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Resumen

La esparceta (Onobrychis viciifolia) es una leguminosa forrajera con taninos condensados (TC), cuyo con-
tenido puede variar en funcién de la variedad, el estado fenoldégico, la conservacién del forraje, etc. Los
TC pueden afectar a algunos pardmetros de la fermentacion ruminal dependiendo de su contenido en
la dieta y la composicion quimica de ésta, de la estructura quimica de los TCy de la especie de rumiante,
entre otros. En esta revision se pretende estudiar la influencia de la presencia de los TC, del estado fe-
noldégico y de la conservaciéon de la esparceta en el contenido y fracciones de TC (libres, ligados a pro-
teinay a fibra), asi como en sus caracteristicas estructurales (grado de polimerizacién, relacion prodel-
finidina:procianidina y relacién cis:trans en la unidad de flavanol) y sus efectos en la fermentacion
ruminal de ovino y vacuno. Los TC provocan principalmente una reducciéon de la producciéon de gas 'y
metano y una reduccion de la degradacion de la proteina que se manifiesta por una reduccion en los
contenidos de amoniaco e iso-acidos. Sin embargo, existen discrepancias en los resultados obtenidos
tanto en los estudios que usan polietilenglicol, como en los estudios que evaluan el efecto del estado
fenoloégico y la conservacién. Es dificil diferenciar si los cambios que se dan son debidos a cambios en
la composiciéon quimica o cambios en los TCy sus fracciones. A lo largo del desarrollo del forraje se puede
dar una reduccién del contenido de TC mientras que la conservacion da lugar a cambios en la distribucion
de las fracciones de TC, especialmente en el ensilado. Sin embargo, los estudios no son concluyentes y
muestran que otros factores distintos al contenido en TC, como el tipo de dieta, la especie rumiante o
el tiempo de incubacién, también afectan a la fermentacién ruminal.

Palabras clave: Fermentacion in vitro, metano, amoniaco, acidos grasos volatiles, heno, silo.

Condensed tannins of sainfoin and their effect on ruminal fermentation. Influence of phenological stage
and preservation. A review

Abstract

Sainfoin (Onobrychis viciifolia) is a forage legume with condensed tannins (CT), varying the content upon
different factors such as the variety, phenological stage, forage preservation, etc. The CT can affect some
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parameters of the ruminal fermentation depending on their content and their chemical structure, the
chemical composition of the diet and the ruminant species, among other factors. The objective of this
review is to study the influence of CT, the phenological stage and the preservation of the sainfoin on
the CT content and its fractions (free, protein-bound and fibre-bound), as well as in its structural cha-
racteristics (degree of polymerization, ratio of prodelphinidin:procyanidin and ratio of cis:trans in the
flavanol unit) and their effects on ruminal fermentation in sheep and cattle. Condensed tannins
mainly cause a reduction in the production of gas and methane and a reduction in the degradation of
the protein that is showed by a reduction in the contents of ammonia and iso-acids. However, there
are still controversies in the studies using polyethylene glycol and in the studies that evaluate the phe-
nological stage and preservation. It is difficult to ascribe the difference to changes in chemical com-
position and/or changes in CTs characteristics... As forage develops, a reduction in CT content can oc-
cur whereas preservation leads to changes in the distribution of CT fractions, especially in silage.
However, the studies are not conclusive and show that other factors different to the CT content also

affect the ruminal fermentation, such as type of diet, ruminant species or incubation time.

Keywords: In vitro fermentation, methane, ammonia, volatile fatty acids, hay, silage.

Introduccion

Algunas leguminosas forrajeras tienen tani-
nos condensados (TC), que son compuestos
secundarios cuya funcién principal es la de-
fensa de la planta (Bodas et al., 2012). Entre
las especies de leguminosas forrajeras con
TC cultivadas en Espafia destaca la esparceta
(Onobrychis viciifolia) con una superficie cul-
tivada de mas de 25.000 Ha y una produccién
de unas 260.000 toneladas en 2018 (MAPA,
2019). La produccion anual de la esparceta se
concentra principalmente en primavera, pro-
duciéndose alrededor de dos tercios del total,
y el resto se distribuye entre el verano y el
otofo (Delgado et al., 2008). Esto hace que el
aprovechamiento mayoritario para la ali-
mentacién de rumiantes sea mediante la con-
servacion, siendo la henificacién la forma de
conservacién mas cominmente usada. Dicha
henificacion conlleva una modificacién de la
composicion quimica con pérdidas de prote-
ina bruta (PB) e incremento de la fibra que
pueden variar segun el manejo mecanico, la
exposicién a la intemperie o la respiracion
durante el almacenamiento (Aufrere et al.,
2008; Wang et al., 2015). La conservacion
mediante ensilado es menos frecuente por el
bajo contenido en carbohidratos solubles y
alta capacidad tampén de la esparceta que

pueden impedir una correcta acidificacién
del ensilado (Heinritz et al., 2012). Sin em-
bargo, esto se puede contrarrestar con una
desecacion previa al ensilado y/o la aplicacion
de aditivos durante el proceso de ensilado
que favorecen la fermentacion adecuada (Lo-
renz et al., 2010).

