peso vivo y 12 meses
de edad. Los animales fueron alimentados con dos
dietas altas en forraje de baja calidad, RM y PA,
con una relacion forraje:concentrado (F:C) de 61.4:
38.6%. Los ingredientes del concentrado y los
porcentajes de inclusion fueron: heno de alfalfa
molido (7.3%), pasta de soya (2.9%), maiz molido
(10.2%), desperdicio de panaderia (12.4%) y
salvado de trigo (5.8%). La composiciéon quimica
de los ingredientes de la dieta se muestra en la
Tabla 1. La dieta se ofreci6 diariamente por la
maflana, primero se ofrecié el concentrado y
después del forraje, con un periodo de adaptacion
de 21 dias. La dieta experimental se formulo de
acuerdo con los lineamientos de la (AFRC,
Alderman y Cottrill, 1993) para reunir los
requerimientos de proteina y energia metabolizable
de mantenimiento.

Para las pruebas de produccion de gas (PG) in vitro,
se utiliz6 la técnica propuesta por Menke y
Steingass (1988), en la que se emplearon jeringas
de cristal marca Fortuna, Alemania, graduadas a
100 mL, en intervalos de 1 mL. Se utilizaron tres
jeringas por tratamiento (tres repeticiones) y tres
blancos en cada corrida. El buffer se prepar6 segiin
el procedimiento descrito por Menke y Steingass,
(1988) y se mantuvo en refrigeracion listo para su
uso con un dia de anterioridad a cada corrida. La
dieta utilizada para las incubaciones fue la misma
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que se ofrecio a los animales donadores de liquido
ruminal, la cual se molid6 con un molino de alta
velocidad (modelo Ginder T-series, China) a un
tamafio de particula de 2 mm. Para preparar el
suplemento de CC se utilizaron s6lo las hojas de la
planta las cuales se adquirieron en verde en un
mercado local, posteriormente se seco a la sombra
durante 15 dias en repisas hechas con malla
metalica a 1 m de altura del piso, a una temperatura
ambiente de 25 °C y una humedad relativa de 35%,
esto para evitar la desnaturalizacion de sus
metabolitos secundarios por la luz solar y Ia
humedad. Una vez secas las hojas, se molieron
hasta obtener un tamaiio de particula de 2 mm.

Prueba de produccion de gas y tratamientos

El liquido ruminal se colect6é por la mafiana antes
de ofrecer alimento a los animales donadores por
medio de sondeo oroesofagico, el liquido se colocd
en un termo previamente calentado a 39° C. Una
vez obtenido el liquido ruminal se filtr6 por medio
de cuatro capas de tela para queso y el filtrado se
depositd en un matraz dentro de un bafio Maria
(DK-2000, Ecoshel, México) a 39° C, para
posteriormente hacerle pasar CO, durante 15
minutos burbujeando previo a su utilizacion. A
cada jeringa se le deposit6 por separado 200 mg de
dieta control mas la cantidad de CC suplementada
de acuerdo con los niveles crecientes propuestos: 0
control, 0.5, 1, 1.5,2,2.5,3,3.5,4,45,5,55y6
% (TM=0 a TM=12, y, TA=0 a TA=12) de la dieta,
lo cual equivalea 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11 y
12 mg de CC. Estos niveles se eligieron para
identificar el nivel optimo de inclusion de CC, pero
sin llegar a niveles muy altos que esta planta dejase
de ser un aditivo y se convirtiese en un ingrediente
mayor de la dieta, ademas de que su posible
aplicacion a gran escala seria muy dificil debido
a los grandes volimenes que necesitarian o bien
posibles efectos negativos en el animal. La

Tabla 1. Composicion quimica de los ingredientes utilizados en la formulacion de las dos dietas

experimentales, g/lkg MS-..,

Ingrediente MS g! FDN g! FDA g'! Cen g’! MO g! PC g!
Rastrojo de maiz 833 754.7 422.4 40.1 959.9 60
Paja de avena 923 572.2 254.5 58.4 941.6 69
Alfalfa 949.8 459.6 280 112 888 165
Salvado de trigo 911.4 467.7 113 46.7 953.3 162
Subproducto de 968.4 272.6 30.4 12.5 987.5 76
panaderia
Pasta de soya 936.9 135 35.5 69.2 930.8 435
Maiz molido 900.1 344.2 323 9.8 990.2 78

