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RESUMEN

Este trabajo se llevé a cabo con el objetivo de estudiar el contenido de taninos de
Erica vagans, su variacion a lo largo del afio y su relacién con otros pardmetros indica-
tivos del valor nutritivo de este arbusto. Para ello, se realizaron cinco muestreos en el
Parque Natural de Gorbeia: mayo, julio, agosto y septiembre de 2001 y enero de 2002
y se analizd su composicién quimica y las caracteristicas de produccién de gas in vitro,
en presencia y ausencia de polietilenglicol (PEG; como indicativo del efecto negativo
de los taninos sobre la produccién de gas e, indirectamente, sobre la fermentacion
ruminal). El contenido de taninos, elevado en términos generales, fue mds alto en las
muestras mds jévenes de Erica vagans, con un valor medio de practicamente el 12% de
la MS (expresado en equivalentes de dcido tdnico), se mantuvo en los muestreos de
julio y agosto y decrecié en los dos siguientes hasta llegar a un valor minimo del 5,7%
en las muestras de enero (P < 0,01). Los mayores contenidos de cenizas y PB se obser-
varon en mayo, en tanto que los contenidos de FND, FAD y LAD fueron mas elevados
al final de la estacién de pastoreo (P < 0,001). El ritmo fraccional de produccién de gas
(¢) mostré una tendencia (P < 0,10) a ser mds bajo en los dos primeros muestreos y mas
alto en el de enero, mientras que el tiempo de retraso (L) mostré la tendencia contraria,
lo cual concuerda con la evolucién del contenido de taninos. Ni a tiempos cortos, ni a
tiempos muy largos de incubacién in vitro se observaron correlaciones significativas
entre el contenido de taninos, determinado quimicamente, y las diferencias entre los
tratamientos “‘sin” y “con” PEG. Las correlaciones mds altas entre estos datos se obtu-
vieron a tiempos de incubaciéon medios (20, 25 y 30 horas; P < 0,05).

Palabras clave: Arbustos, Erica vagans, Fermentacién ruminal, Polietilenglicol, Pro-
duccién de gas, Taninos.

SUMMARY

ANNUAL EVOLUTION OF TANNIN CONTENT OF CORNISH HEATH (ERICA
VAGANS) AND ITS RELATIONSHIP WITH OTHER NUTRITIVE VALUE
INDICATORS

This work was carried out whit the aim of studying the tannins content of Erica
vagans, its variation along the year and its relationship with other indicators of the
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nutritive value of this shrub. Shoots were harvested in Gorbeia Natural Park in May,
Jujy, August and September 2001 and January 2002. Chemical composition and in vitro
gas production characteristics, in the presence or absence of polyethylene-glycol (PEG;
as an indicator of tannins detrimental effects on gas production and, indirectly, on rumi-
nal fermentation), were evaluated. Tannins content, which was high in general, was
greater in the samples collected in May, with an average value of approx. 12% DM
(expressed in tannic acid equivalents), did not change in July and August samplings and
decreased up to a minimum value of 5.7% in samples gathered in January (P < 0.01).
The highest contents of ash and crude protein were observed in May, while contents of
neutral detergent fibre, acid detergent fibre and acid detergent lignin increased through-
out the grazing season (P < 0.001). The fractional rate of gas production (c) showed a
tendency (P < 0.10) to be lower in samples collected in May and July and higher in
those collected in January, whereas the lag time (L) showed the opposite trend, which is
in agreement with the evolution of the tannins content. Neither at short nor at long incu-
bation times, significant correlations between tannins content (determined by a chemi-
cal assay) and differences in in vitro gas production between treatments “without” and
“with” PEG were observed. The best correlations between these parameters were
obtained when incubations lasted for 20, 25 and 30 hours (P < 0.05).

Key words: Shrubs, Erica vagans, Ruminal fermentation, Polyethylene-glycol, Gas

production, Tannins.

Introduccion

La utilizaci6n de los pastos de montaia,
mediante un sistema de transterminancia
valle-monte, es una de las caracteristicas de
los sistemas de produccidn tradicionales del
Pais Vasco (URARTE et al., 1989; OREGUI ef
al., 1997). Tanto en el caso del ovino, como
del vacuno y el equino, el uso de estas zonas
se realiza mediante pastoreo, en un régimen
mixto y no dirigido (Ruiz et al., 1998). En
estas condiciones, se ha observado que el
ganado vacuno incorpora una cantidad sig-
nificativa de arbustos, principalmente brezo
(Erica vagans) a la dieta (MANDALUNIZ et
al., 2000). Esto sucede fundamentalmente
en la segunda mitad del perfodo de pastoreo,
a partir de agosto-septiembre, coincidiendo
con la reduccién en la produccion herbicea
(ALBIZU et al., 1999).

En general, las especies arbustivas que
constituyen el matorral son alimentos fibro-

sos con un contenido relativamente alto de
proteina bruta (JONES y WILSON, 1987,
ALVAREZ DEL PINO, 2002; FRUTOS et al.,
2002). Sin embargo, a pesar de su potencial
como fuente de alimento, la mayor parte de
los arbustos contienen cantidades elevadas
de compuestos secundarios, tales como los
taninos, que, a priori, se habrian desarrolla-
do en las plantas como un mecanismo de
defensa frente a su consumo excesivo por
los herbivoros (PALO y ROBBINS, 1991).