Quimicamente, los TC o proantocianidinas
son compuestos fenodlicos oligoméricos o po-
liméricos no ramificados constituidos por mo-
némeros de antocianinas (flavan-3-oles) que
no son susceptibles a la degradaciéon anaeré-
bica de las enzimas (Waghorn, 2008; Jonker y
Yu, 2017). Todas las proantocianidinas con-
tienen monoémeros de (+) catequina y su is6-
mero (-) epicatequina. Los TC se clasifican en
procianidinas (PC) (constituidas Unicamente
por catequinay epicatequina), propelargoni-
dinas (ademas contienen (+) afzelequina y
(-) epiafzelequina) y prodelfinidinas (PD)
(contienen (+) galocatequinay (-) epigaloca-
tequina), siendo estos ultimos los principales
polimeros en la esparceta (Jonkery Yu, 2017;
Mueller-Harvey et al., 2019). Los TC se pueden
caracterizar segun sus fracciones: TC libres
(TCL), ligados a proteina (TCP) y ligados a fi-
bra (TCF). Los métodos mas extendidos que
permiten la determinacién de los TCL son el
butano-HCI (Porter et al., 1985) y el vanillina-
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HCI (Broadhurst y Jones, 1978) y estos méto-
dos modificados permiten determinar los TCP
y TCF (Terrill et al., 1992). Por otro lado, se pue-
de determinar el grado de polimerizacion
(GP), la relacién PD:PCy la relacion cis:trans en
la unidad del flavanol (Theodoridou et al.,
2010 y 2011a) mediante técnicas cromato-
graficas como la tidlisis o floroglucinélisis
(Gea et al., 2011) o con equipos de resonan-
cia magnética nuclear, MALDI TOF MS o UPLC-
MS/MS (Stringano et al., 2011; Engstrom et
al., 2014). Dichas caracteristicas determinan
las propiedades quimicas y la bioactividad de
los TC, influyendo en la formacién de com-
plejos con la proteina y la fibra por parte de
los TC (Jonker y Yu, 2017). Sin embargo, la
cuantificacion y caracterizaciéon es complicada
debido a una falta de normalizacién de los
métodos analiticos para la determinacion de
TC, asi como de los estandares utilizados para
expresarlos, generando una gran variabili-
dad de resultados entre estudios (Frutos et al.,
2004a; Toral et al., 2016).

El contenido de TC y sus caracteristicas es-
tructurales dependen tanto de factores in-
trinsecos de la planta (variedad, estado fe-
nolégico,...) (Theodoridou et al., 2011b;
Hatew et al., 2015) como de factores extrin-
secos (humedad, temperatura, radiaciones
solares, conservacion,...) (Mole et al., 1988;
McMahon et al., 2000; Li et al., 2014). Diver-
sos estudios apuntan a que los TC afectan a
parametros de la fermentacién ruminal,
como a la producciéon de metano y/o la de-
gradaciéon ruminal de la proteina (Theodori-
dou et al., 2011b; Niderkorn et al., 2012). Sin
embargo, los efectos sobre la fermentacion
ruminal dependen tanto del contenido del
TC como de sus caracteristicas estructurales
(Theodoridou et al., 2011b; Hatew et al.,
2016; Huyen et al., 2016), los cuales estan in-
fluenciados por el estado fenolégico y la con-
servacion de la esparceta (Theodoridou et
al., 2010; Rufino-Moya et al., 2019a,b). En la
presente revision se estudiaran los efectos

del contenido en TC, del estado fenolégicoy
de la conservacion de la esparceta en el con-
tenido y fracciones de TC (libres, ligados a
proteina y a fibra), asi como en sus caracte-
risticas estructurales (grado de polimeriza-
cion, relacion prodelfinidina:procianidina y
relacién cis:trans en la unidad de flavanol) y
sus efectos en la fermentacién ruminal de
ovino y vacuno.

Presencia de taninos condensados en
la esparceta y efectos sobre la
fermentacion ruminal

Los factores ligados a la planta, como la va-
riedad, influyen en el contenido y caracteris-
ticas de los TC de la esparceta (McMahon et
al., 2000; Hatew et al., 2015; Jonker y Yu,
2017). El estado fenolégico de la planta tam-
bién determina dicho contenido (Theodori-
dou et al., 2011a; Rufino-Moya et al., 2019b)
dado que el grado de madurez influye sobre
los porcentajes de hojas, flores y frutos de
una planta, los cuales presentan distinto con-
tenido en TC (Frutos et al., 2002). Especifica-
mente, los TC se presentan en mayor concen-
tracion en las hojas en la esparceta (Piluzza 'y
Bullitta, 2010). Los resultados recopilados
muestran una amplia variabilidad de conte-
nido de los TCy sus fracciones, asi de sus ca-
racteristicas estructurales (Tabla 1).

También hay factores medioambientales que
afectan al contenido de TC (Frutos et al.,
2002; Wang et al., 2015). El déficit hidrico y
elevadas temperaturas (McMahon et al.,
2000; Li et al., 2014), la mayor intensidad de
la luz y de radiaciones solares (Mole et al.,
1988) y/o las adversas propiedades fisicas del
suelo (Kelman y Tanner, 1990), provocan una
mayor sintesis y concentracion de los TC. Otro
factor extrinseco de la planta que afecta al
contenido de TC, es el proceso de conserva-
cion, como se detalla mas adelante.
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Tabla 1. Contenido en taninos condensados totales (TCT), libres (TCL), ligados a la proteina (TCP), ligados
a fibra (TCF), grado de polimerizacién (GP), relacion de prodelfinidinas (PD) y relacién de configuracién
cis (CIS) de la esparceta segun el estado fenoldgico.

Table 1. Content of total condensed tannins (TCT), extractable (ECT), protein-bound (PBCT), fiber-bound
(FBCT), mean degree of polymerization (mDP), ratio of prodelphinidins (PD), ratio of cis configuration
(CIS) of sainfoin according to the phenological stage.