TT g*! TC g
C. citratus 896.5 563.9 257.2 60.7 69 3.3

Clave: MS= materia seca, FDN= fibra detergente neutro, FDA= fibra detergente acido, Cen= cenizas, MO=
materia organica, PC= proteina cruda, TT= taninos totales, TC= taninos condensados.
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composicion quimica de las dietas experimentales
se presenta en la Tabla 2. Posteriormente se
agregaron a cada jeringa 30 mL de una mezcla de
liquido ruminal y buffer segiin Menke y Steingass
(1988), y después se colocaron en un bailo Maria a
39 °C. La PG se midi6 registrando el
desplazamiento del émbolo de la jeringa hacia
arriba, estas lecturas se realizaron a intervalos de
tiempo, primero a cada hora durante las primeras
ocho horas, después a las 12, 16, 20, 24, 28, 36 y
48 horas. Para determinar la produccion de CHy se
tomo6 una muestra de 2 mL del gas en el espacio
superior vacio de cada jeringa con la ayuda de una
llave de tres pasos y otra jeringa de vidrio para
cromatografia de gases (marca Hamilton®, USA)
con capacidad de 60 mL. Antes de tomar la muestra
de gas, cada jeringa de 100 mL se agitd
cuidadosamente para mezclar el gas existente en el
interior, después se liberé la mayor parte hasta
dejar ~6 mL, de los cuales se tomaron tres muestras
de 2 mL. Posteriormente, cada muestra de gas se
hizo pasar lentamente por un detector de CHa
(marca PHG100, PANGAEA, China, rango de
medicion: hasta 50,000 ppm o 100 % LEL). Por
ultimo, se registraron los tres resultados de cada
jeringa en partes por millon (ppm) y se calculd el
promedio. La concentracion de CHs en las jeringas
se midid a las 24 y 48 horas después de iniciada la
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incubacion, y se reporta la produccion acumulada
de CH, al igual que de PG. Cumplidas las 48 horas,
se termind la incubacion en el bafio Maria vy,
posteriormente, se filtrd el contenido de cada
jeringa para separar la parte solida de la liquida y
asi determinar la digestibilidad del sustrato. Se
utilizd la técnica de filtrado al vacio, para ello
utilizamos un sistema de filtracion el cual consiste
en un matraz Kitasato de 500 mL (marca StonyLab,
USA), una bomba de vacio, marca Vacuum stick,
Filtr8™, China, conectada al matraz, adaptadores
de goma de forma conica para sellar el espacio
entre el matraz y los crisoles filtrantes de vidrio de
poro medio y capacidad de 30 mL de marca Sibata,
Taiwan. El filtrado resultante en el crisol se peso6 en
base fresca en una bascula electronica de precision
(marca WPB 3K, Weighing Inspecting & Marking,
USA). Posteriormente, los crisoles se pusieron a
secar dentro de una estufa de aire forzado (modelo
9023A, ECOSHEL, México) a una temperatura de
60 °C durante 72 h. Después, los crisoles se
retiraron de la estufa y se registré el peso de cada
uno para finalmente determinar la digestibilidad
del sustrato, o digestibilidad de la MS (dMS) a
través de la siguiente formula: dMS= (peso fresco
del filtrado - peso seco del seco del filtrado/peso
seco de la muestra) * 100.

Tabla 2. Composicion quimica de las dietas experimentales: tratamiento con maiz (TM) y tratamiento

con avena (TA), g/kg MS-\.