Los taninos son un grupo muy complejo
de compuestos fendélicos que se encuentran
ampliamente distribuidos en numerosas
especies vegetales generalmente consumidas
por los rumiantes (McLEOD, 1974). Desde el
punto de vista quimico es dificil conseguir
una definicion rigurosa, debido a su gran
diversidad estructural. En general, su princi-
pal caracteristica funcional es la capacidad
para unirse a las proteinas, aunque también
pueden hacerlo a otras moléculas, tales como
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polisacéridos, dcidos nucleicos, esteroides,
iones metdlicos, etc. (MUELLER-HARVEY y
McALLAN, 1992). En este sentido, podria
considerarse un tanino “cualquier compuesto
fendlico de suficiente peso molecular y que
contenga suficientes grupos hidroxilo para
formar complejos con proteinas y otras
macromoléculas” (VAN SOEST, 1994).

Aunque inicialmente se pensé que los
taninos ejercian efectos necesariamente nega-
tivos sobre los animales que los consumian,
los trabajos mas recientes (basicamente de la
década de los 90 y posteriores; por ejemplo
AERTS et al., 1999 0 BARRY y McNABB, 1999)
destacan la importancia de tener en cuenta su
contenido en las plantas a la hora de valorar
sus efectos. De modo muy general, conteni-
dos elevados reducirfan la ingestion volunta-
ria, la degradacion de la fibra, la digestibili-
dad de la dieta, etc., en tanto que contenidos
moderados de taninos podrian ejercer efectos
beneficiosos sobre los animales que los con-
sumen, tales como reducir la degradacién de
la proteina de la dieta y conseguir asi un
mayor aporte de aminodcidos al intestino del-
gado o prevenir la aparicién de timpanismo
(McMAHON et al., 1999, FruTos et al., 2000;
HERVAS et al., 2000; HERVAS et al., enviado).

El experimento que aqui se describe se
llevo a cabo para estudiar el contenido de tani-
nos de la especie arbustiva con mds presencia
en la zona de estudio, Erica vagans, su varia-
cién a lo largo del ano y su relacion con otros
pardmetros indicativos de su valor nutritivo.

Material y métodos

Recogida de muestras

La recogida de muestras se llevd a cabo
en una zona de pastos comunales del Parque

Natural del Gorbeia (Pais Vasco), denomi-
nada Aldaminape, entre mayo de 2001 y
enero de 2002. Esta zona se encuentra entre
820-1.090 m de altitud, presenta un tercio de
su superficie cubierta por arbolado y el resto
corresponde a un pasto de puerto dominado
por Agrostis capillaris y Festuca gr rubra.
Varias dreas de estos pastos se encuentran
invadidas, en distintas proporciones, por
brezo (Erica spp.), argoma (Ulex europaeus)
y helecho (Pteridium aquilinum). Una mayor
descripcién de las caracteristicas y disponi-
bilidad vegetal de la zona ha sido realizada
por ALBIZU et al. (1999).

Los muestreos, cinco en total, se distribu-
yeron a lo largo del ano en funcién del esta-
do fenoldgico de los arbustos: (i) mayo de
2001, cuando los arbustos contaban con un
90% de brotes verdes en su superficie, (ii)
julio de 2001, cuando contaban con, aproxi-
madamente, entre un 5 y un 10% de botones
florales, (iil) agosto de 2001, cuando los
arbustos contenian entre el 10 y 20% de flo-
res, (1v) septiembre de 2001, momento en
que el 80% de las flores estaban muertas y
(v) enero de 2002, con el 100% de las flores
muertas y la planta en estado de latencia.

En cada uno de los muestreos detallados
en el parrafo anterior, se tomaron dos
muestras (que serian usadas como réplicas
en los andlisis estadisticos). Cada uno de
estas dos muestras, estaba compuesta por
3-5 individuos. Las muestras se recogieron,
mediante corte con tijera, de la parte
supuestamente ramoneable de los arbustos,
que correspondid, aproximadamente, a los
2-4 cm del extremo apical de las ramas.
Una vez recogidas, las muestras se trasla-
daron al laboratorio, donde fueron inmedia-
tamente congeladas a -30°C y posterior-
mente liofilizadas. A continuacién, cada
una de estas fracciones se moli6 en un
molino de martillos provisto de una malla
de 1 mm de diametro de paso.
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Analisis quimicos

Los andlisis de cenizas y nitrégeno Kjel-
dahl se realizaron de acuerdo con los proce-
dimientos descritos por la AOAC (1999).
Los contenidos de fibra neutro detergente
(FND), fibra 4cido detergente (FAD) y lig-
nina 4cido detergente (LAD) se determina-
ron en un analizador de fibra Ankom?%0,
siguiendo los principios bésicos de la técni-
ca de GOERING y VAN SOEST (1970).