Tipo forraje/ Estado fenoldgico TCT TCL TCP TCF GP PD CIS Ref
variedad
Fresco
Ambra Vegetativo 3,8 25 63 71 [1]
Botén floral 6 40 69 79 [1]
Inicio floracion 6,2 46 71 79 [1]
Anatolian Vegetativo 105 [2]
Floracion 69,6 [2]
Semilla 42,6 [2]
Esparcette Vegetativo 5,2 25 635 78 [1]
Boton floral 6,7 31 67 83 [1]
Inicio floraciéon 6,2 39 705 83 [1]
LRC 3519 Vegetativo 24,5 [3]
Inicio floraciéon 6,6 [3]
Perly Floracion 174 79 15 6 [4]
Final floracién 207 79 15 6 [4]
Inicio floracién 13,6 1 70,5 81,7 [5]
Final floracién 6,2 31 69,2 82,9 [5]
Inicio floraciéon 13,6 11 70,5 81,7 [6]
Final floracién 6,2 31 69,2 829 [6]
Semilla 8,3 21,9 66,2 79 [6]
Reznos Vegetativo 46 40 43 2,2 [7]
Inicio floraciéon 44 37 4,9 1,9 [71
Final floracién 30 25 3,8 1,3 [7]
Villahoz Vegetativo 3 25 64 68 [1]
Botén floral 5 37 68 79 [1]
Inicio floracién 4,8 37 70,5 79 [1]
Zeus Vegetativo 35 [8]
Inicio floracion 25 [8]
Nova Vegetativo 67,2 60,8 5,9 0,5 [9]

Floracion 339 30 34 054 [9]




Rufino-Moya et al. ITEA-Inf. Tec. Econ. Agrar. (en prensa), Vol. xx: 1-20 5

Tipo forraje/ Estado fenoldgico TCT TCL TCP TCF GP PD CIS Ref
variedad
Predesecado
Perly Final floraciéon 166 69 22 9 [4]
Floraciéon 156 56 33 11 [4]
Heno
Avellinese Boton floral 31,5 [10]
Inicio floracion 9,8 [10]
Final floracion 5,8 [10]
Inicio semillado 10,6 [10]
Perly Floracion 12,5 26,4 70,5 75,5 [11]
Ambra Floraciéon 8,7 309 793 744 [11]
Teruel Floracion 9,1 27,2 72,3 758 [11]
CP163763 Floracion 8,8 20,4 80,6 70,1 [11]
CPI63767 Floracion 9 8 828 704 [11]
Rees A Floraciéon 15,6 19,4 65,7 76,5 [11]
Cotswold Common Floracion 10,7 15,8 80,8 75,2 [11]
Visnovsky Floracion 12 25,8 67,8 79,6 [11]
Cotswold Common Floracion 10 31 71 78 [12]
CPI63763 Floracion 7 24 77 68 [12]
CPI63767 Floracion 5 73 75 74  [12]
Rees A Floracion 11 13 71 78 [12]
Silo
Perly Inicio floracién 33,6 [13]
Final floracion 25,6 [13]
Floracion 136 37 78,7 20,3 [14]

Ref = Referencias.

[1] Theodoridou et al., 2011a’; [2] Bal et al., 20062 [3]Chung et al., 20143; [4] Girard et al., 2018% [5] The-
odoridou et al., 2011b’; [6] Theodoridou et al., 2010"; [7] Rufino-moya et al., 2019b%; [8] Aufrere et al.,
20082 [9] Li et al., 2014, [10] Guglielmelli et al., 2011>; [11] Hatew et al., 20155; [12] Hatew et al., 2016°;
[13] Theodoridou et al., 2012"; [14] Brinkhaus et al., 20174,

g TC/kg MS; 2g eq leucocianidina/kg MS; 3g eq TC Lotus pedunculatus/kg MS; *g eq TC esparceta’kg MS;
>g eq catequina/kg MS; g TC esparceta/kg esparceta liofilizada.
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El efecto de los TC sobre la fermentacién ru-
minal depende de su concentracion y sus ca-
racteristicas estructurales (Hatew et al., 2016;
Huyen et al., 2016), la especie rumiante que lo
ingiere (Frutos et al., 2004b; Bueno et al., 2015)
y la composicién de la dieta y/o el tiempo de
incubacion (Hervas et al., 2003; Martinez et
al., 2006). Las dosis elevadas de TC en la dieta
(>50 g/kg MS) se asocian con efectos negati-
vos como la reduccion de la ingestién volun-
taria, la digestibilidad y el metabolismo del
rumen (Frutos et al., 2004a; Waghorn, 2008; Pa-
tray Saxena, 2011). La reduccién de la ingestion
voluntaria debido a una alta concentraciéon
de TC esta asociada con: i) la reduccion de la
palatabilidad debido a la sensacion de astrin-
gencia (Makkar, 2003; Waghorn, 2008); ii) el
enlentecimiento de la fermentaciéon ruminal
como consecuencia de la formacién de com-
plejos con los nutrientes (Kumar y Singh, 1984);
iii) el desarrollo de aversiones provocadas
por los efectos post-prandiales (Hervas et al.,
2003). La reduccion de la digestibilidad se
debe: i) a la formacién de complejos entre TC
y los componentes de la dieta (Mueller-Harvey,
2006); ii) a la inhibicién enzimatica (O’'Dono-
vany Brooker, 2001); iii) y a la accion sobre los
microorganismos ruminales (Patra y Saxena,
2011). Sin embargo, los TC no tienen el mismo
efecto en todos los componentes de la dieta,
afectando en mayor grado a las proteinas que
a los carbohidratos debido a su mayor afini-
dad por las primeras (Kumar y Singh, 1984;
McMahon et al., 2000). Los TC provocan cam-
bios en la fermentacion ruminal, fundamen-
talmente en los productos finales como son el
metano (CH,), el amoniaco (NH;-N) y los aci-
dos grasos volatiles (AGV) (Calabro et al., 2012;
Rufino-Moya et al., 2019b).