MS g! FDN g! FDA g! Cen g’! MO g’! PC g!
CCmg ™ TA TM TA ™ TA ™ TA ™ TA ™ TA
0 91.2 93.6 456.0 403.0 261.0 2250 614 149.8 938.6 850.2 141.0 144.0
1 91.2 93.6 460.8 412.5 268.7 258.8 64.8 150.7 9352 8493 141.0 144.0
2 91.2 93.6 480.5 419.0 299.5 269.5 665 151.2 9335 848.8 141.0 144.0
3 91.2 93.6 469.8 4472 277.1 2473 66.1 153.7 934.0 8464 141.0 144.0
4 91.2 93.6 4873 4415 2894 2603 693 1539 930.7 846.1 141.0 144.0
5 91.2 93.6 473.1 449.1 2773 2380 70.5 154.6 929.5 8455 141.0 144.0
6 91.2 93.6 501.0 461.7 296.1 2426 68.3 1547 931.7 8453 141.0 144.0
7 91.2 93.6 510.7 465.0 3023 268.7 71.6 1554 9284 844.6 141.0 144.0
8 91.2 93.6 5159 460.7 297.6 2520 71.6 155.0 9284 845.0 141.0 144.0
9 91.2 93.6 498.7 459.6 2934 250.0 72.0 1557 928.0 8444 141.0 144.0
10 91.2 93.6 521.1 452.0 3133 2694 705 156.5 929.6 843.6 141.0 144.0
11 91.2 93.6 520.0 451.2 286.7 280.6 69.7 157.2 9304 8429 141.0 144.0
12 91.2 93.6 530.5 482.0 296.0 271.2 745 160.2 925.5 839.8 141.0 144.0

Clave: FDN= fibra detergente neutro, FDA= fibra detergente acido, Cen= cenizas, MO= materia orgénica,
PC= proteina cruda, TM= tratamiento con rastrojo de maiz, TA= tratamiento con paja de avena
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Disefio experimental y analisis de resultados

Se us6 un disefio completamente al azar con un
arreglo factorial 2 x 13 en donde el tipo de forraje
y los niveles de adicion de CC fueron los factores
principales de acuerdo con el siguiente modelo
lineal general: Yij = u + Ti + Bj + (Ti * Bj) + ¢ij
donde Yij es la variable de respuesta, pu el promedio
general, Ti= el tipo de forraje (i= 1=RM, 2= PA),
Bj= el nivel de inclusién de CC (j=1...13), y (Ti *
Bj) la interaccion entre el tipo de forraje por el nivel
de inclusion de CC, y &ij el error residual del i
¢ésimo forraje y el j ésimo nivel de inclusion. Los
resultados fueron analizados a través de un analisis
de varianza para un disefio factorial empleando el
programa Minitab version 14, para el calculo de los
contrastes lineales y cuadraticos se utilizo el
software JMP Pro versionl7. Cuando se
encontraron diferencias entre medias, se utilizd la
prueba de Tukey a un nivel de confianza de 95% o
mayor.

RESULTADOS

En la Tabla 3 se presentan los resultados de la PG
acumulada y de CH4 a las 24 y 48 h, y la dMS a las
48 h. Se observo una interaccion significativa (p <
0.01) entre el tipo de forraje utilizado y el nivel de
inclusion de CC para la PG a las 24 y 48 h, y para
la produccion de CH4 (p < 0.001). Debido a que el
efecto de la interaccion entre el tipo de forraje y el
nivel de CC fue altamente significativa, nos
concentramos en describir y discutir este resultado
en la siguiente seccion. El RM produjo
significativamente mas gas que la PA a las 24 y 48
h (p < 0.01). Para ambos forrajes el efecto de la
inclusion de CC en los diferentes niveles presentd
una respuesta cuadratica en laPG alas 24 y 48 h (p
< 0.0001). Por ejemplo, los tratamientos TM2 al
TM4 incrementaron significativamente la PG a las
24 h, (p <0.01), mientras que los tratamientos TM7
al TM12 disminuyeron significativamente la PG (p
<0.01). Para el caso de los tratamientos con PA se
observo que el tratamiento TA10 redujo la PG a las
24 h, (p < 0.01), con respecto a los demas
tratamientos. No se observaron efectos
significativos para el resto de los tratamientos (p >
0.05), de este grupo. De manera similar, el TA8
redujo la PG a las 48 h (p < 0.01), sin observarse
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diferencias  significativas para los demas
tratamientos.