El contenido de taninos de cada muestra
se determiné segin el método del Folin-
Ciocalteu, descrito por Makkar que permite
la determinacién del contenido de taninos
totales, gracias a la oxidacidn de todos los
compuestos fendlicos que produce el reacti-
vo Folin-Ciocalteu. De modo muy resumi-
do, el procedimiento (MAKKAR et al., 1993)
fue el siguiente. Después de varios lavados
de aproximadamente 200 mg de muestra
(siempre por triplicado) con una solucién de
éter dietilico y dcido acético, para eliminar
los pigmentos y lipidos de las muestras, se
extrajeron los fenoles totales con 10 ml de
acetona al 70%, se trataron con reactivo
Folin-Ciocalteu y su absorbancia se leyé en
un espectrofotémetro a 725 nm. Este extrac-
to contiene todos los fenoles, es decir, tanto
los taninos como los fenoles de bajo peso
molecular (fenoles simples). A continua-
cién, dicho extracto se traté con polivinilpo-
lipirrolidona, que provoca la precipitacion
de los taninos, quedando en el sobrenadante
sélamente los fenoles simples a los que, a su
vez, se anadid el reactivo Folin-Ciocalteau y
se leyo su absorbancia. La cantidad de tani-
nos totales es la diferencia entre los valores
de fenoles totales y fenoles simples de cada
muestra, y se expresa en “‘g de equivalentes
de 4cido tdnico/100 g MS”, ya que este
compuesto (dcido tdnico, Merck) fue el
estandar utilizado para los andlisis.

Produccion de gas y degradacion
ruminal in vitro

Como parametros indicativos del proceso
de degradacién ruminal de las muestras de
Erica vagans, se estudiaron las caracteristicas
de produccién de gas in vitro, utilizando para
ello la técnica descrita por MAURICIO et al.
(1999).

Tres alicuotas de aproximadamente 500 mg
de cada muestra de E. vagans se pesaron en
botellas de suero de 125 ml. El dia anterior al
comienzo de la prueba de produccién de gas,
se prepar6 e] medio de incubacién (McDou-
GAaLL, 1948), del cual se dosificaron 40 ml en
cada una de las botellas. Estas se cerraron y se
mantuvieron a temperatura ambiente hasta
que 6 horas antes de la dosificacién del inécu-
lo ruminal se calentaron a 39,5°C.

El inéculo ruminal para las incubaciones
(10 ml por botella) se obtuvo de cuatro ovejas
adultas de raza Merina, fistuladas en el rumen
y alimentadas ad [libitum con un heno de
alfalfa (materia seca (MS) = 889 g/kg; protei-
na bruta (PB) = 169 g/kg MS; FEND = 448
g/kg MS). El fluido ruminal se recogié antes
de que las ovejas recibieran la comida de la
mariana (8.00 h) y, una vez filtrado a través de
2 capas de gasa, se transporté al laboratorio
en un termo precalentado y gaseado con CO,.
En el laboratorio, el indculo se volvid a filtrar,
a través de otras dos capas de gasa y en con-
diciones de anaerobiosis, y se introdujo en un
bafio de agua a 39-40°C. Los |0 mi de fluido
ruminal se inyectaron en cada botella por
medio de agujas que permitian la salida del
gas producido en la inyeccidon. A continua-
cion, se retiraron las agujas y las botellas se
introdujeron en un incubador a 39,5°C.

Las lecturas de presion se realizaron a las
3,6,9,12, 15,20, 25, 30, 36,48,72,96 y 120
horas post-incubacién. Para ello, se utilizé un
transductor de presién T443A (BAILEY &
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MacCkEY, Reino Unido) conectado a una sali-
da visual (Data Track Process Intruments
223, Reino Unido). Las botellas se agitaron
individualmente después de cada lectura. A
partir de los valores de presién obtenidos,
corregidos tanto para la cantidad de materia
orgénica (MO) incubada como para la pro-
duccidn de gas de las botellas control (blan-
cos con medio de incubacioén e indculo rumi-
nal pero sin alimento), se estimé el volumen
de gas producido mediante la utilizacién de
una ecuacién de regresién lineal entre el
volumen y la presién (FRUTOS ef al., 2002):
volumen (ml) = 5,3407 x presion (psi).

A las 120 horas post-incubacion, se midié
también la desaparicién de sustrato (MS y
MO) para estimar la degradacién ruminal de
las muestras incubadas. Para ello, se detuvo la
fermentacién mediante la introduccién de las
botellas en una cdmara de congelacién
(-20°C) durante aproximadamente 15 minu-
tos. Transcurrido este tiempo, las muestras se
filtraron en crisoles de porosidad | (100 - 160
um; Pyrex, Reino Unido), con la ayuda de una
bomba de vacio y un bafio de ultrasonidos
cuando éste fue necesario. La desaparicion de
la MS (DMS) se estimé mediante el secado de
los crisoles en una estufa de aire forzado a
100°C durante 24 horas y la desaparicion de la
MO (DMO) mediante la incineracion de éstos
en un horno-mufla a 550°C durante 6 horas.

Produccion de gas en presencia
y ausencia de PEG

Como método alternativo al analisis quimi-
co (cuantitativo) de taninos, se utilizé la técnica
de produccién de gas en ausencia y presencia
de polietilenglicol (PEG). La diferencia en la
produccién de gas entre las incubaciones “‘sin”
y “‘con” este agente, es una medida indirecta de
la inhibicion de la fermentacion ruminal causa-
da por los taninos (SILANIKOVE et al., 1996).

El procedimiento fue el mismo descrito en
el apartado anterior, con [a tinica diferencia
de que, ademas de los 500 mg de sustrato, en
las botellas se pesaron también 1.000 mg de
PEG (Fluka Biochemika). Estas incubaciones
(“con” PEG) se llevaron a cabo a la vez que
aquellas “sin” PEG, usando el mismo indculo
ruminal, compartiendo incubadores, etc.