La presencia de TC en cantidades moderadas
(<50 g/kg MS) puede reducir la degradacion
ruminal de los carbohidratos (Jayanegara et
al., 2015) y de las proteinas (Aufrere et al.,
2008; Mueller-Harvey, 2006). En la Tabla 2 se
presenta el efecto de los TC sobre la fer-
mentacién ruminal en estudios en los cuales

se ha utilizado el polietilenglicol (PEG) como
agente bloqueante. EL PEG es un detergente
no iénico que se usa para evaluar los efectos
de los TC en el metabolismo del rumen de-
bido a su capacidad para formar complejos
con los TCy para hacer que la actividad de es-
tos compuestos sea inocua (Makkar, 2003). Es
necesario sefalar que la afinidad y el efecto
del PEG sobre los TC no es universal y no
siempre revierte los efectos de los TC (Frutos
et al., 2004b). Dicho efecto depende de di-
versos factores como la cantidad y el peso
molecular del PEG, del contenido y la fuente
de TC, e incluso de la especie rumiante que
los consuma (Frutos et al., 2004b). La suple-
mentacion de PEG debe ser equivalente a
los TC presentes en la dieta para neutralizar
sus efectos (Tiemann et al., 2008), aunque se
usan cantidades superiores a la relacion 1:1
entre PEG:TC debido a que se considera un
compuesto inerte para la funcién ruminal
(Tiemann et al., 2008). Sin embargo, se de-
beria ajustar la cantidad de PEG adicionado,
ya que Belenguer et al. (2011) observaron
que la adicion de cantidades altas de PEG-
6000 (1 g) en incubaciones in vitro puede
afectar a la comunidad microbiana ruminal.
En general, la presencia de TC en la esparceta
fresca no afecta a la degradabilidad in vitro
de la materia seca (DIVMS) ni de la materia
organica (DIVMO) evaluada en tiempos cor-
tos, medios y largos (Theodoridou et al.,
2011b; Niderkorn et al., 2012; Rufino-Moya
et al., 2019b), con la excepcion de una dis-
minucién en dichos parametros tras 24 h de
incubaciéon (Niderkorn et al., 2012). En estu-
dios in sacco, la inclusion de PEG incrementé
la degradabilidad de la materia seca a 48 h
con esparceta fresca y ensilada e incrementé
la digestibilidad de MO (DMO) in vivo en la
esparceta dependiendo del estado fenolo-
gico (Theodoridou et al., 2010y 2012). Scha-
renberg et al. (2007b) también observaron
una mayor DMO en presencia de PEG cuando
usaron el forraje deshidratado o ensilo en es-
tudios in vivo.
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La presencia de TC provoca una reduccién en
la produccién de gas debido a un cambio en
la disponibilidad de los nutrientes, destinando
una mayor proporcion a la sintesis de prote-
ina microbiana en detrimento de la empleada
para la produccién de AGV de cadena corta
(Getachew et al., 2000). Dicho efecto se ha
puesto de manifiesto en casi todos los estu-
dios con esparceta realizados tanto en fresco
como con heno a distintos tiempos de incu-
bacion (Theodoridou et al., 2011b; Calabro et
al., 2012; Niderkorn et al.,, 2012) (Tabla 2).
Sin embargo, Rufino-Moya et al. (2019b) no
encontraron dicho efecto cuando incubaron
esparceta durante 72 h, lo que pudo deberse
al mayor contenido en TC de la esparceta.

Los TC pueden reducir la produccion de CH,
mediante: (i) un efecto directo sobre arqueas
metanogénicas ruminales, asi como por una
disminucion del numero de protozoos sim-
bidticos asociados a la produccién de me-
tano; (ii) y un efecto indirecto sobre la pro-
ducciéon de hidrégeno, debido a una menor
degradacién del alimento, fundamental-
mente de fibra (Patra y Saxena, 2011; Piluzza
etal., 2014). Sin embargo, el efecto de los TC
sobre la produccion de CH, no es uniforme,
y varia segun los estudios (Tabla 2). Se ha ob-
servado una reduccién de la produccién de
CH, cuando se incuba in vitro esparceta fres-
ca durante 3,5 h (Theodoridou et al., 2011b;
Niderkorn et al., 2012), mientras que a 24 h
Unicamente Theodoridou et al. (2011b) ob-
servaron dicha reduccién. Segun Niderkorn
etal. (2012), la diferente respuesta de la pro-
duccién de CH, respecto el tiempo de incu-
bacién, podria estar relacionada con que la
reduccion en la produccion de gas a las 24 h
estuvo asociada a una disminucion de CO, en
lugar del CH,. Aunque estos mismos autores
también sugieren que podria ser debido a
una adaptacion del ecosistema ruminal mi-
crobiano a la presencia de TC, lo cual estaria
apoyado por Rufino-Moya et al. (2019b),
quienes no observaron este efecto reductor
de los TC de la esparceta en incubaciones de

72 h. Sin embargo, para la adaptacion de los
microorganimos ruminales es necesario tiem-
pos de exposiciéon a los TC de la esparceta
mas prolongados (Guglielmelli et al., 2009).
Por tanto, esta discrepancia en los estudios
estaria mas relacionada con diferencias en el
peso molecular y la estructura quimica de
los TC, los cuales determinan los efectos so-
bre la produccion del CH, (Hatew et al., 2016;
Huyen et al., 2016).

