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RESUMEN

RESUMEN

La ganaderia ha sido criticada por su gran produccién de gases de efecto invernadero
(GEI) debido al uso de forrajes. El avance de la ciencia ha llevado a un aumento en el
namero de estudios basados en nanotecnologias, la suplementacion con
Nanoparticulas (NPs) de Selenio (Se) en la nutricion animal ha encontrado resultados
positivos en la fermentaciébn de materia orgénica, produccion de acidos grasos y
microorganismos ruminales. Festuca arundinacea Schreber es una de las gramineas
forrajeras mas utilizadas por su duracion, productividad y gran amplitud ecoldgica y
adaptabilidad Los objetivos de este estudio fueron evaluar el efecto de la
biofortificacion foliar de NPs de Se de tres diferentes concentraciones de
nanoparticulas de selenio (0, 1.5, 3.0 y 4.5 ppm) en F. arundinacea Schereb los
pardmetros fenoldgicos como tamafio de raiz, altura del pasto y produccién de
biomasa verde, asi como los parametros fisicoquimicos PC: proteina cruda, Extracto
etéreo (EE), Fibra cruda (CF), Fibra detergente neutra (NDF), Fibra detergente acida
(ADF), Extracto Libre de Nitrogeno (NFE), el contenido de Fenoles totales, flavonoides
totales, taninos, selenio y actividad antioxidante (ABTS y DPPH). Ademas determinar
el efecto de estos pastos bio-fortificados con NPs de Se en digestibilidades in vitro de
cuantificando la produccion de gases de efecto invernadero (GEI) (gas total y metano)
compuestos bioactivos (fenoles, flavonoides, taninos y selenio) y los parametros de
digestién tales como digestidn in vitro de la materia seca (DIVMS), produccion total de
gas (Awtal gas), produccion de metano (ACHa), pH, tiempo de incubacion en el cual la
mitad del total de gas A (to) se ha producido, la tasa de digestion del sustrato (S), tSmax
y la fase de latencia (L), asi como la produccién de acidos grasos volatiles (AGV),
fenoles totales, flavonoides totales y taninos en el fluido ruminal. Los mejores
resultados se obtuvieron con la fertilizacion foliar de los tratamientos con 3.0 y 4.5 ppm
en el tamafio de raiz (12.79+£0.71 y 15.59+0.93 cm) y altura del pasto (26.18 +1.08 y
29.34+1.11 cm). El pasto fertilizado con 4.5 ppm mostré un incremento y mayor
contenido de selenio (0.3215+0.01, 0.3191+0.01 y 0.3218+0.01ppm/kg MS),
concentracion de fenoles totales (249.56+7.89, 280.02+4.33 y 274+7.33 mgEAG/100
g DM) y concentracion de flavonoides totales (63.56+1.28, 64.96+2.24, 61.16+1.28
mgQE/100g DM), ademas se obtuvo la mejor DIVMS en el tratamiento con aplicacion
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RESUMEN

foliar de 4.5 ppm de NPs de Se en las tres diferentes cosechas (60.46, 59.2 y 59.42%)
y la menor produccién gas total (148.37, 135.22 y 141.93 mL gMS-1) y CH4 (53.42,
52.65 y 53.73 mL g MSY), mayor concentracion de AGV totales (31.01, 31.26 y 31.24
mmol L-1). El forraje de F. arundinacea Schreb fertilizado con 4.5 ppm liber6é durante
la fermentacion in vitro un mayor contenido de fenoles totales (98.77, 99.31 y 99.08
mgEAG/100 mL), flavonoides (34.96, 35.44 y 34.96 mgQE/100 g MS), taninos (27.22,
27.35 y 27.99 mgEC/100g mL) y selenio (0.0811, 0.0814 y 0.0812 ppm). La
biofortificacion con NPs de Se es una buena alternativa para mejorar las caracteristicas
fisicoquimicas del cultivo de Festuca arundinacea, mejora la digestibilidad del sustrato,

enriquece los cultivos de Se y disminuir los gases de efecto invernadero.

Palaras clave: nanoparticulas, selenio, foliar, fenoles, flavonoides, taninos,

digestibilidad, metano.



ABSTRACT

Livestock has been criticized for its large production of greenhouse gases (GHG) due
to the use of fodder. The advancement of science has led to an increase in the number
of studies based on nanotechnologies, supplementation with Selenium (Se)
Nanoparticles (NP) in animal nutrition has found positive results in the fermentation of
organic matter, production of fatty acids and ruminal microorganisms. Festuca
arundinacea Schreber is one of the most used forage grasses due to its duration,
productivity and great ecological amplitude and adaptability. The objectives of this
study were to evaluate the effect of foliar biofortification of Se NPs of three different
concentrations of selenium nanopatrticles (0, 1.5, 3.0 and 4.5 ppm) in F. arundinacea
Schereb the phenological parameters such as root size, grass height and green
biomass production, as well as the physicochemical parameters PC: crude protein,
ether extract (EE), crude fiber (CF) , Neutral Detergent Fiber (NDF), Acid Detergent
Fiber (ADF), Nitrogen Free Extract (NFE), the content of total Phenols, total flavonoids,
tannins, selenium and antioxidant activity (ABTS and DPPH). In addition, to determine
the effect of these bio-fortified pastures with Se NPs on in vitro digestibilities by
qguantifying the production of greenhouse gases (GHG) (total gas and methane),
bioactive compounds (phenols, flavonoids, tannins and selenium) and the parameters
of digestion such as in vitro dry matter digestion (IVDMD), total gas production (Atotal
gas), methane production (Achs), pH, incubation time in which half of the total gas A (to)
is has produced, the rate of digestion of the substrate (S), tsmax and the lag phase (L),
as well as the production of volatile fatty acids (VFA), total phenols, total flavonoids and
tannins in the ruminal fluid. The best results were obtained with foliar fertilization of the
treatments with 3.0 and 4.5 ppm in root size (12.79+0.71 and 15.59+0.93 cm) and grass
height (26.18 £1.08 and 29.34+1.11 cm). The grass fertilized with 4.5 ppm showed an
increase and higher content of selenium (0.3215+0.01, 0.3191+0.01 and
0.3218+0.01ppm/kg DM), concentration of total phenols (249.56+7.89, 280.02+4.33
and 274+7.33 mgEAG/ 100 g DM) and concentration of total flavonoids (63.56+1.28,
64.96+2.24, 61.16+1.28 mgQE/100g DM), in addition, the best DIVMS was obtained in
the treatment with foliar application of 4.5 ppm of Se NPs in the three different crops
(60.46, 59.2 and 59.42%) and the lower total gas production (148.37, 135.22 and
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141.93 mL gMS™1) and CHa (53.42, 52.65 and 53.73 mL g DM?), higher concentration
of total AGV (31.01, 31.26 and 31.24 mmol L?). The F. arundinacea Schreb forage
fertilized with 4.5 ppm released during in vitro fermentation a higher content of total
phenols (98.77, 99.31 and 99.08 mgEAG/100 mL), flavonoids (34.96, 35.44 and 34.96
mgQE/100 g DM), tannins (27.22, 27.35 and 27.99 mgEC/100g mL) and selenium
(0.0811, 0.0814 and 0.0812 ppm). Biofortification with Se NPs is a good alternative to
improve the physicochemical characteristics of the Festuca arundinacea crop,
improves the digestibility of the substrate, enriches the Se crops and reduces

greenhouse gases.

Keywords: nanoparticles, selenium, foliar, phenols, flavonoids, tannins, digestibility,

methane.
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1. INTRODUCCION

Festuca arundinacea (Festuca arundinacea Schreber) es un forraje de clima
templado muy apreciado por su rusticidad, plasticidad fenotipica y calidad en
sistemas de produccion ganadera extensiva, especialmente en rumiantes (Gibson
& Newman, 2001; Devesa et al., 2013). El Festuca es ampliamente utilizado como
forraje por su gran amplitud ecolégica y adaptabilidad; también es util en la
conservacion del suelo debido a su extenso y penetrante sistema de raices. Los
forrajes son el principal soporte de la agricultura sostenible y constituyen uno de los
principales recursos para el éxito del sistema de produccién animal (Chen et al.,
2003). El selenio (Se) es un micronutriente esencial para los animales; sin embargo,
parte del &rea utilizada para la agricultura contiene niveles bajos de este
oligoelemento. Adicionalmente, el Se puede tener efectos benéficos en el
crecimiento y desarrollo de las plantas al incrementar su tolerancia a diferentes tipos
de estrés y generar la sintesis de fitoquimicos con propiedades antioxidantes
(Hartikainen, 2005; Germ, Stibil & Kreft, 2007). Por lo tanto, el Se puede estar
presente, pero en formas quimicas no disponibles para los organismos; como
resultado, existe una deficiencia en el contenido de Se en plantas, animales y otros
organismos en la cadena alimentaria (Ducsay. 2006; Lira et al., 2018).

La biofortificacion es el proceso de aumentar el valor nutricional de los cultivos
alimentarios al incrementar el contenido de minerales, vitaminas y minerales en las
plantas (Bamberg et al., 2019). La biofortificacion se ha llevado a cabo en productos
agricolas (trigo, sorgo, guisantes, arroz y hortalizas) y en algunas variedades
forrajeras como la alfalfa que carecen de Se debido a las bajas concentraciones de
este oligoelemento en el suelo (Motesharezadeh, Ghorbani & Alikhan, 2020). De
los métodos de biofortificacion utilizados para las plantas, la aplicacion foliar ha
demostrado ser mas eficaz que la fertilizacion en suelo (Ros et al., 2016)- Los
beneficios que proporciona el Se en la salud de los animales de granja, mejoran el
rendimiento reproductivo y la funcion inmunologica y homeostatica (Nedelkov et al.,
2020). Varios estudios relacionan la ausencia del consumo de Se con desarrollo y
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crecimiento; y con problemas reproductivos y metabdlicos, especialmente en
rumiantes (Meyer et al., 2014; Wang et al., 2019).