Para el caso de la dMS, se observo una respuesta
cuadratica (p < 0.0001) y una interaccion
significativa (p < 0.01) entre el tipo de forraje y el
nivel de inclusion de CC; es decir la digestibilidad
observada fue el resultado de la interaccion entre el
efecto del tipo de forraje y del nivel de inclusion de
CC. La Tabla 3 muestra que la dMS para el caso
del RM disminuy6 (p < 0.01) entre el tratamiento
control, TMO0, y el TM6, pero posteriormente
aumenté en forma significativa (p < 0.01), sin
embargo, este comportamiento no se observo en los
tratamientos con PA, pues esta disminuy¢ a partir
del TA6 (p < 0.01). Por otro lado, se observd que
la dMS fue en promedio 9% mayor en los
tratamientos con RM que con PA (p < 0.01). La
respuesta cuadratica (p < 0.0001), indica que
niveles crecientes de CC no resultaron en un
incremento o decremento lineal de la
digestibilidad. Con respecto a la producciéon de
CH; se observd también una interaccion
significativa (p <0.001) entre el tipo de forraje y el
nivel de inclusion de CC, y una respuesta
cuadratica, es decir, niveles crecientes de CC no
necesariamente  resultaron en una menor
produccion de CHa, p <0.0001, y la produccion de
CHa no fue similar entre forrajes. La produccion de
CHs4 fue mas alta a las 24 y 48 h (p < 0.01) en los
tratamientos con RM, por ejemplo, a las 24 h de
incubacion la produccion de CH4 promedio para
todos los tratamientos con RM es 37% mas alta que
en los tratamientos con PA, mientras que a las 48 h
es 40% mas alta (Tabla 3). La menor produccion
acumulada de CH4 a las 48 h de fermentacion se
observa en el nivel seis de inclusion para ambos
forrajes, 17% y 13.2% menos para RM y PA,
respectivamente. La Figura 1 presenta la relacion
entre el promedio general de la dMS y Ila
produccion promedio de CH4 para ambos forrajes
juntos, se observa que la menor emision de CHy4
esta en el nivel seis de inclusion del CC, y que la
produccion de este gas siguidé un comportamiento
similar a la digestibilidad. Es decir, una
disminucion en la dMS se acompafi6é en una menor
producciéon de CHy y por el contario un aumento
resultd en una mayor produccion de este gas.
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Tabla 3. Produccion de gas (PG) y produccion de metano (CH4) a las 24 y 48 h de incubacion y
digestibilidad de la materia seca a las 48 h para las dietas con rastrojo de maiz y paja de avena con niveles
crecientes de CC.

Tratamiento con CC PG24h CHs24h PG48 h CH4+48 h Digestibilidad
mg mL g!'MS mL g!'MS mL g'! MS mL g'MS g kg!MS
Rastrojo de maiz
T™O0 258.12 126.1° 328.82 156.4 612.5°
™I 255.02 122.8° 331.7* 137.9° 516.7°
™2 266.9° 136.4° 344.4° 147.1° 533.3°
™3 270.8° 116.0° 330.0* 138.4° 550.0°
T™4 278.92 130.6° 345.8° 153.32 550.0°
™S5 267.52 127.2# 340.0* 146.2° 550.0°
T™6 260.32 116.3° 327.52 129.8° 533.3°
™7 230.8° 100.1° 310.0° 142.32 600.0
T™S 231.7° 102.8° 311.3° 141.0° 600.0
™9 227.7° 75.2° 306.7° 148.12 633.32
™10 231.7° 95.1° 304.2° 170.42 616.7%
™11 230.0° 101.0° 300.0° 136.9° 600.0
™12 220.0° 75.6° 293.8° 142.0 600.0
EEDif 0.6 2.4 3.6 4.7 6.0
Paja de avena
TAO 215.8% 45.1° 270.4* 57.4* 550.0*
TA1 215.0* 45.1° 275.0% 53.7% 600.0°
TA2 213.32 447 273.52 52.1# 525.0°
TA3 215.02 45.4° 271.7% 51.6* 550.0°
TA4 210.82 4432 270.82 51.1# 550.0°
TAS 215.02 45.9° 275.8% 53.0° 550.0°
TA6 210.82 44.5° 270.02 49.8* 500.0°
TA7 215.82 35.1° 276.7% 68.9° 450.0°
TAS8 219.22 37.7° 281.7° 71.5° 516.7°
TA9 210.0* 34.4° 275.0* 69.5° 500.0°
TA10 205.8° 33.8° 265.22 61.5° 516.7°
TA11 217.52 38.2° 273.32 66.8° 450.0°
TAI12 216.7* 38.7° 274.22 66.2° 550.0*
EEDif 2.2 1.1 2.9 2.3 43
Nivel de probabilidad, P
Efecto forraje 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Efecto nivel de suplementacion 0.01 0.01 0.01 0.01 0.01
Interaccion 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
Contraste lineal 0.001 0.001 0.001 0.001 0.001
Contraste cuadratico 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001 0.0001