La presencia de TC en la dieta se ha asociado
con una reduccion del contenido de NH;-N
debido a que reducen la solubilidad y la de-
gradacién de las proteinas de la dieta en el
rumen. Ademas, la presencia de TC provoca
un menor ritmo de fermentacion que per-
mite una mejor sincronizacién entre el nitré-
genoy la energia, lo cual reduce el contenido
en NH;-N y posibilita una mayor sintesis de
proteina microbiana (Mueller-Harvey, 2006).
Dicho efecto es claramente visible en los en-
sayos in vitro realizados con esparceta fresca
a diferentes tiempos de incubacién (Theo-
doridou et al., 2011b; Niderkorn et al., 2012;
Rufino-Moya et al., 2019b). Este efecto pro-
tector de los TC de esparceta también se ob-
serva en ensayos in vivo usando esparceta
fresca (Theodoridou et al., 2010) o conserva-
da (Scharenberg et al., 2007b).

Los TC pueden reducir la produccion total de
los AGV y modificar sus proporciones (Hatew
et al., 2015; Huyen et al., 2016), lo que esta
relacionado con la disminucién de la DMO
y/o con un aumento de la sintesis de proteina
microbiana (Getachew et al., 1998; Getachew
et al., 2000). El tiempo de incubacion puede
ser un factor determinante en la reduccién
de la produccion total de AGV en la espar-
ceta (Tabla 2). En este sentido usando espar-
ceta fresca, el efecto reductor de los TC de la
esparceta se manifiesta en las incubaciones in
vitro cortas 3,5 h y 24 h (Niderkorn et al.,
2012; Theodoridou et al., 2011b) pero no en
incubaciones mas prolongadas (Calabro et
al., 2012; Rufino-Moya et al., 2019b).



Rufino-Moya et al. ITEA-Inf. Tec. Econ. Agrar. (en prensa), Vol. xx: 1-20 9

En cuanto a la modificaciéon de las propor-
ciones de acético:propiodnico (C,:C;), los TCin-
crementan la relacion en la esparceta fresca
incubada in vitro durante 3,5 hy 24 h (The-
odoridou et al., 2011b) o 72 h (Rufino-Moya
et al., 2019b) o en un ensayo in vivo al usar
la esparceta ensilada (Theodoridou et al.,
2012). Sin embargo, otros estudios in vitro
con tiempos similares de incubacion no ob-
servaron efecto de los TC en esparceta fresca
(Niderkorn et al., 2012) o henificada (Calabro
et al.,, 2012). Ademas, los TC pueden reducir
los acidos valérico e iso-acidos (iso-butirico e
iso-valérico) porque en el rumen se da la in-
hibicion de la degradacién de las proteinas
(Mueller-Harvey, 2006) y/o un aumento de la
utilizaciéon de los iso-acidos para la sintesis de
proteina microbiana (Martinez et al., 2006).
Un efecto relevante de los TC es la reduccion
en la proporciéon del acido valérico proce-
dente de la valina, que tiene gran afinidad
por los TC en el rumen, y de la proporcién de
iso-valérico. Dicho efecto fue observado por
Calabro et al. (2012), Hatew et al. (2015) y Ru-
fino-Moya et al. (2019b). Sin embargo, en un
ensayo in vivo, Scharenberg et al. (2007b) no
encontraron efecto de la presencia de TCde la
esparceta sobre el valérico y los iso-acidos.

Efecto del estado fenolégico de
la esparceta sobre el contenido en taninos
condensados y la fermentacion ruminal

Los taninos condensados totales (TCT) y sus
fracciones se modifican a lo largo del desa-
rrollo del cultivo (Bal et al., 2006; Rufino-Mo-
ya et al.,, 2019b), aunque los datos no son
concluyentes. En la Tabla 1 se presentan los
contenidos en TCy sus fracciones en funciéon
del estado fenoldgico de la esparceta. Se ha
encontrado un menor contenido al inicio
(Chung et al., 2013) y al final de floracion
(Rufino-Moya et al., 2019b) frente al estado
vegetativo. Por el contrario, Theodoridou et

al. (2011a) y Girard et al. (2018) observaron un
incremento de TCT durante la floracién res-
pecto al estado vegetativo, sin que existieran
diferencias entre el inicio y final de floracion.
El contenido de TCT en la formacién de la se-
milla se incrementa ligeramente (Theodori-
dou et al., 2010; Guglielmelli et al., 2011) o se
reduce (Li et al., 2014) con respecto al conte-
nido en el estado vegetativo y en la fase de
floracion. Esta discrepancia podria estar rela-
cionada con las diferencias en las condiciones
de cultivo, la variedad del forraje y en el es-
tado de la semilla en el momento de la toma
de muestras entre estudios.

En cuanto a las fracciones, Li et al. (2014) en-
contraron una reduccién de los TCLy los TCP
a medida que avanzaba el cultivo (estado ve-
getativo, de floraciéon y con semilla madura)
sin modificar los TCF. Por otro lado, Rufino-
Moya et al. (2019b) encontraron una reduc-
cion de los TCL y TCF al final de la floracion
respecto al estado vegetativo, mientras que
no se encontraron diferencias en los TCP. En
cambio, Girard et al. (2018) no encontraron
ningun cambio en las distintas fracciones de
los TC cuando compararon esparceta en es-
tado vegetativo, en plena floracion y al final
de la misma.