La produccidén agricola y ganadera son los principales contribuyentes en las
emisiones antropogénicas de gases-de fecto invernadero (GEIl) a la atmésfera
(Mgller et al., 2022). Las emisiones de GEI como diéxido de carbono (COz) y metano
(CH4) son compuestos que inciden directamente en el cambio climatico; porque
estas moléculas pueden absorber la energia radiante que llega a la tierra (Espino-
Garcia et al., 2020). Las principales fuentes antropogénicas de GEI provienen del
sector agricola, ya que los rumiantes emiten 100 millones de toneladas de CHa, lo
gue representa aproximadamente el 20% de las emisiones totales al afio (Duin et
al., 2016). El CHa4 es uno de los tres principales gases de efecto invernadero junto
con el COz, siendo este ultimo el segundo GEI antropogénico mas importante en
términos de potencial de calentamiento global (Kumari et al., 2020). La emisién de
CHa4 en rumiantes esté influenciada por la fermentacion del alimento en el rumen,
que depende de la composicion de la dieta (granos y forrajes), la tasa de
digestibilidad del alimento, el procesamiento previo y la frecuencia de alimentacion.
En términos de energia, la emision de CH4 representa una pérdida, y en términos
ambientales favorece la degradacion de la capa de ozono y el calentamiento global
(Alemu et al., 2011; Caslavova et al., 2019).

Se han desarrollado diferentes estrategias para disminuir la produccion de CH4 en
rumiantes como el uso de vacunas, seleccién genética y nutricion animal. Debido a
lo anterior, estudios centrados en las nanotecnologias, como el desarrollo de
nanoparticulas (NPs) y su aplicacién en plantas de cultivo han incrementado. Las
NPs tienen diferentes propiedades fisicoquimicas en comparacion con los
macromateriales. En medicina, las NP de Selenio (NPs de Se) se utilizan como
agentes antibacterianos, antioxidantes y anticancerigenos. Su uso en agricultura ha
mostrado una amplia gama de ventajas potenciales como agentes antimicrobianos,
promotores de crecimiento, biofortificacion de cultivos y nutracéuticos, ademas de
mostrar menor toxicidad en plantas que el uso de otras formas inorganicas de Se,
lo que los convierte en una alternativa (Formagio et al., 2014; Feng et al., 2015). Por

ello, en este proyecto se evalud el efecto de la aplicacion foliar de NPs de Se-en
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Festuca arundinacea sobre las caracteristicas fenoldgicas, composicion
fisicoquimica,- compuestos bioactivos (Fenoles, flavonoides y taninos), actividad
antioxidante y translocacion de selenio, ademas de evaluar la digestibilidad in vitro
para identificar el comportamiento especifico de los parametros de fermentaciéon
ruminal de F. arundinacea Schereb. y cuantificar la produccion de-gas total y CH4
asi como la liberacion de compuestos bioactivos (fenoles, flavonoides, taninos) de

forrajes enriquecidos con 0, 1,5, 3,0 y 4,5 ppm de NPs de Se.
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2. JUSTIFICACION

Los forrajes son la columna vertebral de la agricultura sostenible y contribuyen en
gran medida a la economia mundial ya que se estima que la superficie de pastizales
es el doble que la de las tierras de cultivo. Las gramineas forrajeras ocupan mas
superficie terrestre que cualquier otro cultivo y tienen un valor incalculable para la
alimentacion del ganado, especialmente de los rumiantes (Chen et al., 2003). En la
nutricion animal, los minerales constituyen un factor fundamental de los nutrientes
requeridos, tal es el caso en los rumiantes, los cuales desde hace muchos afios han
sido objeto de distintas investigaciones, en especial los macrominerales (Ca, P, Mg,
Ky Na) y algunos oligoelementos como el Cu, Co, |, Zny Se (Underwood, 2012). El
selenio (Se) es un oligoelemento importante para las funciones biol6gicas, donde
se requieren de 40 a 700 ug por dia, es decir el Se es un componente estructural
de mas de 30 selenoproteinas siendo un mineral involucrado en distintos procesos
bioquimicos para la vida. De acuerdo con lo anterior, el Se en micro cantidades tiene
funciones muy importantes, por lo que la deficiencia de este elemento en los
animales esta asociado a distintas alteraciones en el organismo, tal como
decrementos en fertilidad, abortos durante la gestacion, retencién de placenta y
debilidad neonatal. (Bribiesca, J., Casas, R., & Pérez, A., 2018). Por lo tanto, el
suplemento de Se en rumiantes es de suma importancia ya que el ciclo de Se en la
cadena alimenticia de los animales terrestres comienza desde el suelo e influye en
el desarrollo de las plantas. La principal fuente de Se para las plantas es el suelo y
se transfiere a los animales que las consumen, por lo que la concentracion de Se
suelo y plantas varia significativamente (Surai & Taylor., 2008). La intervencién
agricola que mejora los niveles de Se en las plantas cultivadas se ha definido como
biofortificacién, considerada como una estrategia complementaria para mejorar la
nutricion humana y animal (Bamberg et al., 2019). Si bien, la incorporacién de Se
de forma edafica es una alternativa, varios factores influyen en la acumulacion de
Se en las plantas, incluida la concentracion, tipo de Se, pH, potencial redox,
concentracion de iones competidores en el suelo, ademas de los factores vegetales
(actividad transportadora de la membrana o los mecanismos de translocacion) que

intervienen en la tasa de absorcidn del elemento en la planta (Kikkert & Berkelaar,
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2013). Dentro de la veterinaria y la zootecnia, el interés por reducir las deficiencias
de Se en rumiantes ha consistido en suministrar Se en sus dietas en forma de sales
inorganicas, como el selenito de sodio y el selenato de sodio. Sin embargo, algunos
estudios han demostrado que el Se inorganico no se trasloca adecuadamente, a
diferencia del Se organico que presenta una mayor asimilacion en estos animales
(Kumar et al., 2009)

Esta investigacion puede en primera instancia, promover la biofortificacion foliar de
los cultivos con nanoparticulas (NP) de Se para enriquecerlos con este
oligoelemento para evitar las problematicas que generan en el ganado por la
ausencia de este elemento. Ademas, con base a la literatura, utilizar la
biofortificacion foliar con NP para obtener los beneficios que este oligoelemento
puede generar a nivel fenoldgico y fisicoquimico en los cultivos como el desarrollo
de raiz y hojas, ademas de la sintesis de algunos compuestos con actividad
antioxidantes. Por otra parte, los resultados de este estudio en la evaluacion de la
digestibilidad in vitro de Festuca enriquecido con NP de Se pueden mejorar su

rendimiento y las variables de fermentacion.
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3. MARCO TEORICO
3.1 Rumiantes

Los rumiantes son animales que comprenden alrededor de 250 especies
distribuidas por todo el mundo en forma domesticada y salvaje, se encuentran en
grandes pastizales y se trasladan a distintos lugares en busca de nuevos y frescos
pastos. Muchas especies de este grupo tienen cuernos y no poseen caninos ni
incisivos superiores (SIAP, 2017). Los rumiantes se caracterizan por su capacidad
para alimentarse de pastos y forrajes, ya que pueden degradar los hidratos de
carbono estructurales, como celulosa, hemicelulosa y pectina, muy poco digestibles
para especies no-rumiantes o de estomago simple (Gutiérrez, 2015)

3.2 Fisiologia animal

Los mamiferos clasificados como rumiantes se caracterizan por la adaptacion
morfofisiologia de su sistema digestivo fraccionado en cuatro compartimentos (Fig.

1): 1) reticulo, 1) rumen, Ill) omaso y IV) abomaso (Resende Jr et al., 2019).

Cada uno de esos compartimentos que conforman al sistema digestivo del rumiante
tienen funciones especificas, tal es el caso del abomaso el cual tiene la funcién de
liberar hidrolasas digestivas, similar al estbmago de un monogastrico. Por otra parte,
los rumiantes tienen la capacidad de alimentarse de materia vegetal como los
pastos y los forrajes, alimentos conformados por polisacaridos estructurales tales
como la celulosa, hemicelulosa y pectina. La degradacion de estos compuestos se
realiza gracias a los microorganismos presentes a la digestion fermentativa la cual

se lleva en el rumen del animal (Wallace et al., 2017).
3.2.1 Reticulo

Dentro del aparato digestivo de los rumiantes encontramos al reticulo (red o
redecilla). Recibe este nombre debido a la disposicion en forma de red de los
pliegues de su mucosa. Esta situado cranealmente y se encuentra en contacto con
el diafragma. Comunica con el rumen a través del pliegue reticulo-ruminal, lo que

los convierte en una Unica unidad funcional (Lozano, 2017).
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3.2.2 Rumen

El rumen es un gran saco anoxico el cual presenta un caso especifico de
mutualismo entre el animal y los microorganismos intestinales presentes. La
digestion del rumen alberga grandes poblaciones de protozoos y bacterias, las
primeras son las mas importantes y su concentracion puede llegar a cien mil
millones por centimetro cubico (Castillo et al., 2014). La concentracion y el tipo de
bacterias depende de la dieta pues si bien estdn presentes siempre, el porcentaje
en que se halla cada una de las especies es muy variable.

El ecosistema ruminal esta formado por tres grupos: |) bacterias, su concentracion
es de 1 x 10° a 1 x 10**mL™? de liquido ruminal, Il) protozoarios ciliados, con una
concentracion la cual oscila entre 1 x 10* y 1 x 108 mL* de liquido ruminal y Il1)
hongos, con una concentracién de 1 x 102 a 1 x 10°mL -* de liquido ruminal (Arias et
a., 2020).

De acuerdo con lo anterior, el rumen proporciona un ambiente estable anaerobio
con temperatura promedio de 39 °C y pH de 6.7 (Mizrahi et al., 2021). La ausencia
de aire (oxigeno) en el rumen favorece el crecimiento de especies especificas de
bacterias, entre ellos las que pueden digerir las paredes de las células de plantas
(celulosa) para producir azucares sencillos (glucosa). Los microorganismos
fermentan glucosa para obtener la energia para crecer y ellos producen &cidos
grasos volatiles (AGV) como los productos finales de fermentacién (Aydin et al.,
2017). Los AGV cruzan las paredes del rumen y sirven como fuentes de energia
para los rumiantes tales como los bovinos y otros animales como ovejas y cabras,
cuyas dietas estdn compuestas principalmente de materia vegetal (Li, Sengupta &
Haniga, 2019). Los rumiantes son facilmente identificados por la rumia, aun cuando
no ingieren alimentos. Esta accion es parte del proceso que permite al rumiante
obtener energia de las paredes de las células de las plantas, también llamada fibra
(Vargas, 2019)
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3.2.3 Omaso

Es una estructura de forma esférica, la cual se ubica a la derecha de la red y posee
forma esférica. Se comunica con la red por el esfinter reticulo-omasal y esta
conformado por dos partes claramente diferenciadas, las cuales se pueden definir
como el cuerpo el cual esta conformado por un numero variable de hojas o ldminas
que dirigen su borde libre hacia el canal del omaso y el canal omasal. Este Ultimo
comunica con la red a través del esfinter reticulo-omasal y con el abomaso por

esfinter omaso-abomasal (Lozano, 2017).