Analisis estadistico

Los datos de produccién de gas se ajusta-
ron al modelo exponencial descrito por
FRANCE et al. (2000): G = A x (1 - e Cex-Lyy,
siendo G la tasa de produccién de gas en el
tiempo ¢, A la produccién total de gas, ¢ el
ritmo fraccional de produccién de gas 'y L el
tiempo de retraso (lag time).

Para la realizacion de los ajustes mate-
maticos se utilizé el procedimiento NLIN
(Nonlinear Regresion) del programa esta-
distico SAS (SAS, 1989).

La degradabilidad efectiva en el rumen
(DER) de la MS vy el ritmo medio de fer-
mentaciéon (RMF) se calcularon de acuerdo
con las ecuaciones descritas por FRANCE
et al. (2000): DER = (¢ x DMS / (¢ + Kp)) x
e KpxL)y RMF=Axc/(2xIn2+cxL),
considerando un ritmo de paso del rumen al
abomaso (Kp; h'') de 0,0208.

Todos los resultados obtenidos se sometie-
ron a un andlisis de varianza de acuerdo con
el siguiente modelo: Y, = u + A, + ¢, siendo
Y, la variable dependiente, u la media, A, el
efecto debido a la fecha de muestreo y €; el
error residual.

En todos los casos, el anélisis estadistico
de los resultados se realizé utilizando el pro-
cedimiento GLM (General Linear Models)
del programa estadistico SAS (SAS, 1989).
Las comparaciones entre medias se realiza-
ron mediante el test de Tukey (P < 0,05).
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Para el andlisis de comrelacién (correlacion
de Pearson) entre los contenidos de taninos y
otros pardmetros de composicién quimica,
degradacién ruminal o diferencias entre Jos tra-
tamientos “sin” y “‘con” PEG se utilizé tam-
bién el programa estadistico SAS (SAS, 1989).

Resultados

Composicion quimica

El contenido de cenizas y de PB fue signifi-
cativamente superior en las muestras recogi-
das en el primer muestreo (P < 0,01; cuadro 1).

En cambio, los contenidos de FND, FAD y
LAD fueron menores en estas muestras y
mayores al final de la estacién de pastoreo (P
< 0,001). En ninguno de estos casos, los valo-
res de las muestras recogidas en enero de
2002 fueron significativamente diferentes de
las recogidas en septiembre de 2001.

El contenido de taninos totales (TT), de
forma mds o menos paralela al de fenoles
totales, fue mds elevado en las muestras de
Erica vagans recogidas en mayo (119 g de
equivalentes de acido tanico/kg MS) y signi-
ficativamente inferior en las de septiembre y
enero (85 y 57 g de equivalentes de 4cido
tanico/kg MS, respectivamente; P < 0,01).

Cuadro |. Composicién quimica (g/kg MS) de las muestras de Erica vagans recogidas en
diferentes momentos del afio
Table 1. Chemical composition (g/kg MS) of Erica vagans harvested in May, July, August,
September and January

eed Nivel de
Mayo Julio Agosto Septiembre Enero  (gl=35) significacion

MO 967° 975% 973+ 9722 977% 12 ok
PB 134¢ 85P 840 78° 75° 6,9 ok
FND 306¢ 350° 3700 455° 450° 8,1 R
FAD 2369 268¢ 287° 3552 3402 4.4 AR
LAD 139° 1540 159° 1982 1922 5l A
FT 1352 127: 1338 101> 790 11,8 *

TT 119 107 108 850 57¢ 8.2 s

(MO) materia orgdnica.

(PB) proteina bruta.

(FND) fibra neutro detergente.
(FAD) fibra dcido detergente.
(LAD) lignina 4cido detergente.
(FT) fenoles totales

(TT) taninos totales.

(eed) error estandar de la diferencia; gl, grados de libertad.

(*) =P < 0,05.
(*¥)=P < 0.01.
(%) = P < 0,001.

(*P-<4) Valores con distintos superindices en la misma fila difieren significativamente (P < 0,05).
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Produccion de gas y degradacion
ruminal in vitro

Las curvas de produccién de gas in vitro de
las muestras de Erica vagans recogidas en los
diferentes muestreos realizados a lo largo del
afio, aparecen en la figura la. Cuando los
datos brutos de produccién de gas se ajustaron
al modelo exponencial descrito por FRANCE et
al. (2000), no se encontrd ninguna diferencia
entre muestreos en la produccion acumulada
de gas (pardmetro A; P > 0,10; ver cuadro 2).
El ritmo fraccional de produccion de gas (¢)

mostrd una tendencia (P < 0,10) a ser mas
bajo en los dos primeros muestreos (mayo y
julio) y mds alto en el de enero. Por su parte, el
tiempo de retraso (lag time; L) mostré la ten-
dencia contraria, es decir, que el nimero de
horas fue mayor en los dos primeros muestre-
0s vy luego fue descendiendo (P < 0,10).

La desaparicién de MS y MO fue signifi-
cativamente superior en las muestras recogi-
das en mayo (P < 0,01) y no se observaron
diferencias estadisticamente significativas
entre las muestras recogidas en los otros
cuatro muestreos.