0 control, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3,3.5,4,4.5,5,5.5 y 6 %., TM= tratamientos con rastrojo de maiz, TA=
tratamientos con paja de avena., literales diferentes entre renglones difieren significativamente, (p < 0.01),
EEDif= error estandar de la diferencia
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Figura 1. Relacion entre el promedio general de la digestibilidad de la materia seca (AMS) y la produccién
promedio de CH4 para ambos forrajes juntos en los 12 niveles de inclusion de Cymbopogon citratus.

DISCUSION

Nuestros resultados para la elevada produccion de
CHys a partir del RM se pueden explicar por su alto
contenido de fibra y baja calidad, expresada por su
baja digestibilidad, posiblemente debido a su alto
contenido de lignina (Pal, Patra y Sahoo, 2015), por
lo tanto, se puede sefialar que el RM es una fuente
importante de CH4 una vez fermentado en el rumen
como se demuestra en el presente trabajo en donde
la produccion de CH4 es mas de dos veces la de PA.
Este hallazgo es relevante para la ganaderia bovina
de los valles altos del centro de México en donde el
RM es un forraje muy utilizado en la alimentacion
del ganado (Ambriz-Vilchis et al, 2009). Altos
volumenes de produccion de CHs en ganado
bovino alimentado con RM también han sido
reportados por Benaouda et al., (2024), es por ello
la importancia de conocer el volumen de
produccion de CHy a partir del RM, asi como las
opciones de mitigacion, ya que no es factible que
los ganaderos dejen de utilizarlo en el corto plazo,
pues se trata de sistemas mixtos de produccion de
maiz-ganado en donde la produccion de maiz para
consumo humano es fuente de forraje para el
ganado (Estrada-Flores et al., 2006), por lo que el
uso de aditivos como el CC se presentan como una
opciodn sustentable de manejo de emisiones de CHy
en situaciones en donde no es posible comprar
aditivos comerciales antimetanogénicos. La PG
mas alta en el RM se debe a su mayor contenido de
paredes celulares fermentables tanto en los tallos