3.2.4 Abomaso

El abomaso se ubica a la derecha y ventralmente en la cavidad abdominal, tiene
forma de saco alargado con un extremo ciego denominado fundus y un extremo
pilérico que desemboca en el duodeno. La mucosa es de tipo glandular y en el

fundus presenta pliegues que aumentan su superficie (Relling & Mattioli, 2003).

: Saco ciego dorsal del rumen
. i Intestino Rumen : Omaso
i Reticulo

Abomaso

Saco ciego
i ventral del rumen

Fig. 1. Aparato digestivo de los rumiantes
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3.3 Fermentacién anaerobia del rumen

Los rumiantes emiten CH4 y CO2 a la atmdsfera, principalmente a partir de la
fermentacion de carbohidratos solubles y estructurales (Teklebrhan et al.,
2020). Estos gases de efecto invernadero (GEI) favorecen el cambio climatico y su
concentracion cada vez mayor en la atmosfera también acelera el calentamiento
global (Olesen et al., 2006). EI CH4 es uno de los tres principales gases de efecto
invernadero, junto con el COz, su potencial de calentamiento global es 25 veces
mayor que el del CO2z (Broucek, 2014). Por ello, se han desarrollado diversas
estrategias para reducir su emisién, como el uso de modificadores metabdlicos, la
adicion de aceites esenciales y compuestos bioactivos de leguminosas tropicales,
entre otros. Sin embargo, las metodologias validadas para medir con mayor
precision las emisiones de GEI de los rumiantes suelen disminuir el consumo de
materia seca (Sanchez et al., 2018). El Panel Intergubernamental sobre Cambio
Climatico sugiere el uso de sus directrices para estimar la emision de CH4 de la
fermentacién entérica en rumiantes, y recomienda generar factores de emision
teniendo en cuenta la composicion quimica del sustrato y sus productos de
fermentacién para aumentar la precision. La digestion anaerébica y la técnica de
produccion de gas in vitro se han utilizado ampliamente para evaluar la degradacion
de sustratos y productos de fermentacion. Por lo tanto, estas técnicas también
pueden utilizarse para generar factores de emision de GEI y pueden ser otra

alternativa frente al calentamiento global.

3.3.1 Sintesis de acidos grasos volatiles en rumiantes

Los carbohidratos mas abundantes en la dieta de los rumiantes son los
polisacéaridos (Celulosa, hemicelulosa, pectinas, fructanas y almidones), sin olvidar
la importancia de las proteinas en su dieta, siendo estas macromoléculas aquellas
gue pueden contribuir a la produccién de acidos grasos volatiles al igual que la

hidrolisis de las grasas las cuales liberan el glicerol que también da origen a los
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acidos grasos volétiles (AGV). (El-Shazly, 19522; Manaha, 1964; Pérez, 2006;
Araiza et al., 2022).

3.3.1.1 Acido acético

Las reacciones fosfoclasticas son las predominantes para la sintesis de este acido,
dichas reacciones consisten en las que el &cido piravico es convertido en fosfato de
acetilo y &cido férmico o hidrogeno y CO2. Los hidrégenos que se liberan durante el
proceso oxidativo son utilizados por los diferentes microorganismos presentes como

las propionibacterias que al oxidar el &cido piravico.

3.3.1.2 Acido propi6nico

Este acido se origina a partir del acido piravico o del lactico en el rumen, el cual
puede seguir dos rutas diferentes, si bien las dos rutas son funcionales, una de ellas
se manifiesta predominante y se lleva a cabo con la formacion de oxaloacetato y

succinato. La segunda ruta requiere de compuestos como la sintesis de acrilato y

es manifestada en el rumen cuando los animales en su dieta carecen de azufre.

3.3.1.3 Acido butirico

En el rumen del animal puede sintetizase este acido graso a partir de acido acético
o de sustancias capaces de formar acetil-CoA, como el acido piravico.
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Fig. 2. Sintesis de acidos grasos volatiles a partir de monosacéridos en el rumen.

3.4 Emisiones de gases de efecto invernadero

La ganaderia se enfrenta al reto de satisfacer la demanda de alimentos debido al
crecimiento de la poblacion mundial, cuyas previsiones son cerca de 10 mil millones
de personas en 2050 (FAO, 2017).

Las expectativas para cumplir con este reto son altas, pero para ello se requiere una
produccién ganadera mas eficiente y con menos emisiones contaminantes, tanto de
gases de efecto invernadero como de sustancias que contaminen suelos y aguas.
En cuanto a los gases de efecto invernadero, el CHs4 tiene un potencial de
calentamiento entre 23 y 25 veces superior al CO2 y una vida media en la atmdsfera
que oscila entre 10 y 20 afios. Ademas, este gas supone una pérdida de hasta el 12
% de la energia ingerida por los rumiantes (Gerber et al., 2013) a través del CH4

entérico (94 %). Por ello, se buscan estrategias para manipular la fermentacién
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entérica y reducir las emisiones de CHa sin perjudicar la cantidad y calidad de los

productos pecuarios (Carro et al., 2018).

3.4.1 Produccion de metano en el rumen

La mayor produccion de CHas entérico se genera en el rumen (85-95 %), el resto en
el intestino grueso del animal. El CH4 es producido por las arqueas metanogénicas
y se forma a partir de los productos resultantes de la fermentacion de la materia
organica de los alimentos (Carro et al., 2018). La mayoria de las arqueas genera
CH4 a partir de CO2 e hidrégeno, siendo minoritarias las que producen CHa4 por
reduccion del acido acético (CHs COOH — CHa4 + CO2). Por otra parte, la dieta del
rumiante es muy importante debido a que los &cidos grasos libres, especificamente
los insaturados, demuestran tener un efecto inhibidor sobre las arqueas, protozoos
y algunas especies bacterianas, especialmente las bacterias fibroliticas, por lo que
niveles altos de grasa en la dieta reducen la produccion de CHs y la digestibilidad
de la fibra. La accién negativa de los acidos grasos libres suele ser mayor con dietas
concentradas que con dietas forrajeras, ya que provocan un bajo pH ruminal
(Vargas et al., 2012).

3.5 Pastos y forrajes

En el trépico de México, la ganaderia se realiza principalmente bajo pastoreo de
gramineas nativas y gramineas introducidas. La asociacion de gramineas y
leguminosas mejoran el desempefio del ganado y la productividad del potrero. Un
forraje se define como cualquier graminea o leguminosa cosechadas para ser
suministradas como alimento a los animales, sea verde, seco o0 procesado los
cuales pueden tener distintas caracteristicas nutricionales (heno, ensilaje, rastrojo)
(Marmol, 2006; INATEC, 2016).
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Fig. 3. Composicion quimica de los forrajes.

3.5.1 Festuca arundinacea Schreber

El pasto Festuca arundinacea Schereb es una planta perenne de 45 a 180 cm, la
cual se caracteriza por tener hojas con limbo plano y nervios salientes, y pueden
alcanzar hasta 1 cm de anchura. Presenta una inflorescencia en panicula, erecta o
también curvada. El Festuca presenta una gran adaptacion a las condiciones
climaticas y edéficas adversas ya que presenta buena tolerancia al frio, calory a la
sequia. Se desarrolla mejor en sustratos calizos y arcillosos, con poca exigencia en
fertilidad

El Festuca arundinacea presenta caracteristicas que lo hacen de interés forrajero.
El rendimiento promedio es de 10 ton MS/ha/afio. Entre las gramineas perennes,
Festuca arundinacea presenta un mayor crecimiento primaveral, produce en verano

y rebrota en otofio
3.6 Nanotecnologia

La nanotecnologia (NT) es un area de investigacion cientifica multidisciplinaria que
trabaja basicamente en el disefio, caracterizacion, fabricacion y aplicacion de
estructuras y constituyentes, y se crea mediante la manipulacion controlada del

tamafio y la forma a escala nanométrica (atomo y molecular, menos de 100 nm)
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produciendo estructuras, componentes y sistemas con al menos una caracteristica
0 caracteristicas nuevas o propiedades superiores (Mydin et al., 2020; Hulla et al.,
2015). La palabra nanotecnologia fue utilizada por primera vez en 1974, por el
profesor de la universidad de ciencias en Tokyo, Norio Taniguchi, con el objetivo de
explicar la técnica de produccion de materiales en tamafios nanometricos, donde se
involucran procesos de separacion, consolidacion y deformacién de los materiales
con la ayuda de un atomo o solo una molécula (Risk, 2014). La NT ha evolucionado
a través del tiempo mediante la aportacion interdisciplinaria de ideas y propuestas
emanadas de la biologia, quimica, fisica, ingenieria y la medicina; donde se
conjuntan estrategias que estan permitiendo disefiar, sintetizar y fabricar materiales
(Lira et al., 2018). El interés sobre especies quimicas de tamafio nanométrico es
una de las areas de trabajo mas importantes de la investigacion en quimica debido,
fundamentalmente, a la gran variedad de nuevas propiedades y potenciales
aplicaciones que se pueden explotar en diversos campos (Oroz, 2009). Esta escala
de tamafo corresponde las denominadas nanoparticulas, estructuras con
dimensiones similares en tamafio a muchas moléculas bioldgicas, pueden ser
de metales, de Oxidos metalicos, compuestos organicos o metaloides con
propiedades bioldgicas, cataliticas, etc. que, en general, se relacionan con el
tamafio y la forma de los nuevos materiales y pueden ser interesantes desde el
punto de vista de su aplicacién practica, las cuales han demostrado ser de gran
utilidad en aplicaciones relacionadas con la salud, la tecnologia, la alimentacion,

medioambiente o en la agricultura (Moreno, 2022)

3.6.1 Clasificacion de la nanotecnologia

La nanotecnologia (NT) se divide en dos tipificaciones, segun la técnica de
aplicaciéon: 1) Técnicas de arriba hacia abajo (Top-down) y 2) técnicas de abajo
hacia arriba (Bottom up) (Zanella, 2012). En el caso de la NT Top-down, se trata de

disefiar y miniaturizar el tamafio de estructuras para obtener a nanoescala sistemas
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funcionales. Por otra parte, en el caso de la NT Bottom-up, se centra en la
construccion de estructuras y objetos mas grandes a partir de sus componentes
atomicos y moleculares. El tipo Bottom-up es acogida como el enfoque principal de
la NT ya que permite que la materia pueda controlarse de manera extremadamente
precisa (Quintili. 2002).