La fermentacién ruminal se puede ver afec-
tada por el estado fenolégico de la esparceta,
pero es dificil discernir si se debe a la modi-
ficacién de la composicién quimica, al con-
tenido y caracteristicas de TC, o a ambos (Ta-
bla 3). A medida que avanza el cultivo de la
esparceta aumenta el contenido en fibra
mientras que disminuye el contenido en TCT
y la DIVMO (Aufrere et al., 2008; Theodori-
dou et al., 2010 y 2012; Chung et al., 2013),
lo cual nos indica que el contenido en fibra
es mas determinante que la presencia de TC.
Sin embargo, Guglielmelli et al. (2011) atri-
buyen al mayor contenido en TCT del heno
en botén floral la menor DIVMO, mientras
qgue la mayor DIVMO la encontraron al final
de floracién, que registraba el menor conte-
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nido de TCT. Rufino-Moya et al. (2019b) ob-
servaron mayor DIVMO al inicio de floracion
que en el estado vegetativo o al final de la
floracion, lo cual no coincide ni con el con-
tenido de TC ni de fibra, por lo que otros fac-
tores, como puede ser la estructura del TC,
pueden influir en la fermentacion. Theodo-
ridou et al. (2011b) encontraron diferencias
en DIVMO con similar contenido en fibras y
en TCT, pero distinta actividad de los TC y
grado de polimerizacién. La disparidad de re-
sultados indica que otros factores diferentes
al contenido en TCy en fibra, como pueden
ser las caracteristicas quimicas de los TC o las
condiciones en las que se realizan los ensayos
de fermentacion, afectan a la tasa de DIVMO.

El estado fenolégico del forraje incubado
puede afectar a la produccién de gas aunque
los resultados son contradictorios (Tabla 3).
Bal et al. (2006) observaron una reduccion de
la produccion de gas a medida que la espar-
ceta maduraba, estando asociada a una me-
nor DIVMO y fermentacién en el rumen. En
el mismo sentido, Theodoridou et al. (2011b)
mostraron una reduccién de la produccién de
gas al final de la floracién respecto al inicio
de floracion de la esparceta, relacionado con
mas fibra, mayor grado de polimerizacién y
menor actividad de los TC sin que existieran
diferencias en el contenido en TC. Gugliel-
melli et al. (2011) no encontraron diferencias
entre el estado inicio de floracién y botoén
floral o inicio de formacién de semilla, aun-
que si encontraron mayor produccién de gas
al final de la floracion de la esparceta, la cual
presentaba el menor contenido en TC res-
pecto a los demdas estados fenolégicos. Con-
trariamente a los anteriores estudios, Rufino-
Moya et al. (2019b) no encontraron efecto
del estado fenoldgico sobre la produccion
de gas al incubar esparceta fresca.

En general, los estudios muestran que el es-
tado fenoloégico no afecta a la produccion in
vitro de CH, independientemente del tiempo
de incubacion (Tabla 3), aunque los cambios

en la porcién fibrosa pueden provocar cam-
bios en dicha produccién (Beauchemin et al.,
2008). No se ha visto efecto cuando la incu-
bacién in vitro se realiz6 sobre esparceta fres-
ca durante 3,5 h y 24 h (Theodoridou et al.,
2011b) ni en incubaciones mas prolongadas
(72 h) (Rufino-Moya et al., 2019b). Tampoco
se observé dicho efecto cuando la incubacién
se realizé sobre heno de esparceta durante
48 h (Guglielmelli et al., 2011).

Varios estudios apuntan a diferencias en la
produccién de NH;-N entre los diferentes es-
tados fenolégicos debido a diferencias en el
contenido en PB y/o a cambios en los TC. Du-
rante el desarrollo de la planta se dan modi-
ficaciones del peso molecular de los TC, de la
relacion PD:PC, con un aumento de PD, que
favorece la interaccion con las proteinas (Jon-
ker y Yu, 2017) influyendo sobre su degra-
dacién ruminal y por tanto sobre el conte-
nido en NH;-N. Sin embargo, la mayoria de
los estudios no determinan la estructura de
los TC, por lo que es dificil saber la causa o
causas de la variacion del contenido en NH;-
N. Theodoridou et al. (2011b) encontraron un
menor contenido al final de la floraciéon res-
pecto al inicio de la floraciéon cuando incu-
baron in vitro la esparceta fresca durante
3,5hy 24 h. En el mismo sentido, Guglielmelli
etal. (2011) observaron un mayor contenido
al inicio de floracion respecto al final de flo-
raciéon en incubaciones in vitro de 48 h lo cual
lo relacionaron con su mayor contenido en
PB dado que el contenido en TC fue similar
entre estados fenolégicos. Dicha reduccion
de NH;-N a medida que avanza el desarrollo
del cultivo se han observado en estudios in
vivo realizados con esparceta en fresco (Chung
et al.,, 2013), en heno (Theodoridou et al.,
2010) y en silo (Theodoridou et al., 2012). Sin
embargo, Rufino-Moya et al. (2019b) no en-
contraron ningun efecto del estado fenolo-
gico sobre el contenido de NH,-N cuando in-
cubaron esparceta fresca en in vitro durante
72 h, pudiendo estar asociado a las diferen-
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tes caracteristicas de los TC, como se ha apun-
tado anteriormente, o al mayor tiempo de
fermentacion in vitro.