Cuadro 2. Pardmetros cinéticos de produccién de gas (A, ¢ y L), ritmo medio de
fermentacién (RMF; ml/h), degradabilidad efectiva en el rumen (DER; g/kg) de la MS y
desaparacién, tras 120 h de incubacién ruminal in vitro, de materia seca (DMS, g/kg) y de
materia orgdnica (DMO) de las muestras de Erica vagans, recogidas en diferentes
momentos del afio
Table 2. Kinetic gas production parameters (A, c and L), average gas production rate
(RMF; ml/h), effective dry matter degradability (DER, g/kg) and dry matter and organic
matter disappearance (DMS and DMO) after 120 h of in vitro incubation of Erica vagans
harvested in May, July, August, September and January

eed Nivel de
Mayo Julio Agosto  Septiembre  Enero  (gl=35) significacién
A 152 136 93 94 101 22,7 NS
¢ 0,029 0,024 0,038 0,038 0,046 0,0056 i
L 4,77 5,38 4,28 3,35 2,34 0,877 ¥
RMF 2,63 1,80 2,04 2,14 2,87 0,314 i
DER 23] 175 228 205 233 17,2 t
DMS 4444 380° 387° 3420 356" 13,9 *
DMO 4372 379% 368° 3350 3490 14,7 HE

(A) produccién acumulada de gas (ml/g MO).

(¢) ritmo fraccional de produccién de gas (h™').

(L) tiempo de retraso (lag time, h).

(eed) error estidndar de la diferencia.

(gl) grados de libertad.

(NS) = no significativo (P > 0,10).

(t)y=P<0,10.

(**)y=P <0,01.

(*P) Valores con distintos superindices en la misma fila difieren significativamente (P < 0,05).
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Figura 1. Cinéticas de produccién de gas in vitro de las muestras de Erica vagans, recogidas en
diferentes momentos del afio, e incubadas en ausencia (la) y presencia (1b) de polietilenglicol (PEG).
Figure 1. Cumulative gas production profiles from the in vitro fermentation of Erica vagans harvested

in May, July, August, September and January, and incubated “without” (la) and “with” (1b)
polyethylene-glycol (PEG).

Produccién de gas en presencia y presencia y ausencia de PEG (ver figuras 1

ausencia de PEG y 2 y cuadro 3) se comprobd que €stos eran

claramente superiores en todos los casos

cuando las incubaciones se habian realizado

Cuando se compararon los datos de los en presencia de PEG, con la excepcion del
pardmetros de produccién de gas in vitro en tiempo de retraso, que era inferior.
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Las diferencias entre los pardmetros
obtenidos de los ajustes de los datos de pro-
duccién de gas en las incubaciones “sin” y
“con” PEG no mostraron variaciones esta-
disticamente significativas entre muestreos
(P>0,10). En el caso de las diferencias en
los datos brutos de produccién acumulada
de gas (dG) a los distintos tiempos de incu-

bacién, se observaron diferencias significa-
tivas en las medidas realizadas en el rango
de tiempos entre las 15 y las 48 horas. Para
no sobrecargar el articulo con demasiada
informacién, en el cuadro 3 udnicamente
aparecen, a modo de ejemplo, los datos
correspondientes a dG ,, dG,s, dG,q y dG 5,
horas de incubacion.

10 o
9
3 (1a) “sin” PEG
7
£ 6
£
E 5
o]
E 4
& 3
2
-
0 , , ] — =y
0 24 48 72 96 120
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—— Septiembre  —>%— Enero

10

Ritmo (ml/h)

(1b) “con” PEG

0 24 48

72 96 120

Tiempo (h)

Figura 2. Ritmo de produccién de gas in vitro de las muestras de Erica vagans, recogidas en
diferentes momentos del afio, e incubadas en ausencia (2a) y presencia (2b) de polietilenglicol (PEG).
Figure 2. Rate of gas production from the in vitro fermentation of Erica vagans harvested in May, July,

August, September and January, and incubated “without” (2a) and “with” (2b) polyethylene-glycol
(PEG).
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Cuadro 3. Valores de la diferencia entre el tratamiento “sin” PEG y el tratamiento “‘con”
PEG en los parametros de la cinética de produccion de gas: diferencias en la produccién
total de gas (dA, ml/g MO), en el ritmo fraccional de produccion de gas (dc, h'!) y en el

tiempo de retraso (dL, h) y diferencias en la produccion acumulada de gas a las 12 (dG,,),
25 (dG,s), 48 (dG,g) y 120 (dG ,) horas de incubacion de las muestras de Erica vagans,
recogidas en diferentes momentos del afo

Table 3. Values of the difference between “without” and “with” PEG treatments in the
kinetic gas production parameters: differences in total gas production (dA; mli/h), fractional
rate of gas production (dc, h'!) and lag time (dL, h) and differences in the cumulative gas
production after 12 (dG,,), 25 (dG,s), 48 (dGyg) y 120 (dG,,) hours of in vitro incubation
of Erica vagans harvested in May, July, August, September and January

eed Nivel de
Mayo Julio Agosto Septiembre  Enero  (gl=35) significacién
dA -48 -52 -8l -62 -62 16,7 NS
de -0,03] -0,035 -0,022 -0,022 -0,013 0,0078 NS
dL 0,45 0,62 1,30 1.36 1,05 0,947 NS
dG,, -44.9 -44.0 -50.9 -48,0 -48.3 4,48 NS
dG, -75,4%¢ -85.0¢ -77.5%¢ -62,5% -52,2¢ 4,20
dG g -72,5%¢ -91,7¢ -84,8b¢ -68,3% -60,0° 5,34
dG,,, -57,7 -68,1 -84.,4 -66.3 -66,8 9,82 NS

(eed) error estdndar de la diferencia.
(gl) grados de libertad.