3.6.2 Diversos productos en nanotecnologias

Con el avance de la ciencia y el desarrollo de nuevas investigaciones en las distintas
areas de estudio, surge la versatilidad de implementar la NT en las distintas areas.
Esto posibilité el desarrollo de diversos nanomateriales, nanoparticulas y diversas
hipétesis futuristicas, que cada dia dejan de ser hipotéticas. Debido a lo anterior,
estos estudios tienen como resultado grandes beneficios a la sociedad, a la industria
y al medio ambiente. Existen diversos campos de aplicacion de la NT los cuales
dependeran directamente de la forma, procedimiento y fin para lo que se da la
manipulacion de la materia en la escala nano. Estos materiales utilizados son
llamados nanomateriales, los cuales pueden obtenerse del medio ambiente con sus
caracteristicas naturales o pueden ser generados de forma sintética a los cuales se
les atribuye caracteristicas especiales.

3.6.2.1 Nanoalambres:

Se definen como nanoestructuras en forma de filamento, los cuales son
considerados semiconductores nanoestructurados cuyas propiedades resultantes
mejoran el desempefio en comparacion con el sustrato original Los nanoalambres
pueden estar recubiertos de receptores bioldgicos especificos a determinado tipo
de microorganismos y/o sustancias que al encontrarse inmerso en un medio celular
puede variar su conductividad eléctrica al reconocer el agente de acuerdo al tipo de

receptores en su superficie (Lira et al., 2018; Gutiérrez, 2022)

3.6.2.2 Nanobombas

Son conglomeraciones de nanotubos de carbono recubiertos de anticuerpos a

escala nanomeétrica, que una vez expuestos a la luz y al calor resultante, son
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incapaces de disipar la energia concentrada y se produce una especie de explosion
(Quintili, 2012).

3.6.2.3 Nanotransportadores

Son estructuras biocompatibles para aplicaciones biomédicas y biotecnolégicas. Lo
que facilita la capacidad de dirigir con precision un farmaco a la localizacion deseada
en el cuerpo, tal como la de 6rganos particulares o células especificas (Serrano,
2018).

3.6.2.4 Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NP) se consideran los componentes basicos de la NT y se
refieren a particulas con al menos una dimension < 100 nm (Kreylin et al., 2010).
Los suelos son un depdsito de muchas NP naturales y de ingenieria prevenientes
de muchas aplicaciones industriales y ambientales, y esto ha originado discusiones
sobre su efecto en los sistemas bioldgicos, especialmente en la salud humana y
sobre su papel en los procesos geoquimicos o en la agricultura (Smith, 2007;
Medina et al., 2019)
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3.7 Aplicaciones de nanoparticulas en la agricultura

La ciencia aplicada en los sistemas agricolas presenta una serie de adversidades y
de una gran gama de desafios como bajo rendimiento de los cultivos, baja eficiencia
en el uso de macro y micronutrientes, la deficiente materia organica del suelo,
carencias multinutricionales, cambio climatico, reduccion de la disponibilidad de
tierras cultivables, asi como la escasez de agua y mano de obra para el campo
(Smith, 2007). Respecto al sector agricola, diversos experimentos se han realizado
para conocer el tamafio optimo, forma y concentracion de las NP para que sean
aplicadas a las plantas tratando de mejorar su penetracion y translocacién vascular
por los haces vasculares del xilema y floema.

El uso de concentraciones o dosis menores a 5 ppm de NP pueden promover mayor
crecimiento de las plantas. El tamafio de las NP es un factor relevante el cual
interviene en la accion de su penetracién y translocacién en el interior de los tejidos
vegetales, por lo tanto, a mayor tamafio de NP menor sera la penetracion en el
sistema vascular en las plantas cuando se utilizan técnicas de aspersion foliar
(Adhikari, Kundu & Rao, 2016). Las NP pueden penetrar los tejidos vegetales

cuando se aplican sobre las hojas de las plantas en forma de aerosol o aspersion.

Existe evidencia que 14.7% del nanomaterial aplicado a las plantas se pierde al usar
la técnica de aspersién o aerosol, en comparacion con la pérdida de 32.5% o mas
con los productos agricolas convencionales aplicados de manera tradicional. La
aspersion foliar para el uso y manipulaciéon de los materiales en una escala nano
pueden penetrar facilmente al interior de las plantas mediante la apertura de los
estomas, los cuales tiene tamafios micrométricos fluctuando en el rango de 10 um
a 60 ym (Hawthorne et al., 2014; Fricker & Wilmer, 2012).
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3.8 Selenio y nanoparticulas de Selenio

El Se es un oligoelemento traza escaso en la corteza terrestre de origen volcanico
que se encuentra en los terrenos arcillosos. Es un subproducto de la fabricacion
industrial del azufre y del acido sulfarico. Quimicamente forma con el hidrégeno y el
oxigeno los mismos compuestos que el azufre H2SeO4, H2SeOs, H2Se, SeO2. Puede
también ocupar el lugar del azufre en ciertos aminoacidos (cistina, metionina)
(Acosta, 2007). El Se es un elemento que se encuentra en forma constante, pero
en pequefias cantidades en los tejidos animales. Investigaciones de tipo bioquimico,
ubican el Se como uno de los micronutrientes esenciales para los animales y muy
importante para la nutricibn animal (Bentancur et al., 2015). El Se es importante
debido a que es esencial para formar proteinas y ser cofactor de enzimas
antioxidantes como glutation peroxidasa (GPX), la cual tiene como funcion reducir
las especies reactivas al oxigeno (ERO). La carencia de Se en los mamiferos
provoca deficiencias fisioldgicas y nutricionales ademas de patologias ya que el Se
forma al menos 25 selenoproteinas que cumplen funciones antioxidantes,
antivirales y antitumorales (Gardufio et al., 2018; Gaucin et al., 2021). La sintesis y
aplicacion de NP de Se presenta varias ventajas, incluida la estabilidad quimica, la
biocompatibilidad, la baja toxicidad, aumentar la bioactividad, mejorar la orientacion

y proporcionar medios versatiles para controlar el perfil de liberacion
3.9 Biofortificacion de NP en plantas

El proceso de aumentar el valor nutricional de los cultivos alimentarios al
incrementar el contenido de vitaminas y minerales; esta accion es denominada
como biofortificacion agronémica. La biofortificacion implica la aplicacion de
distintos minerales o nutrientes de forma foliar o edafico, aprovechando el manejo
de la planta, sus caracteristicas, y los factores del suelo para obtener un mayor

contenido de micronutrientes clave en la porcion comestible (Latina & Caribe, 2019)
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3.9.1 Biofortificacién de plantas con nanoparticulas de selenio

La importancia del Se en la nutricion vegetal se conoce desde hace mucho tiempo.
Cada vez hay mas formas de usar NP de Se (Lo definiste asi en la pagina anterior)
en el campo de la agricultura, forma edéfica (adicion de Se al suelo), el cultivo
hidroponico y foliar en las plantas. Las plantas pueden beneficiarse del uso de NP
de Se en una variedad de aplicaciones, que incluyen (1) cuidado y manejo de plagas
y enfermedades provocadas por microorganismos infecciosos como bacterias y
hongos, (2) como oligoelementos casi esenciales, a través de la promocion de las
vias bioquimicas de las plantas y, por lo tanto, refinando el progreso, el rendimiento
y el valor nutricional de los cultivos, (3) biofortificando las cosechas usando Se para
aumentar su contenido, (4) aliviando el estrés abidtico y (5) aumentar la calidad
nutracéutica de los alimentos consumibles (Garza et al., 2021).

3.9.2 Absorcion de NP de Se en las plantas

En relacion con la fitocaptacion de NP de Se y su translocacion, la determinacion
de la seguridad y la toxicidad de las NP provoca una comprensién profunda de su
absorcion en las plantas. Existen diferentes formas de que la planta capte este
oligoelemento en forma de NP. Un mecanismo de absorcion de las NP de Se ocurre
a través de la pared celular y penetracion de la membrana plasmatica. Solo las NP
con tamafios menores a los 100 nm pueden ingresar por los distintos poros
(estomas) y atravesar la pared celular con éxito. La pared celular de la planta actia
como una barrera, evitando la entrada de sustancias o materias externas, incluidas
las NP, en las paredes celulares de la planta. (Hu et al.,2018; Carpita et al., 1979)
Se ha demostrado que las NP pueden adherirse a superficies como a las raices de
las plantas y podrian influir en la absorcién quimica y fisica en las plantas (Hu et
al.,2018). Una de las explicaciones que mayor solidez cientifica demuestra es la
translocacion de los nanomateriales los cuales pueden moverse intracelular y
extracelularmente entre los tejidos vegetales hasta llegar al xilema (Rajaee et al.,

2020). Una vez que las NP estan dentro del sistema vascular de la planta, podran
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transportarse a las partes aéreas junto con la transpiracion del agua de la planta y

el flujo nutricional en la transmisidén de nutrientes.
3.10 Uso de nanoelementos en Nutricién animal

La NT También hay muchos dobles espacios entre palabras en este y el siguiente
parrafo) y sus aplicaciones tiene la capacidad de revolucionar la produccion
agropecuaria. Esta tecnologia ha tenido diversas aplicaciones en produccion
animal, donde incluyen el uso de nuevas herramientas moleculares y celulares para
la reproduccion animal, preservacion de la identidad del animal desde el nacimiento
hasta la mesa del consumidor (“trazabilidad”), bioseguridad de los alimentos de
origen animal, mejor comprensiéon de los fendmenos que rigen la nutricion animal
desde la ingestion de la dieta hasta la captacion y utilizacién de los nutrientes y otras
(Scott, 2007).