Los estudios del efecto del crecimiento del fo-
rraje sobre la produccion total de AGV tam-
poco presentan unos resultados concluyentes
(Tabla 3). Segun Rufino-Moya et al. (2019b),
la esparceta fresca al inicio de floracion pro-
duce mayor cantidad de AGV que en estado
vegetativo, mientras que no se registran di-
ferencias cuando se estudia a final de flora-
cion. Otros estudios muestran que la pro-
duccién de AGV es inferior a medida que
avanza la madurez de la planta, tanto en es-
tudios in vitro (Theodoridou et al., 2011b) co-
mo en estudios in vivo (Theodoridou et al.,
2010 y 2012). Los resultados son contradic-
torios como demostraron Guglielmelli et al.
(2011) en un mismo ensayo in vitro, donde
observaron que la produccién de AGV del
heno de esparceta fue similar en las etapas
de vegetativo y boton floral, mientras que al
final de floracion aumentaba y al inicio de
formacion de la semilla disminuia. Las dis-
crepancias en el efecto del estado fenolo-
gico entre ensayos pueden ser debidos a la
combinacién de las diferencias en la compo-
sicion quimica y en la estructura de los TC. En
cuanto al efecto sobre la relacion C,:C,, se ha
observado su reduccion con el desarrollo del
cultivo, tanto en ensayos in vitro de incuba-
cién corta y media (hasta 48 h) (Guglielmelli
etal., 2011; Theodoridou et al., 2011b) como
en ensayos in vivo (Theodoridou et al., 2010;
Chung et al., 2013). Sin embargo, en incuba-
ciones mas largas se encontré una mayor re-
lacion C,:C; en la esparceta fresca en estado
deinicioy final de floraciéon que en el estado
vegetativo Rufino-Moya et al. (2019b). Este
incremento de la relacion C,:C; también se ha
descrito en un ensayo in vivo con esparceta
fresca al final de la floracion respecto al ini-
cio (Theodoridou et al., 2012). El estado fe-
nolégico también puede afectar a las pro-
porciones de valérico e iso-acidos debido a

los cambios que se producen a medida que el
forraje madura. Rufino-Moya et al. (2019b)
observaron menor proporcion de los iso-aci-
dos al inicio y al final de la floracién y menor
proporcion del valérico al inicio de la flora-
cion respecto al estado vegetativo. Estos re-
sultados van ligados tanto al contenido en PB
de los forrajes como al contenido en TC. El
efecto reductor de los iso-acidos a medida
que madura la esparceta se ha descrito en un
ensayo in vivo al comparar la esparceta al ini-
cio con final de la floraciéon (Chung et al.,
2013). Sin embargo, en esparceta henificada,
Guglielmelli et al. (2011) encontraron me-
nores contenidos de iso-acidos en la etapa de
boton floral y final de floracién y mayor con-
tenido en inicio de formacién de semilla res-
pecto al inicio de floracion.

Efecto de la conservacion de la esparceta
sobre el contenido en taninos condensados
y la fermentacién ruminal

Uno de los principales factores que también
determinan el contenido de los TCy sus frac-
ciones es la conservacién del forraje (Tabla 4).
La henificacion del forraje puede dar lugar a
la oxidacién de los TC, pudiendo reducir su
actividad biolégica en funcion de la tempe-
ratura, la luz ultravioleta y el tiempo de se-
cado a las que el forraje se expone (Wang et
al., 2015). El efecto de la henificacion varia en
funcién de las condiciones del henificado.
Cuando la henificacién se realiza en campo
se observa una reduccién del 76 % del con-
tenido en TCT con respecto a la esparceta
fresca (Aufrere et al., 2008). Cuando se rea-
liza bajo condiciones experimentales contro-
ladas, unicamente se reducen un 28 % los
TCF (Rufino-Moya et al., 2019a) o se reducen
las fracciones de TCP (56 %) y TCF (18 %)
cuando la desecacion se realiza con aire for-
zado a 30 °C (Scharenberg et al., 2007a), pero
no el contenido en TCT. El ensilado provoca
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Tabla 4. Contenido en taninos condensados totales (TCT), libres (TCL), ligados a la proteina (TCP) y li-
gados a fibra (TCF) de la esparceta segun el método de conservacién.

Table 4. Content of total condensed tannins (TCT), extractable (ECT), protein-bound (PBCT) and fiber-
bound (FBCT) of sainfoin according to the preservation method.

Estado fenoldgico/variedad Conservacién TCT TCL TCP TCF Ref
Inicio floracién
LRC 3519 Fresco 6,6 [1]
Heno 5,5 [l
Visnovsky Deshidratado 66,5 46,2 17 3,7 [2]
Fresco 86,8 43,7 38 5.1 [2]
Silo 78,9 28,8 46 4.2 [2]
Zeus Fresco 25 [3]
Heno 6 [3]
Floracion
Perly Fresco 1741 779 15 6 [4]
Predesecado 155,5 56 33 11 [4]
Silo 111,6 38 51 11 [4]
Final floracion
Cotswold Common Fresco 32,2 35 [5]
Predesecado 50,4 33 [5]
Silo 18 34 [5]
Perly Fresco 207 79 15 6 [4]
Pellets 140,4 69 21 10 [4]
Predesecado 166,3 69 22 9 [4]
Reznos Fresco 41,2 24 [5]
Predesecado 41,2 16 [5]
Silo 13,1 33 [5]
Fresco 38,6 31,6 5,3 1,8 [6]
Heno 42,2 32,6 7.3 2,3 [6]
Silo 33,2 8,2 17 7,9 [6]
Teruel Fresco 42,4 18 [5]
Predesecado 57,8 22 [5]
Silo 10,7 19 [5]
No descrito
Visnovsky Deshidratado 77 50 21 6 [7]
Silo 71 5 47 19 [7]

Ref: Referencias.