como en toda la planta, lo cual se observa por un
mayor contenido de FDN y proporcionalmente la
misma cantidad de FDA (Tabla 2), resultando en
una dMS mas alta que la PA (Tabla 3). El gas
(principalmente CO,) y el CH4 son producidos
cuando la hemicelulosa primero, y la celulosa
después, son fermentadas a acetato y butirato,
mientras que la fermentacion del sustrato a
propionato produce gas tinicamente cuando el pH
estd amortiguado y, por lo tanto, una produccion
relativamente baja de CHs estad asociada con la
produccion de propionato (actiia como sumidero de
H,), ademas de que este compuesto se produce
primariamente a partir de la fermentacion los
carbohidratos solubles en agua y rapidamente
fermentables (Mackie er al., 2023, Van Soest,
Robertson y Lewis, 1991). Por lo tanto,
esperabamos una mayor produccion de CHy en las
dietas con RM sobre todo a las 48 h de
fermentacién, como efectivamente ocurrid, asi
mismo, se observo que la produccion de CHy a las
24 h disminuy6 conforme aumentaba el nivel de
inclusion de CC tanto en el tratamiento con RM
como con PA, sugiriendo un efecto
antimetanogénico del CC en las primeras horas de
fermentacién ruminal del alimento. Sin embargo,
se observo que el efecto antimetanogénico del CC
en ambos forrajes ocurre a expensas de una
reduccion en la digestibilidad de hasta 10% en
promedio, y la mayor reduccion se observa en el
nivel de inclusion 6 (Figura 1) a las 48 h de
fermentacion, el cual representa un nivel de
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inclusion del 2.5% del CMS de la dieta. Es decir,
menor fermentacion resulta menos produccion de
acetato y butirato y menos liberacion de H: por lo
tanto menos CHa se sintetiza en el rumen (Parnian-
Khajehdizaj et al., 2023). Por otro lado, es posible
que el aumento en la produccion de CHy a partir del
nivel 7 de inclusion de CC (3% del CMS) se deba
al aporte extra de fibra proveniente del CC a niveles
altos de inclusion, ya que el CC también es una
graminea y por tanto aporta FDN a la dieta, el cual
pudo tener un efecto positivo sobre la dMS y
superior al efecto antimetanogénico de los
compuestos secundarios en el CC. La disminucion
en la produccion de CH4 observada en el presente
estudio, sobre todo en las primeras 24 h de
fermentacion, es comparable con varios trabajos
realizados in vitro, donde se han evaluado
diferentes extractos y aceites de plantas, entre ellos
el CC. Por ejemplo, Agarwal et al., (2009)
redujeron en 19.9, 46 y 75% la produccion de CHs4
aniveles de inclusion de 0.3, 1.0 y 2.0 pL de aceite
de menta (Mentha piperita), pero esta reduccion
fue el resultado de una disminucion en la actividad
de la xilanasa y la carboximetilcelulasa
microbianas acompafiada de una disminucién en la
digestibilidad asociada a niveles crecientes de
aceite esencial de menta, similar a lo ocurrido en el
presente estudio. También Singh et al., (2018)
utilizando aceite de CC en niveles de inclusion de
10, 20, 40, 80 mL, redujeron linealmente el
porcentaje de CH4 en el gas producido (p < 0.01)
conforme aumentaba la concentracion de aceite de
CC, sin embargo, en el presente estudio no se
observd una respuesta lineal sino cuadratica
probablemente porque se utilizo la planta completa
y no solo aceite esencial. En este sentido,
planteamos la hipotesis de que la reduccion en la
produccion de CHy a las primeras 24 h, observada
en el presente estudio, podria atribuirse a dos
eventos: primero a los taninos condensados
presentes en el CC como los principales causantes
del efecto anti-metanogénico (>6%) (Vazquez-
Carrillo et al, 2020a; Guggenberger, 2021), v,
segundo, a que en las primeras horas de incubacion
la fermentacion sigue la ruta del acido propidnico
por la degradacion de los carbohidratos no
estructurales en el concentrado de la dieta
experimental (Mitsumori y Sun, 2008b), por tanto
la produccién de CH4 fue menor, en tanto que la
degradacion de la fibra ocurrié mayormente a partir
de las 48 h, y por lo tanto se observo una mayor
produccion acumulada de CHs. De acuerdo con
(Patra, 2017), los taninos condensados reducen la
produccion de CHs en rumen indirectamente
disminuyendo la produccion de H, por una
disminucion en la digestion de la fibra llevada a
cabo por los protozoarios, lo cual posiblemente
ocurri6 en el presente estudio. En este sentido, es
importante mencionar que la reduccion en la
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produccion de CHy a las 24 h, principalmente en la
dieta con RM, pudiera atribuirse también a que el
numero de protozoarios ruminales disminuye por la
accion de la propiedades antimicrobianas de los
metabolitos secundarios presentes en el CC, en
particular los taninos condensados, (Nambiar y
Matela, 2012; Olorunnisola et al., 2014), ya que
estos microorganismos estdn en estrecha relacion
simbidtica con las bacterias metanogénicas, asi que
al reducir la poblacién de los protozoarios, se afecta
indirectamente la produccion de CHs por las
bacterias metanogénicas (Vogels, Hoppe y Stumm,
1980; Bhatta er al., 2009). Las concentraciones
relativamente altas de TT y TC que se muestran en
la Tabla 1 sugieren que esta puede ser una
explicacion plausible.