En la nutricion animal al igual que en otras areas es posible aplicar la NT, con el
objetivo de obtener informacion de un nutriente 0 componente bioactivo y su
liberacion en sitios especificos de accion, mayor disponibilidad, mantenimiento de
niveles adecuados por periodos mas largo de tiempo, mayor aprovechamiento del
alimento (Ross et al., 2004). Los minerales son uno de los suplementos mas
ampliamente utilizados en nutricion animal; sin embargo, la forma en la cual se
encuentran dichos minerales influye en la biodisponibilidad de los mismos, por lo
gue si son de baja biodisponibilidad, el animal no los aprovechara correctamente y
se eliminaran. Un ejemplo es el Selenio (Se) un oligoelemento esencial con un
margen estrecho entre los efectosbenéficos y tdéxicos. Recientemente el
nanoselenio ha atraido la atencion de muchos investigadores debido a su elevada
biodisponibilidad y baja toxicidad, porque las particulas nanométricas exhiben
caracteristicas novedosas, tales como una mayor superficie de contacto, y elevada

actividad superficial, una gran capacidad de absorcion y baja toxicidad.
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4. OBJETIVOS E HIPOTESIS

4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de las NPs de selenio en las caracteristicas fisicoquimicas,

fisiologicas y morfoldégicas de un forraje (Festuca arundinacea) asi como en su

fermentacion in vitro .

4.2 Objetivos especificos

Conocer el efecto de la fertilizacion foliar con NP de Se en los parametros
fenoldgicos (tamafio de raiz, longitud del pasto y produccién de biomasa) del

pasto Festuca arundinacea Schreber.

Analizar las caracteristicas fisicoquimicas del pasto Festuca arundinacea
Schreber biofortificaado con NP de Se y su impacto en sus caracteristicas

nutricionales a través de los métodos analiticos de la AOAC.

Evaluar el contenido de compuestos fendlicos (fenoles, flavonoides y taninos)
en pasto Festuca arundinacea Schreber biofortificado con distintas
concentraciones de NP de Se para determinar la capacidad antioxidante por
los métodos de ABTS y DPPH.

Evaluar la traslocacion de Se en pasto Festuca arundinacea Schreber
biofortificado foliarmente con NP de Se para determinar su concentracion de
Se.

Evaluar la digestibilidad in vitro del pasto Festuca arundinacea Schreber

bioortificado foliarmente con NP de Se y su efecto en la produccion de gas y

variables fermentativas
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4.3 Hipotesis

La biofortificacion foliar de nanoparticulas de selenio en Festuca arundinacea
Schreber mejora sus propiedades fisicoquimicas y fenolégicas generando un
impacto positivo en su desarrollo, sin efectos negativos durante su fermentacién in

vitro.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Ubicacion del experimento

El experimento se realizé bajo condiciones controladas en un invernadero cubierto
de polietileno localizado en el Instituto de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Auténoma del Estado de Hidalgo ubicado geogréficamente entre los paralelos
20°03"37 " latitud Norte y 98°22°55 " longitud Oeste.

5.2 Obtencidn de la semilla Festuca arundinacea Schreber y nanoparticulas
de Selenio

La semilla de pasto Festuca arundinacea Schreber se adquirio del Instituto Nacional
de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP-Celaya, México). La
pureza fue del 99.5 % y la capacidad de germinacion del 98%. Las Nanoparticulas
de Selenio con un tamafio <50 nm se adquirieron en la empresa ID-nano

Investigacion y Desarrollo de Nanomateriales, S.A de C.V (Tabla 1).

Tabla SEQ Tabla \* ARABIC 1. Caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticulas de selenio
utilizadas para la fertilizacion foliar del pasto (Festuca arundinacea Schreb.) en un experimento de
invernadero de 90 dias e

Formula quimica Se

Color Gris

Densidad (g/cm3) 4.81

Peso molecular 78.96 U

Punto de fusidn 960.8 °C

Punto de ebullicién 222.12°C

Propiedades magnéticas Débilmente ferromagnético
Tamafio de particula <100 nm

Morfologia Esféricas

35



5.3 Germinacion y método de siembra

Para la germinacion de la semilla de Festuca arundinacea se utilizé suelo del
Instituto de Ciencias Agricolas de la Universidad Autbnoma del Estado de Hidalgo
(Estado de Hidalgo, México) de las areas de cultivos rotados. Las coordenadas
geograficas fueron latitud norte 20°04'53" y latitud oeste 98°22'07" del meridiano de
Greenwich. Segun el sistema de clasificacion de suelos de la FAO/UNESCO, el
suelo es feozem haplico con pH 7.54 y conductividad electrolitica de 5.3 dS/m,
capacidad de retencién de agua (WHC) de 625.01 g/kg-1, 3.6 g C kg ~* de carbono
organico y 0,21 g N kg ! de N inorganico. La temperatura durante el experimento
fue 25 a 28 °C durante el diay 16 a 19 °C por la noche en el periodo de mayo a
septiembre de 2020. La densidad de siembra fue 40 kg/ha mediante boleadora

manual y se realizé por triplicado.

5.4 Aplicacion foliar de las nanoparticulas de Selenio

La biofortificacion con NPs de Se en el pasto Festuca arundinacea Schreb se realizo
mediante aplicacion foliar siguiendo la metodologia propuesta por Lépez-Vargas
(2018), utilizando 0, 1.5, 3.0 y 4.5 ppm. La aplicacion se realizé 21 dias después de
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la germinacion de la semilla, y se establecieron tres tiempos de cosecha durante 90

dias.

5.5 Anélisis morfolégicos en pasto Festuca arundinacea Schreber

En 10 plantulas por repeticion para cada tratamiento se midi6 el tamafio de raiz y
longitud del pasto con un vernier digital de precision métrica. Posteriormente se
cosechdé y la biomasa verde se pesé con una balanza Ohaus Scout® (2,200

precision 0.01 g).

5.6 Acondicionamiento de la muestra

La biomasa verde se deshidratdé en una estufa de secado con flujo de aire a una
temperatura maxima 60°C por un periodo de 72 horas. Posteriormente se molieron
(pulverizador de turbina (Pulverizador Weg, México) y pasaron a través de malla de
2 mmg. Las muestras fueron almacenadas en oscuridad y en bolsas de plastico

herméticas hasta sus posteriores analisis.

5.7 Caracterizacion fisicoquimica del pasto Festuca arundinacea Schreber

5.7.1 Humedad

La determinacion de humedad se realiz6 mediante el método gravimétrico de
secado por estufa que consiste en pesar 5 g de muestra en una pequefia charola
de aluminio a peso constante. Las muestras se colocaron en horno de secado
(CRAFT®- HFA-1000 DP) a 120 °C por 8 h. Posteriormente, se colocaron en un
desecador por 30 min y finalmente se pesaron. (AOAC, 2000). Los resultados se

calcularon de acuerdo con la siguiente formula:

% Humedad=(B—A/PM)%100

Donde:
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B: Peso de la charola con la muestra
A: Peso de la charola con la muestra seca

PM: Peso de la muestra

5.7.2 Cenizas

Se utilizaron 5 g de muestra, se coloco en un crisol sobre un triangulo de porcelana
y un tripie de acero, luego se incineraron con un mechero. Posteriormente, los
crisoles se metieron en una mufla (FELISA®-FE-361) durante 4 h a 550 °C, luego
se colocaron en un desecador para enfriarse y después se pesaron (AOAC, 2000).

Los resultados se calcularon de acuerdo con la siguiente formula.

% de Cenizas=(B—A/PM)*100

Donde:

B: Peso del crisol con cenizas.
A: Peso del crisol vacio

PM: Peso de la muestra g

5.7.3 Proteina

Se utiliz6 el método MicroKjeldahl, la técnica se basa en la digestion de la materia
organica con H2S0a4 concentrado, CuSO4(H20)s y K2SO4, formando (NH,),SO, que
en exceso de NaOH libera NHs, el cual es destilado y captado en una solucion de
acido borico. Se utilizaron 0.5 g de muestra y se colocaron en un matraz Kjeldahl
donde se adicionaron 15 mL de H2SO4 concentrado y 5 g de mezcla digestora (20 g
de CuS04(H20)s5 y 200 g de K2SO4). Los matraces se colocaron en el Micro-Kjeldahl
(Buchi. Model b-426) y se digirieron durante tres horas. La digestion se realizé en
parrillas de calentamiento conectadas a una campana de extraccién de humos. A
partir de que la muestra digerida cambi6 de negro a verde se calentd por una hora.

Después se destilo con NaOH 25% [p/v], el destilado se captd en acido borico al 2%
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y se titul6 con H2SO4 al 0.1 N. para obtener la concentracion total de nitrdgeno

(AOAC, 2000). El porcentaje de nitrégeno se calcul6é usando la siguiente formula:

Vi—-V2«N*0.014
E 3

1
PM 00

% Nitrégeno =
Donde
V1: mL problema de H2SO4 gastado en la titulacion
V2: mL blanco de H2SO4 gastado
N: Normalidad del H2SOa4
PM: Peso de la muestra en g

% de Proteina: (% N )(6.38)

El 6.38 es el factor de conversion utilizado para determinar el contenido proteico en
forrajes y 0.014 corresponde a los miliequivalentes de N.

5.7.4 Extracto etéreo

Se utilizé 0.5 g de materia seca, y se sometio a una extraccion con éter de petroleo
o éter etilico, libre de peroxidos o mezcla de ambos. Se utilizé el método Soxhlet y
un sistema de extraccion Bichi, modelo BUL36681con vasos Bulchi y cartuchos de
celulosa en los que se colocaron las muestras secas . Los vasos se colocaron en el
sistema de extraccion de grasa afiadiendo 90 mL de solvente para lograr las
descargas correctamente por 4h consecutivas. Después del tiempo de extraccion
fueron retiradas las muestras del equipo y se dejaron por 1h en un desecador para
permitir la volatilizacién del solvente presente en las muestras (AOAC, 2000) Por

altimo, se calcul6 el porcentaje de grasa con la siguiente formula.

PM

Extracto etéreo = * 100
Donde:

B: Peso del vaso Blichi con grasa
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A: Peso del vaso vacio

PM: Peso muestra.