(NS) = no significativo (P > 0,10).
(*)=P<0,0l.

(*b-<) Valores con distintos superindices en la misma fila difieren significativamente (P < 0,05).

Analisis de correlacion

En el andlisis de correlacién se observé
que el contenido de taninos mostré una
correlacién significativa y positiva con el
contenido de PB (r = 0,6336; P < 0,05) y
negativa con los de FND, FAD y LAD (r =
-0.8482, -0,8092 y -0,8441, respectivamen-
te; P<0,01).

Cuando se analizé la correlacién con los
diferentes pardmetros indicativos de la fer-
mentacion ruminal estudiados en este traba-
jo, s6lo se encontraron correlaciones estadfs-
ticamente significativas entre el contenido

de taninos y las DMS y DMO (r = 0,6508 y
0,6409; P < 0,05), el ritmo fraccional de
degradacion ¢ (r = -0,6301; P < 0,05) y el
tiempo de retraso (r = 0,8397; P < 0,01).

El contenido de taninos no mostré corre-
lacidn estadisticamente significativa con
ninguna de las diferencias, entre los trata-
mientos “sin” PEG y “con” PEG, en los
parametros matematicos de produccién de
gas. Unicamente en el caso de la diferencia
en el pardmetro ¢ (dc) se encontrd una ten-
dencia (r = -0,5915; P < 0,10). Asi mismo,
el contenido de taninos (en equivalentes de
acido tanico) sélo se correlaciond de modo
significativo (P < 0,05) y consistente con las
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diferencias en la produccién acumulada de
gas a tiempos de incubacién de 15, 20, 25,
30, 36 y 48 h (r = 0,7062; 0,8346; 0,8019;
0,7580; 0,6853 y 0,6463, para dG ;, dG,,

dG,;, dGy,, dG,4 y dG,g, respectivamente).

Discusion

El contenido de PB de Erica vagans osci-
16 entre el 13,4% de las muestras recogidas
en mayo y el 7.5% de las recogidas en
enero. Todos estos valores fueron relativa-
mente superiores a los encontrados en otras
ericidceas (Erica arborea, E. australis o
Calluna vulgaris; FRUTOS et al., 2002), pero
inferiores a los presentados por diversas
leguminosas arbustivas (ALVAREZ DEL PINO,
2002). Sus contenidos més bajos segtn
avanzaba el estado fenolégico de las plantas
coinciden con lo descrito en la mayoria de
los trabajos encontrados en la literatura
(PAPANASTASIS, 1993). Aunque en este tra-
bajo no se analiz6 el contenido de N-FND,
es interesante senalar que un porcentaje
importante del relativamente alto contenido
de PB de los arbustos podria estar ligado a
la pared celular, lo cual limitaria significati-
vamente su aprovechamiento por los
rumiantes (WILSON, 1994). En un estudio
realizado por RamM0s (2002) con 11 especies
arbustivas recogidas en dos momentos del
afio, se indica que la proporcién de PB
encontrada en forma de PB-FND abarcé
desde un 14 hasta un 32%, en el muestreo
del mes de enero; y desde un 6 hasta un
21%, en el del mes de junio.

El contenido de cenizas mostré una evo-
Jucién similar al de PB, con un valor signifi-
cativamente mds elevado en las muestras
correspondientes a los brotes mads tiernos
(PApaNASTASIS, 1993). Por el contrario, tal y
como cabria esperar, todos los datos relati-

vos a la pared celular (FND, FAD y LAD)
mostraron la tendencia contraria, es decir,
que sus valores se incrementaron significati-
vamente al avanzar la madurez de los arbus-
tos, lo cual reduce la utilizacidn digestiva de
estas especies lefiosas por los animales
(WILSON, 1994). A este punto contribuye
especialmente la alta lignificacién de la
pared celular, con valores de LAD que supe-
raron el 19% de la MS total cuando las
muestras se recogieron en septiembre y
enero. En general, este alto contenido de
lignina, junto con otros factores como la
presencia importante de compuestos secun-
darios, confiere a las ericdceas una baja cali-
dad nutritiva en comparacién con otras
especies arbustivas, tales como las legumi-
nosas (ALVAREZ DEL PINO, 2002).

El contenido de taninos, elevado en tér-
minos generales, fue significativamente mas
alto en las muestras mds jovenes de Erica
vagans, con un valor medio de practicamen-
te el 12% de la MS (expresado en equivalen-
tes de dcido tdnico), se mantuvo en los
muestreos de julio y agosto y decrecié en
los dos siguientes hasta llegar a un valor
minimo del 5,7% en las muestras tomadas
en enero.

Los taninos, fundamentalmente los con-
densados, se encuentran ampliamente distri-
buidos en el reino vegetal y, en general, su
representacién es mayor en las especies
lenosas que en las herbdceas (McLEOD,
1974; BERNAYS et al., 1989). No obstante,
existen variaciones muy amplias no sélo
entre especies sino incluso entre individuos
de la misma especie, ya que la sintesis de
taninos puede verse influida por numerosos
factores, tales como el clima, grado de
madurez de los tejidos, exposicién a fitopa-
tégenos o herbivoros, etc. (BATE-SMITH,
1973; Swam, 1977; IASON et al., 1995).
Serfa quizds conveniente sefialar aqui que el
muestreo se realizé en una zona relativamen-
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te pequena del Parque Natural de Gorbeia y
que no pueden descartarse pequenas diferen-
cias con individuos de otras zonas debidas a
diferencias en la altitud, climatologia, etc.