[1] Chung et al., 2014" [2] Scharenberg et al., 2007a" [3] Aufrere et al., 2008 [4] Girard et al., 20182 [5]
Lorenz et al., 20102 [6] Rufino moya et al., 2019a? [7] Scharenberg et al., 2007b".

'g eq TC Lotus pedunculatus/kg MS; 2g eq TC esparceta/kg MS.
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mayores cambios que la henificacion, redu-
ciendo el contenido de TCL y aumentando los
de TCPy TCF por la ruptura parcial de las cé-
lulas de la planta que permite a los TCL inter-
accionar con otras moléculas presentes en el
forraje (Wang et al., 2015; Mueller-Harvey et
al., 2019). La interaccion de los TC con las pro-
teinas del forraje en el silo reduce la proteo-
lisis que tiene lugar durante el proceso de en-
silado, resultando una mejora de la calidad
del silo (Theodoridou et al., 2012). Los efec-
tos del ensilado sobre los TC y sus fracciones
estan determinados por la variedad del fo-
rraje (Lorenz et al. 2010), el estado fenol6-
gico (Girard et al., 2018) y/o el picado del fo-
rraje previo a su conservacion (Scharenberg
et al., 2007a; Girard et al., 2018). General-
mente, las fracciones de los TC varian mas
que los TCT, reduciéndose los TCL (45-77 %)
en favor de los TCP y/o TCF (Scharenberg et
al., 2007a; Lorenz et al., 2010; Girard et al.,
2018; Rufino-Moya et al., 2019a). A pesar de
que hay varios estudios que evaltan el efecto
de la conservacion sobre el contenido de TC
y sus fracciones, Unicamente hay dos estudios
que comparen la fermentacién de la espar-
ceta segun su conservacion (Tabla 5).

El proceso de conservacion de los forrajes in-
fluye en los parametros de la fermentacién a
través de cambios en la cantidad de fibra y/o
de cambios en las fracciones de los TC, que
suelen ser mas acusados en los ensilados. En
este sentido, Rufino-Moya et al. (2019a) en-
contraron una reduccion de la DIVMO con la
henificacion, pero no con el ensilado de es-
parceta con respecto al forraje fresco, pre-
sentando ambos forrajes conservados similar
composicién quimica, pero diferencias en las
fracciones de TC. Las modificaciones que se
registran durante el proceso del ensilado fa-
vorecen el ataque de los microorganismos
ruminales (Arroquy et al., 2014) y por tanto
no se registra una reducciéon de la DIVMO.
Cuando se compara la esparceta deshidrata-
da frente a la ensilada en un ensayo in vivo,

la DMO fue inferior en la segunda (Scharen-
berg et al., 2007b), lo que pudo ser debido al
proceso de ensilado per se y a la accién de los
TC en el tracto digestivo.

Con respecto a la produccién de gas 'y CH,,
Rufino-Moya et al. (2019a) observaron un
incremento de la producciéon de gas sin cam-
bios en la de CH, en la esparceta con la he-
nificacién, mientras que el ensilado redujo
ambas producciones respecto a la esparceta
fresca. Los autores relacionaron estos efectos
con las fracciones de TCP y TCF, que protegen
a la proteina y la fibra del ataque de los mi-
croorganismos con actividad proteolitica y
fibrolitica (Bodas et al., 2012).

La conservacién de la esparceta tiene escaso
efecto sobre la produccion de amoniaco y so-
bre la produccion total de AGV (Scharenberg
et al., 2007b; Rufino-Moya et al., 2019a) (Ta-
bla 5). En cuanto a la relaciéon C,:C;, Rufino-
Moya et al. (2019a) observaron que el ensi-
lado de esparceta produjo una reduccién de
este parametro mientras que la henificacién
no provoco diferencias respecto al forraje fres-
co. Tanto la henificacion como el ensilado de
la esparceta provocaron un incremento de los
iso-acidos respecto al forraje fresco indepen-
dientemente de la reduccién del contenido
en la proteina (Rufino-Moya et al., 2019a),
por lo que la causa de dicho incremento pue-
de ser debido a modificaciones en las pro-
porciones y estructura de los TC.

Conclusiones

El avance del estado fenoldgico y la conser-
vacion de la esparceta suelen reducir los con-
tenidos de TC, dependiendo de las condicio-
nes del cultivo, la variedad del forraje o del
tipo de conservacion. El ensilado genera cam-
bios mas importantes que el henificado, pro-
vocando una reduccion de los TCL en favor
de los TCP o TCF, reduciéndose en ocasiones
los TCT.
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Los TC de la esparceta pueden provocar cam-
bios beneficiosos en la fermentacién, como la
reduccién de la produccién de metano y de
amoniaco. El avance del estado fenoldgicoy
de la conservacion generan cambios en la
composicion quimica y en los taninos con-
densados que afectan a los parametros de la
fermentacion ruminal. Con el avance de la
madurez se reduce la degradabilidad de la
MS o MOy el contenido en amoniaco, lo cual
estaria mas ligado al incremento de la frac-
cion fibrosa y a la reduccion de la proteina
que al contenido en TC. Los efectos de la
conservacion dependen del método usado,
tendiendo la henificacion a reducir la degra-
dabilidad mas que el ensilado.

Es necesario que la comunidad cientifica
acuerde unos criterios comunes en los ensayos
de fermentacion in vitro para que el forrajey
sus TC sean los Unicos factores que influyan en
los resultados. Por otro lado, seria interesante
realizar estudios mas profundos de las carac-
teristicas estructurales de los TC de la espar-
ceta en sus diferentes variedades, estados fe-
nolégicos y métodos de conservacion.
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