5.7.5 Fibra cruda

La fibra cruda es la pérdida de masa que corresponde a la incineracion del residuo
organico que queda después de la digestion con soluciones de &cido sulfurico e
hidréxido de sodio en condiciones especifica (AOAC, 2000). Para realizar este
analisis se utilizé el método gravimétrico y un determinador de fibra marca Labconco
modelo LAC300001-00. Las muestras de tallo y hoja encontradas en los cartuchos
de extraccion de grasa fueron colocados en vasos Berzelius, afiadiendo 200mL de
acido sulfurico (0.255N), se calent6 cada vaso en el aparato condensador y dej6
hervir por 30min, se filtré y lavo con agua caliente hasta pH neutro, el residuo fue
colocado en los vasos Berzelius, afladiendo 200mL de NaOH (0.313N) se dejo
hervir por 30min, se procedio a filtrar, adicionando 25mL de &cido sulfurico, 150mL
de agua destilada y 25mL de alcohol, se colocaron en los crisoles dejandolos secar
por 2h a 120°C en una estufa marca Craft, se registré el peso y posteriormente se
calcino a 530 °C durante 30 min en una mufla marca Felisa modelo 3510, se dejo
enfriar en un desecador y se pesé. Los resultados de fibra cruda se calcularon de

acuerdo con la siguiente formula:

) Peso crisol con muestra seca — Peso crisol con muestra calcinada
% Fibra = ( 1100
Peso real de la muestra

5.7.5.2 Fibra detergente neutro
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Se utilizaron bolsas ANKON (F57), con 0.5 g de muestra seca con tamafio de
particula de 2 mm la cual fue digerida por 75 minutos a 90 °C en solucién detergente
neutro (SDN); el cual se elabor6 con 30 g de lauril sulfato de sodio (C12H2sNaO4S);
18,61 g de EDTA sal disddica dihidratado; 6,81 g de borato de sodio (Naz2B407); 4,56
g de fosfato de sodio dibasico anhidro (Na2HPO4); 10 mL de trietilenglicol, en un L
de solucion. Posteriormente se colocaron 100 mL/bolsa, pH 6.9 y se adicionaron 4
mL de alfa amilasa bacteriana termoestable, actividad = 17.400 Unidades
Liqguefon/mL, y 20 g de sulfito de sodio anhidro por cada 24 bolsas. Las bolsas con
muestra digerida se lavaron con suficiente agua hasta eliminar la solucion de SDN,
luego se colocaron en un recipiente con acetona por 5 minutos. Se colocaron en un
desecador hasta eliminar el solvente y posteriormente se llevaron a 105 °C en una
estufa con flujo de aire por 4 horas para completar el secado; el residuo en la bolsa
es FDN (Van Soest, 1990).

5.7.5.3 Fibra detergente &cida

Las bolsas conteniendo FDN se digirieron durante 60 minutos a 90-100 °C en
solucion detergente acida (SDA); 20 g bromuro de cetil trimetilamonio (CTAB o
Cetrimida) y 27.7 ml acido sulftrico (H2SOs4) en un litro de solucién; 100 mL/bolsa
aproximadamente. Después de la digestion se lavaron las bolsas hasta pH neutro
en el agua de descarte. Se elimind el exceso de agua por presion manual y se
sumergieron durante tres minutos en acetona. Se eliminé el exceso de acetona por
presion y se dejaron secar a temperatura ambiente hasta su evaporacion; se
completé el secado a 105 °C durante 4 horas. Posteriormente, se removieron las
bolsas de la estufa de secado y enfriaron a temperatura ambiente. El residuo en la
bolsa de digestién es la FDA (Van Soest, 1990)

5.8 Extraccién de compuestos bioactivos del pasto Festuca arundinacea
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Se emple6 la metodologia propuesta por Mekam et al. (2019) con algunas
modificaciones. La extraccion de compuestos bioactivos se realizé agregando 10 g
de muestra seca y pulverizada y 40 mL de una solucion de etanol/agua (1:1) y se
dej6 macerar por 24 horas, con agitacion mecanica (75 rpm) en oscuridad, y se
centrifug6 a 18510 g por 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se almacend en tubos

de 10 mL a -70 °C en total oscuridad hasta su analisis.

5.9 Fenoles totales en pasto Festuca arundinacea

La determinacion de compuestos fendlicos totales en el extracto del forraje festuca
se realizd mediante el método descrito por Pham et al. (2017). Una alicuota de 100
ML del extracto se mezclé con 500 uL de reactivo de fenol Folin-Ciocalteu (diluido
1:10 con agua) y se dejo reposar durante 7 minutos a temperatura ambiente; se
agregaron 4 mL de solucion de bicarbonato de sodio al 7% a la mezcla y se dejo
reposar durante 120 minutos a temperatura ambiente. La absorbancia se midi6 a
760 nm. Se realiz6 una curva de calibracion (Fig. 3), se utiliz6 &cido galico como
estandar, para expresar los resultados obtenidos como miligramos equivalentes de

acido galico (mg EAG).

42



1.8 -

1.2

R’=0.9979
y=0.0188x + 0.0264
1.0 -

0.8 4

Absorbancia

0.6 1

0.0 4

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentracion mg/L

Fig. 4. Curva de calibracion para estimar cantidad de fenoles totales

5.10 Flavonoides totales en pasto Festuca arundinacea

Para la estimacion de flavonoides totales se utiliz6 el método descrito por
Kuppusamy et al. (2018) con modificaciones. Se utilizé una solucion de tricloruro de
aluminio (AICI3) al 2% en metanol. Posteriormente se agregaron 2 mL del extracto
y filtrado de forraje en un tubo de ensayo; se adicionaron 2 mL de AICls, se dejo
reposar durante 10 minutos; posteriormente las muestras se midieron a 415 nm.
Para la cuantificar la cantidad de flavonoides se elaboré una curva de calibracion
(Fig. 4) utilizando como estandar quercetina para reportar los resultados como

miligramos equivalentes de quercetina (mg EQ).
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Fig. 5. Curva de calibracion para cuantificar flavonoides

5.11 Taninos totales

El contenido de taninos se realizé de acuerdo con Price & Buttler (1997) con algunas
modificaciones. Se elaboré una solucion de FeCl3 0.1 M utilizando HCI 0.1 M como
disolvente. Posteriormente 600uL de FeCls se agregd en un tubo de ensayo 0.5 g
del pasto para forraje (control, 1.5, 3.0 y 4.5 ppm), se dej6é reposar por 5 min en
oscuridad y después se centrifugd a 12,000 g y se recuperd el sobrenadante.
Posteriormente, se adiciond 600uL KsFe (CN)s 8 mM con 200 uL de sobrenadante
y la mezcla se dejo reaccionar por 10 min a 22°C. La lectura de las muestras se
realizd con un espectrofotometro UV-VIS (Jenway 6715, Staffordshire, ST15 OSA,
Reino Unido) a una longitud de onda de 720 nm. Se prepard un tratamiento con las
mismas condiciones sustituyendo el sobrenadante de cada uno de los biodigestores
con cada uno del sustrato del pasto, por el sobrenadante previamente centrifugado

de un biodigestor que no contuvo sustrato, el cual se adiciond para realizar una
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mezcla con una solucién etanol/agua (1:1), el cual se analiz6 y el resultado se resto
a las lecturas de los distintos tratamientos. Se elaboré una curva estandar de
catequina, y los resultados se expresaron como mg equivalentes de catequina por

100 g de muestra seca (mgEC/100 g).
5.12 Actividad antioxidante del pasto
5.12.1 Actividad antioxidante mediante la inhibicién del radical DPPH

De acuerdo con la metodologia de Brand-Williams et al. (1995) con algunas
modificaciones. Se utilizé el radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH) y se prepar6
con una solucién de metanol al 80% hasta obtener una concentraciéon de 6.1 x10°
M. Posteriormente, se realizé una agitaciéon mecanica (30 rpm) durante 120 min en
total oscuridad. Para la prueba se hizo una mezcla utilizando 0.5 mL del extracto de
pasto y 2.5 mL de solucion de DPPH se dej6 reaccionar por 60 min en la oscuridad
y se leyé a 515 nm en un espectrofotometro (Jenway 6715, Staffordshire, ST15
OSA, Reino Unido). Se utilizé un blanco con metanol al 80% y agua, la mezcla se
leyé a 515 nm. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido
ascorbico por 100 g de forraje seco (AAE / 100 g MS).

5.12.2 Actividad antioxidante mediante la inhibicién del radical ABTS

Para la medicion de la actividad antioxidante se utilizé el radical 2,20-azino-bis
(acido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (A1888 Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO, EE.
UU.) Se hicieron reaccionar 10 mL de la solucion ABTS a 7 mM con 10 mL de
persulfato de potasio 2,45 mM (K2S20s) (216224 Sigma-Aldrich®, Saint Louis, MO,
EE. UU.). La mezcla se agit6 en la oscuridad durante 16 h. El radical ABTS se ajusto
con una solucién de etanol al 20 % (100983 Merck®, Kenilworth, NJ, EE. UU.) auna
absorbancia de 0.7 £ 0.1 y a una longitud de onda de 734 nm; posteriormente se
agregaron 200 pL del extracto a 2 mL de ABTS ajustado. La reaccion se produjo
durante 6 min (Nennadis et al., 2004). Los resultados se expresaron en mg
equivalentes de acido ascorbico para 100 g de forraje seco (AAE / 100 g MS).
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5.13 Determinacion de Selenio por espectroscopia de absorcion atbmica

El andlisis se realiz6 mediante el procedimiento de digestion &cida, pre-reduccion
del Se y deteccion por espectroscopia de absorcidn atomica de generacion de
hidruros (HG-AAS), siguiendo la metodologia de Smrkolj et al (2005) con algunas
modificaciones. Se tomaron 2 g de forraje seco, molido y tamizado (<2 mm) los
cuales se colocaron en un tubo de digestion y se afiadieron 20 mL de HNOs
concentrado calentando la mezcla a 175 °C por 60 min. Después se disminuyo6 a
150 °C incubandose por 90 min, se dej6 enfriar y se agregaron 5 mL de una mezcla
de H2SO4 y HNO3 (2:1). La mezcla se calentdé a 175°C por 60 min y se enfrié a 20
°C, enseguida se agreg0 gota a gota 2 mL de H202 y nuevamente se calentd a 140
°C por 10 min. El resultado de la digestion (blanquecino o ligeramente amarillo) se
aforé a 25 mL con agua bidestilada. Posteriormente, se realiz6 una pre-reduccion
de Se® a Se* a 5 mL de la mezcla anterior se le agregé 5 mL 6 M de HCl y se
calenté a 60°C por 120 minutos. En todos los casos se utilizé el método de adicion
estandar. La deteccion de Se en las muestras se realizd mediante un
Espectrofotometro de absorcion atdbmica (Perkin-Elmer Analyst 400), equipado con
atomizador de llama de aire-acetileno y lampara de catodo hueco de Se con ancho
de rendija espectral de 2.0 nm y longitud de onda de absorciéon de 196 nm con
generador de hidruros (Perkin.Elmer MHS-15) compuesto por una bomba
peristaltica y valvula de inyeccion. El caudal de gas acetileno fue de 2.5 L minty el
caudal de aire 11.5 L min'. Los resultados se expresan como mg de Se por kg de

materia seca.
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5.14 Obtencion del liguido ruminal

El liquido ruminal fresco se obtuvo de 2 ovinos fistulados (raza Hampshire, 56+1,4
kg de peso vivo) provistos de una canula ruminal alimentados con no era avena
henificada?durante 15 dias previos a la toma de muestra. El liquido ruminal se filtré
con una manta cielo para eliminar las macroparticulas de materia organica y se
almacend en un matraz con flujo continuo de CO2 para mantener condiciones de
anaerobiosis. Los ovinos fueron cuidados y alimentados respetando el protocolo del
Comité Institucional de Bioética para el cuidado y uso de animales de laboratorio de
la UAEH en apeg6 a los lineamientos de la Ley de proteccion y trato digno para los
animales en el estado de Hidalgo con fundamento en las normas oficiales (NOM-
062-Z00-1999 y NOM-051-Z0O0-1995).