La mayor parte de los trabajos de investi-
gacién describen evoluciones del contenido
de taninos similares a las observadas en este
estudio. Asi por ejemplo, BATE-SMITH (1973)
y Kouprai-AByazani et al. (1993) encontra-
ron mayor contenido de taninos condensados
en las hojas jovenes que en las hojas maduras
de la leguminosa Onobrychis viciifolia, al
igual que DUARSA et al. (1992) en Lotus
pedunculatus y L. corniculatus. Sin embar-
g0, también existen datos que indican lo con-
trario (e.g., [ASON et al., 1995).

Una cuestion importante a tener en cuen-
ta es que la variacion temporal del conteni-
do de taninos de una planta puede deberse al
efecto solapado de distintos factores, tanto
externos (condiciones ambientales) como
de la propia planta (estado fenoldgico). El
contenido de taninos es mayor en los érga-
nos de mads valia para fa planta, lo que se ha
interpretado como una estrategia de defensa
para evitar que €stos sean consumidos por
insectos o herbivoros (BARRY, 1989; SwaIN,
1977). En este sentido, las flores o las hojas
mds jévenes, segin la especie (ALVAREZ DEL
PiNno, 2002) tienen normalmente mds tani-
nos que los tallos. En el caso concreto de la
Erica vagans, no se realizé una separacién
morfoldgica de las distintas partes de la
planta (hojas, flores y tallos). Sin embargo,
los resultados indican que la acumulacién
de taninos probablemente fue similar en las
hojas jévenes y en las flores, ya que no se
observaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los contenidos de las mues-
tras recolectadas en mayo, julio y agosto.

Este mayor contenido de taninos en las
muestras recogidas en estos meses y su
reduccion en las de septiembre y enero, con

mayor proporcién de pared celular, explica-
rfa su correlacién positiva con el contenido
de PB y negativa con los contenidos de
END, FAD y LAD. Es interesante sefialar,
no obstante, que en numerosos trabajos se
han observado correlaciones positivas entre
el contenido de taninos condensados y el
contenido de lignina ya que ambos compar-
ten la ruta biosintética del &cido siquimico
(MUELLER-HARVEY y MCALLAN, 1992).

La evolucién de los pardmetros de pro-
duccidn de gas (ver cuadro 2) fue consisten-
te con la evolucién de la composicién quimi-
ca explicada anteriormente. Aunque se
observaron valores de produccién de gas
mds altos en las muestras de Erica vagans
recogidas en mayo, las diferencias no alcan-
zaron el nivel de significacién estadistica
exigido para ser considerados superiores a
los de los otros muestreos. El ritmo fraccio-
nal de produccién de gas (¢) mostré una ten-
dencia (P <0,10) a ser mds bajo en las mues-
tras recolectadas en mayo y julio y mds
elevado en las de enero. En el tiempo de
retraso (L) se observo la tendencia contraria
(P < 0,10). Estos datos, que serian dificil-
mente explicables en funcién de los conteni-
dos de proteina y pared celular, podrian qui-
zds responder al efecto de los taninos.
Posiblemente, uno de los efectos mas cono-
cidos de estos compuestos fendlicos sea su
reduccion de la fermentacién ruminal, debi-
do principalmente a Jas limitaciones que
imponen al proceso de adhesién microbiana
a las particulas del alimento (MCALLISTER e!
al., 1994) y a un significativo enlentecimien-
to de la degradacién debido a la inhibicién
de la actividad de los microorganismos
ruminales (McLEoD, 1974; FrUTOS et al.,
2000; HERVAS et al., 2000). Esta explicacion
se encontraria también apoyada por las
correlaciones significativas encontradas
entre el contenido de taninos y los pardme-
tros ¢ (P <0,05) y L (P<0,01).
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El ritmo medio de fermentacién (RMF) y
la degradabilidad efectiva en el rumen
(DER) de la MS mostraron una tendencia
estadistica (P < 0,10) a ser diferentes entre
muestreos, si bien es complicado explicar su
evolucion (ver cuadro 2) y, por consiguien-
te, saber exactamente a qué fue debido. El
contenido de taninos no presenté ninguna
correlacién significativa con dichos pardme-
tros, de modo que no cabe esperar que las
variaciones de RMF y DER puedan ser
explicadas por diferencias en el contenido
de estos compuestos. Las reducciones de la
DMS y la DMO segtin avanzaron los mues-
treos se explicarian facilmente en funcién
de la maduracién de los tejidos (WILSON,
1994), que se refleja en la correlacion nega-
tiva entre el contenido de pared celular
(FND) y estos pardmetros (r = 0,90 y 0,91
respectivamente para DMS y DMO, P <
0,001). Esta reduccién de la DMS y DMO
con la madurez de las plantas, junto con la
correlacion negativa entre el contenido de
taninos y el de pared celular, podrian expli-
car la correlacién positiva de Jos taninos con
laDMS y DMO, que, de otra forma, resulta-
ria bastante incoherente.