Sin embargo, el comportamiento en la produccion
de CH4 fue diferente a las 48 h de incubacion, tanto
en la dieta con RM como con la dieta con PA, ya
que, a este tiempo de incubacion, la produccion de
CHs se redujo solo a dosis bajas de inclusion de CC
en la dieta con RM, pero en la dieta con PA
aumentd6 la produccion de CHs conforme
aumentaba el nivel de inclusion de CC. Este
comportamiento se debid a la reduccion en la
digestibilidad como ya se menciond arriba,
probablemente debido a que el CC es un forraje, y
contiene una razonable cantidad de polisacaridos
estructurales en forma de fibra (FDN y FDA),
como se muestra en la Tabla 1., asi que conforme
el nivel de inclusion de CC aument6 gradualmente
en el medio de incubacion existié6 también una
mayor cantidad de fibra disponible: por ejemplo, en
el caso del RM la FDN aument6 14% entre TMO y
TM12, mientras que para PA aumento 16%.
Adicionalmente, era de esperarse que las fracciones
mas insolubles de la fibra, como la celulosa,
empezaran a degradarse después de las primeras 24
h. Asi mismo, es posible que la actividad anti-
metanogénica del CC disminuya a medida que los
taninos se van fijando a las proteinas de la dietay a
la fibra. De esta forma, no es extrafio que la
produccion mas alta de CH4 se dé en el mayor
tiempo de incubacion cuando la actividad biologica
de los taninos posiblemente disminuy6é y la
degradacion de la celulosa se increment6. Sin
embargo, este comportamiento debera evaluarse
midiendo las concentraciones de taninos a las 24 y
48 h. Por otro lado, es posible que la alta actividad
de las Dbacterias metanogénicas se deba
posiblemente a la gran disponibilidad de CO» e Ho,
los cuales se forman durante la produccion de
acetato por la fermentacion de la fibra (Van Soest,
Robertson y Lewis, 1991b) (Homem ef al., 2017).
Finalmente, es posible decir que el efecto anti-
metanogénico deseado se encontr6é a dosis bajas
(entre los niveles de inclusion de 1 y 6 o hasta el
2.5 % del CMS) de CC tanto a las 24 h como a las
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48 h, este efecto lo reportan también varios trabajos
realizados tanto in vitro como in vivo donde
utilizando plantas como aditivos
antimetanogénicos naturales redujeron de manera
significativa la liberacion de metano ruminal
(Chanthakhoun, Wanapat y Berg, 2012; Mohamed
Gomaa et al., 2017; Pineda et al., 2018b; Vazquez-
Carrillo et al., 2020b; Guggenberger, 2021).
Finalmente, el caso del RM la disminucion se dio
también a expensas de la digestibilidad, lo cual no
es una caracteristica deseable para un aditivo
antimetanogénico, pues podria resultar en una
disminucion en el aporte de nutrientes al animal.

CONCLUSIONES

Es posible concluir que el RM produce mas CH,4
que la PA y que el uso de CC in vitro reduce las
emisiones de CHy cuando se emplea en niveles de
hasta 2.5% del CMS, sin embargo, este efecto
puede ser a expensas de una disminucién moderada
en la digestibilidad. Por lo tanto, una forma de
reducir las emisiones de CH4 es suplementar al
ganado bovino con CC a dosis bajas para no afectar
la digestibilidad e de la dieta, lo cual permitiria a
los ganaderos seguir utilizando el RM como un
forraje de gran utilidad a la par de ayudar a mitigar
el cambio climatico.
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