5.15 Fermentacion y cinética de produccién de gas in vitro

Para la fermentacion y cinética de produccion de gas in vitro se utilizo la técnica
descrita por Theodorou et al. (1994) con algunas modificaciones. En viales
serolégicos con capacidad de 120 mL se agregaron 0.5 g de sustrato (control, 1.5,
3.0 y 4.5 ppm) seco y molido correspondiente a cada tratamiento y 50 mL de medio
de cultivo (Biodigestor). El cultivo se compuso de acuerdo con Sanchez-Santillan et
al. (2015) con algunas modificaciones de una solucion 1:10 de fluido ruminal fresco
en buffer-mineral reducida. La solucion buffer-mineral reducida contenia 150 mL de
solucién mineral | (6 g K2HPO4 (Merck®) en 1000 mL de H20 destilada) y 150 mL
de solucion mineral Il (6 g KH2PO4 (Meyer®) + 6 g (NH4)2SO4 (Merck®) + 12 g NaCl
(Meyer®) + 2.45 g MgSOs (Sigma®) + 1.6 g CaCl-2H20 (Meyer®) en 1000 mL de
H20 destilada), 100 mL de solucion al 8 % de Na2COs (Merck®), 100 mL de solucién
reductora (12.5 g L-cisteina (Sigma®) + 12.5 g Na2S-9H20 (Meyer®) + 2 mL de una
solucién 2N de NaOH ( Meyer®) en 100 mL de H20 destilada la cual se calent6 a
250 °C vy posteriormente se enfrid) y se agreg6é 0.1 mL de resazurina a 0.1 %
(Sigma-Aldrich®). Los biodigestores se sometieron a flujo constante de CO:2 para

mantener las condiciones de anaerobiosis. Posteriormente, se cerraron
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herméticamente (engargoladora manual, Wheaton, USA) mediante un tapon
siliconado y una cépsula de aluminio con centro desprendible. Los frascos se

incubaron en bafio maria a 39 °C.

5.16 Produccion de gas total y estimacion de gas metano

La produccién de gas total in vitro se midié mediante el desplazamiento de volumen
de agua realizando una puncion a través del tapén de silicon usando una aguja
hipodérmica acoplada a una columna de vidrio graduada con agua. Las mediciones
serealizaronalas 0, 2, 3,5, 7, 8, 9, 10, 16, 20, 24, 28, 32, 44, 56, 68, 80 y 92 horas
de incubacion (5 repeticiones independientes por sustrato). Los mL de gas
producidos se usaron para obtener los parametros de la cinética de produccion de
gas: volumen maximo de gas (Vm, mL g1), y tasa de produccién de gas (S, h?).

La produccion y cinética de CHa se realizo siguiendo la metodologia propuesta por
Torres et al. (2018). El biodigestor fue acoplado a un vial trampa cerrado
herméticamente y lleno de una solucién de NaOH (2N) por medio de una manguera
Taygon® (2.38 mm @ interno y 45 cm de longitud) con agujas hipodérmicas (20 G
x 32 mm) en los extremos. La produccion de CH4 se midio a las 0, 8, 16, 24, 48, 56
y 72 h (5 repeticiones por sustrato) de cada uno de los sustratos (control, 1.5, 3.0y
4.5 ppm) y se tom6 como los mL desplazados de la solucion NaOH (2N), ya que el
CO2 reacciona con el NaOH formando Na2COs (Prada-Matiz & Cortés-Castillo,
2011).
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5.17 Digestibilidad in vitro de materia seca

. Los residuos de cada fermentacion se recolectaron mediante filtracion a través de
un embudo Buchner (papel de filtro F, rapido MOD.617, P.V.NO.1034). La
digestibilidad DIVMS se estim0 mediante el secado del material residual a 60°C
durante 72 h y se calcul6 como la diferencia entre el peso de la materia seca inicial
y el peso de la materia seca residual.

La descripcién matématica de estos perfiles permite comparar caracteristicas de los
sustratos o del ambiente de fermentacion. El ajuste de los datos experimentales al
modelo Logistico mediante el software Sigma Plot 12© permitié obtener la Ecuacién
1; donde y (ml g** MS) denota la cantidad de gas acumulado producido por gramo
de materia seca (MS) al tiempo t (h) durante la incubacién. A (ml g*MS) representa
la maxima produccion de gas a tiempo infinito. to (h) es el tiempo de incubacién en
el que se ha producido la mitad de A y b es una constante adimensional que
determina el perfil caracteristico y por lo tanto el punto de inflexién de la curva (Groot
et al.,2016).

z (1)

El punto de inflexion indicador de la fase de retardo (L) o Ecuacion 2 resultante de
dy/dt es:

1
— ¢ [PZ1]p
L=t [b+1 )
Considerando la desaparicion de sustrato (P) como una cinética de primer orden, la
tasa de digestion del sustrato (S) (Ecuacion 3) para valores de b>1 aumenta hasta
alcanzar un maximo (Smax) cuando el tamafio de la poblacion microbiana ya no
limita la fermentacion del alimento. El tiempo en el que se alcanza Smax esta dado

por la resolucién de dS/dt=0 (Ecuacion 4)

_1dp _ bth1
T pdt  tob+th

S

@)
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tsmax = tO(b - 1)1/b (4)

5.18 Determinacion de &cidos grasos volatiles por cromatografia de gases

Para la determinacion de AGV se sigui6 la metodologia propuesta por Singh et al.
(2020) con algunas modificaciones. Después de la fermentacion (96 h), se tomo 2
mL de sobrenadante del contenido de cada biodigestor que contenia los distintos
sustratos (control, 1.5, 3.0 y 4.5 ppm). Se centrifugé a 12,000 g durante 20 min.
Luego se tom6 1 mL del sobrenadante y se afiadioé en un tubo el cual contenia 0.5
mL de acido metafosforico al 25%. Posteriormente, la mezcla se dejo reposar por
60 min antes de centrifugar a 5000 g y se almacend a -20 °C en viales de 2 mL para
la posterior determinacion de VFA. Las muestras se analizaron mediante un
cromatografo de gases Perkin-Elmer XL (Waltham, MA, EE.UU.) equipado con un
FID. Se utilizd nitrbgeno como gas acarreador con una pureza de 99.99% y una
columna 30 m x 0.25 mm. La temperatura inicial del horno fue de 70°C por 3 min,
luego incrementada 15°C/min hasta 200 °C. La temperatura final fue mantenida por
3 min. La temperatura del inyector fue programada a 250 °C. Para a determinacién
de los AGV, se determinaron los tiempos de retencidon de acido acético, propiénico
y butirico. El célculo de la concentracion fue realizado a través de curvas estandar
de calibracion.
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5.19 Determinacion de compuestos bioactivos después de la digestién in vitro
5.19.1 Fenoles totales

El contenido de fenoles totales se determind utilizando el método de Folin-
Ciocalteau de acuerdo con Pham et al. (2017) con algunas modificaciones. Después
de la fermentacion (96 h), se tomd 5 mL de sobrenadante del contenido de cada
biodigestor de los distintos tratamientos de pasto para forraje (control, 1.5, 3.0y 4.5
ppm). Se centrifugd a 12,000 g durante 20 min. Luego se tom6 0.5 mL del
sobrenadante y se afiadié en un tubo 2.5 mL de Folin-Ciocalteu al 10% (v/v),
posteriormente se incubaron en oscuridad por 8 minutos y se agregé 2.0 mL de
Na2COs3 7.5% (p/v). Después, la mezcla se agité con un vortex (Vortex WM-10), se
dej6 reaccionar por 60 min en oscuridad a 22 °C. Para finalizar se midio la
absorbancia a 765 nm con espectrofotometro (Jenway 6715, Staffordshire, ST15
OSA, Reino Unido) utilizando como blanco el sobrenadante de un biodigestor el cual
no contuvo sustrato. Se realiz6 una curva estandar con acido galico (0-100 mg Lt)
y el contenido de fenoles totales se expresé como mg equivalentes de acido galico

por 100 g de muestra seca (mg GAE / 100g9).

5.19.2 Flavonoides totales

La determinacion de flavonoides se realiz6 de acuerdo con Kuppusamy et al. (2018)
con algunas modificaciones. Posterior a la fermentacion (96 h), se tom6 5 mL de
sobrenadante del contenido de cada biodigestor de los distintos tratamientos de
pasto para forraje (control, 1.5, 3.0 y 4.5 ppm). Se centrifugd a 12,000 g durante 20
min. Posteriormente, se tom6 0.5 mL el cual se mezclé con 0.5 mL de una solucion
de tricloruro de aluminio (AICls) al 10% (p/v) y 0.5 mL de nitrato de sodio al 0.1 mM.
Después, la mezcla se agitdé en un vortex y se incubé por 60 min a 22°C, para
detener la reaccion se agregé 250 pL de NaOH (1M). Después de la incubacién se

midio la absorbancia de la mezcla a una longitud de onda a 415 nm usando un

51



espectrofotometro UV-VIS (Jenway 6715, Staffordshire, ST15 OSA, Reino Unido).
Se realiz6 una curva de calibracién estandar usando quercetina (0-100 mg L) y
utilizando como blanco el sobrenadante de un biodigestor el cual no contuvo
sustrato, los resultados se expresaron en mg equivalentes de quercetina por 100 g
muestra seca (mg QE/ 1009g)

5.19.3 Taninos totales

El contenido de taninos se realizé de acuerdo con Price & Buttler (1980) con algunas
modificaciones. Se elaboré una solucion de FeCl3 0.1 M utilizando HCI 0.1 M como
disolvente. Posteriormente 600uL de FeCls se agreg6 en un tubo de ensayo con
200puL del sobrenadante centrifugado a 12,000 g obtenido del contenido de cada
biodigestor de los distintos tratamientos de pasto para forraje (control, 1.5, 3.0y 4.5
mg/m?), se dej6 reposar por 5 min en oscuridad. Después se adiciond 600uL KsFe
(CN)s 8 mM y la mezcla se dejé reaccionar por 10 min a 22°C. La lectura de las
muestras se realiz6 con un espectrofotbmetro UV-VIS (Jenway 6715, Staffordshire,
ST15 OSA, Reino Unido) a una longitud de onda de 720 nm. Se preparé un
tratamiento con las mismas condiciones sustituyendo el sobrenadante de cada uno
de los biodigestores con cada uno del sustrato del pasto, por el sobrenadante
previamente centrifugado de un biodigestor que no contuvo sustrato, el cual se
adicioné para realizar una mezcla con una solucion etanol/agua (1:1), el cual se
analizé y el resultado se resto a las lecturas de los distintos tratamientos. Se elaboré
una curva estandar de catequina, y los resultados se expresaron como mg

equivalentes de catequina por 100g de muestra seca (mgEC/100g).