En la actualidad, uno de los principales
problemas a los que se enfrentan los investi-
gadores que trabajan con plantas que contie-
nen taninos es el gran nimero de técnicas y
métodos de analisis de taninos existentes
(FAO/TIAEA, 2000) y la ausencia de uno
aceptado internacionalmente que permitiera
una comparacién directa de los resultados. A
este problema hay que anadir, en numerosas
ocasiones, la necesidad de un estindar en
relacién al cual expresar los contenidos
(SCHOFIELD ef al., 2001). Ademds, a menu-
do, la actividad bioldgica de los taninos esta
poco o nada correlacionada con su contenido
(obtenido éste con un determinado método y
expresado en funcién de un determinado
estandar). Diversos autores (e.g. GETACHEW

et al., 2000) han observado que, aunque los
taninos condensados son los mds abundantes
en la naturaleza, el andlisis del contenido de
taninos totales, mediante el método basado
en el empleo del reactivo Folin-Ciocalteu, da
lugar a correlaciones més elevadas con los
efectos que ejercen los taninos sobre la fer-
mentacién ruminal, la utilizacion digestiva
de los alimentos, etc., que las obtenidas
cuando se utilizan métodos mas complejos
de andlisis de taninos condensados. En rela-
cién con esta mencionada actividad biolégi-
ca de los taninos, recientemente, diversos
investigadores han sefialado la conveniencia
de utilizar métodos de andlisis que mas que
cuantificar su contenido, determinen su reac-
tividad.

Ademads de las técnicas basadas en la pre-
cipitacion de proteinas, con todos sus pros y
sus contras (SCHOFIELD et al., 2001), uno de
los métodos mds utilizados actualmente es
el de produccion de gas in vitro en ausencia
y presencia de un agente quimico de gran
afinidad por los taninos (fundamentalmente
el PEG), a los que se une e inactiva (SILANI-
KOVE ef al., 1996). La diferencia en los valo-
res obtenidos en Jas incubaciones “sin” PEG
(taninos activos) y “con” PEG (taninos inac-
tivados) es una medida indirecta de la activi-
dad biolégica de estos compuestos; concre-
tamente de su capacidad para reducir la
fermentaciéon ruminal (KHAZAAL et al.,
1996; FAO/TAEA, 2000). En este trabajo
(teniendo en cuenta tanto los resultados
relativos a los andlisis de varianza como a
los de correlacidn), los mejores resultados
se obtuvieron a tiempos de incubacidn
medios (a las 20, 25 y 30 horas). Ni a tiem-
pos cortos, ni a tiempos muy largos se
observaron correlaciones significativas
entre el contenido de taninos, determinado
quimicamente, y las diferencias entre los
tratamientos “sin” y “con” PEG, indicativas
del efecto negativo de los taninos sobre la
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produccién de gas (e indirectamente sobre
la fermentacién ruminal). Por otra parte, las
diferencias entre tratamientos (“sin” —
“con”) en los pardmetros obtenidos tras los
ajustes matematicos de los datos brutos de
produccién de gas tampoco mostraron ni
variaciones significativas entre fechas de
muestreo (aunque el contenido de taninos si
las presentaba) ni correlaciones significati-
vas con dichos contenidos de taninos.

Estos resultados confirmarian que la téc-
nica de produccion de gas in vitro podria ser
utilizada como una técnica alternativa de
andlisis de taninos, util y sencilla, frente a
las técnicas cldsicas de determinacién qui-
mica (SILANIKOVE et al., 1996, FAO/TAEA,
2000, ALvAaREZ DEL PIiNO, 2002). Por otra
parte, coincidiendo con la aseveracién de
que el efecto de los taninos sobre la fermen-
tacion ruminal es mas evidente a tiempos
relativamente cortos de incubacién (FAO/
IAEA, 1999), los resultados de este trabajo
sugieren que no merece la pena realizar
cinéticas completas de produccién de gas, ni
ajustar los datos a modelos matematicos, ya
que los mejores resultados parecen obtener-
se a partir de los datos brutos de produccion
acumulada de gas tras aproximadamente
20-24 horas de incubacién in vitro.

Por otra parte, los resultados de este traba-
jo podrian ser dtiles para ayudar a explicar
resultados previos (MANDALUNIZ et al., 2000;
2001) que indican que la incorporacién de
ericdceas a la dieta, en el ganado vacuno, se
incrementa en la segunda mitad de la esta-
cién de pastoreo. No puede descartarse que
esta mayor incorporacion, que habia sido
explicada en funcién de la menor disponibili-
dad del componente herbdceo en el pasto
(ALBIZU et al., 1999), pudiera estar también
favorecida por el menor contenido de taninos
en E. vagans observado en este trabajo.
Igualmente, la tendencia a una mayor reduc-
cién del peso del ganado vacuno en este

periodo (MANDALUNIZ y OREeGuUI, 2001),
podria estar condicionada por el escaso valor
nutritivo del componente arbustivo (Erica
vagans) de la dieta, tal y como demuestran
los valores de composicion quimica y degra-
dacién ruminal aqui encontrados.

Estudios in vivo en los que se pudiera
examinar el efecto real de los taninos, incor-
porados en la dieta mediante la ingestion de
Erica vagans, sobre el comportamiento ali-
mentario y la utilizacién digestiva, contri-
buirfan a un mejor conocimiento de su
importancia en los sistemas extensivos de
produccién animal basados en el pastoreo.
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