5.20 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizé un disefio completamente aleatorizado. Los
resultados se analizaron con un analisis de varianza y cuando se observaron
diferencias significativas (p <0.05) entre los tratamientos, la comparacion de medias

se realizé mediante el método de Tukey utilizando el software SigmaPlot 12.0 ®
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Produccion de biomasa y caracteristicas fenolégicas de F. arundinacea

Schreb. Plantas

La longitud de las raices, la longitud de las hojas y la produccion de biomasa
aumentd (p < 0.05) en respuesta a la aplicacién de nanoparticulas de Se (Tabla 2
y Fig. 6). El pasto control (0 ppm NPs de Se) presenté menor (p < 0.05) produccién
de biomasa, tamafio de raiz y longitud (196.33%£6.65, 6.92+0.44 y 14.56+1.45) (Fig.
6), comportamiento similar en los tres periodos de andlisis. Lo anterior se atribuye
a que el Se estimula el crecimiento y desarrollo de las plantas debido a que incentiva
la sintesis de pigmentos fotosintéticos y la organogénesis (Feng et al., 2015;
Hartikainen, 2005). Algunos estudios mencionan que las NPs menores a 100 nm y
concentraciones menores a 5 ppm aplicadas foliarmente penetran al tejido de la
planta a través de los estomas que presentan tamafios entre los 10 y 60 um
permitiendo la absorcion, translocacion y el desplazamiento de las NPsSe a través
del floema y llegan a los diferentes tejidos causando su efecto en distintos aspectos
fisiologicos (Adhikari et al., 2016; Fricker & Wilmer, 2012). Ragavan et al. (2017)
observaron que la aplicacién foliar de diferentes cantidades de NPsSe afecto la
longitud del brote, el tamafio de raiz y el peso fresco de la planta de frijol. Los
resultados de este estudio coinciden con lo reportado por Ikram et al (2020), quienes
mencionan que la aplicacién foliar de NPs de Se logra incrementar la altura de la
planta, el peso fresco de los brotes y el tamafio de la raiz cuando se aplicaron10 mg
NPs de Se en plantas de trigo, atribuyendolo al estimulo en la organogénesis y en

el crecimiento de las raices.

Tabla 2. Caracteristicas morfoldgicas del pasto (Festuca arundinacea)

Contenido de Primera Segunda Tercera
Selenio (mQ) cosecha cosecha cosecha
Biomasa ()
0 196.33+6.65 221.17+9.65%® 198.1146.11%A
15 213.66+5.03%A 249.57+10.81"® 215.17+7.89°A
3.0 238.00+6.00%A 299.23+9.22°8 249.93+5.49°A
45 275.66+7.029A 312.98+11.02% 291.18+3.02%¢
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Raiz (cm)

0 6.92+0.44%4 6.76+0.87% 5.98+1.9184
15 7.40%0.33°A 9.11+0.49°8 7.49+0.68°A
3.0 11.68+0.42¢4 13.68+0.95%8 12.79£0.71
45 15.94+0.519A 16.79+1.119A 15.59+0.939A

Longitud foliar (cm)

0 14.56+1.45% 14.11+4.39% 16.32+2.51%
15 19.81+1.68A 22.34+3.57°A 24.34+1.92°A
3.0 24.54+1.62A 27.84+4.97A 26.18+1.08A
45 32.34+2.20% 31.79+2,719 29.34+1.11¢A

Diferentes letras minGsculas #°€ representan diferencia significativa entre tratamientos (P <0.05). Diferentes
letras mayUsculas ~ BY € en la misma fila representan diferencias significativas entre cada cosecha (P <0.05)

Fig. 6. Efectos de diferentes concentraciones de nanoparticulas de selenio (NPs Se) aplicadas por via foliar
sobre las caracteristicas de gramineas forrajeras ( Festuca arundinacea Schreb .): (A ) Control 0; (B) 1,5
ppm; (C) 3,0 ppm; (D) 4,5 ppm

6.2 Parametros nutricionales de F. arundinacea Schreb.

La aplicacion de NPs Se afectd (p <0.05) ) la concentracion de proteina cruda (PC),
extracto etereo (EE), fibra cruda (CF), fibra detergente neutra (NDF), fibra
detergente acida (ADF) y Extracto Libre de Nitrogeno (NFE) (Tabla 3). El tratamiento
biofortificado con 4.5 ppm de NPs de Se incremento el contenido de PC (14.20%,
13.44% y 13.82 %) en las distintas cosechas debido a que el Se promueve la

sintesis de aminoéacidos azufrados (Cys y Met) y selenoaminoacidos como SeCys 'y
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Semet, que se incorporan a las proteinas. No obstante, también hay evidencia de
que se sintetizan otros aminoacidos no proteicos, como y-glutamil metil
seleniocisteina (y-gluMetSeCys), metil-SeCys y metil-Semet (Garcia et al.,2020).
Los resultados obtenidos en este estudio son similares a los reportados por
Hajiboland et al. (2015) donde la aplicacion de Se cémo fertilizante incrementd la
proteina en la raiz y hoja de alfalfa (Medicago sativa L). De igual forma Schiavon et
al. (2016) encontro que la aspersion foliar de selenato increment6 los aminoacidos
fendlicos, el contenido de proteina y nitrdgeno total de la raiz en rabano (Raphanus
sativus). Lara et al. (2019) obtuvo resultados donde la suplementacion foliar de
selenato de sodio en plantas de trigo (Triticum aestivum L. variety BRS 264)
incrementd la concentracion de nitrégeno total (hasta 20%) en comparacion con el
control. Por otra parte, esta misma tendencia se manifest6 en el incremento de EE
(4.3%, 4.4% y 3.9%) en los tratamientos con mayor concentracion de Se (4.5 ppm
Se) en cada una de las cosechas. Garcia et al. (2020) menciona que la fertilizacion
con Se promueve el aumento de acidos grasos (oleico, linoleico y linolénico)
incrementando la concentracién de lipidos; sin embargo, la via metabdlica no esta
clara. Lidon et al. (2018) encontré que la aplicacion foliar de selenito de sodio y
selenato en 4 genotipos de arroz (Ariete, Albatros, OP1105 and OP1109) aumentd
el contenido de lipidos totales, y la concentracién de acido oleico (C18: 1), linoleico
(C18: 2) y &cido palmitico (C16: 0).

La concentracion de fibra cruda tendio a disminuir conforme la dosis de NPs de Se
aumento, lo mismo sucedio en la concentracion de fibra detergente neutra (NDF) y
fibra detergente acida (ADF)en las tres cosechas (NDF: 51.5%, 48.96% y 44.27%;
ADF:25.05%, 22.38% y 21.96%). Por otra parte, el contenido de NFE aument6 a
mayor concentracion de NPs de Se. Estos cambios pueden atribuirse a que en
presencia de Se las plantas han demostrado capacidad de aumentar la
concentracion de azucares solubles y en consecuencia disminuir carbohidratos
estructurales debido a que el Se regula al alza el metabolismo de los carbohidratos
a través del potencial redox alterado que puede estimular la nodulacion (Owusu-
Sekyere et al. 2013) y a su vez generar mayor fijacion de CO2 como resultado de

mejor conductancia estomatica. Kaur et al., (2018) menciona que él Se potencializa
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la sintesis de compuestos como en el contenido de almidén, azucares solubles
totales y azucares reductores ocasionado por el posible aumento de la actividad de
las enzimas del metabolismo de los carbohidratos. Los resultados obtenidos en este
estudio son similares a los reportados por Hajiboland et al. (2015) donde se utilizé
Se para inducir cambios en el metabolismo de carbohidratos en raiz y hoja de alfalfa
(Medicago sativa L). Lara et al. (2019) encontraron que el contenido de
carbohidratos en plantas de trigo aumentaba al biofortificar con Se, mostrando esta

tendencia en cada una de las distintas cosechas.
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Tabla 3. Caracterizacion nutricional del pasto (Festuca arundinacea) biofortificado foliarmente con
distintas concentraciones de NPs de Se.

Se PC % EE % CF % NDF% ADF% NFE%
(ppm)
Primera cosecha
Control | 126.1+0.95® [ 35+0.17%° | 324.2+0.26°F | 177.8+0.14° | 88.840.28% | 327.4+0.20
15 128.1+0.63°°  36+0.20°  318.5+0.53"°  176.5+0.05°F  84.5+0.09"F 328.8+0.10°°
| 3.0 [134.0£0.16™ | 39£0.20"® |[312.2:+0.48° | 166.6+0.16° | 81.9+0.08" | 344.3+0.05%
45  142.0+0.36  43+0.30*  290.7+0.25°*  149.7+0.31°°  72.840.37°C  353.5+0.53"
| Segunda cosecha
Control  114.9+0.20%  31+0.12°¢  348.1+0.06" 185.7+0.60°" 86.8+0.60¢  296.6+0.22¢
15 122.0+0.41°F | 33+0.04% | 342.7+0.53°" | 174.6+0.21°" 81.1+0.12° 300.6+0.08"
3.0 126.8+0.22°° | 38+0.28*® | 331.6+0.18"° | 168.7+0.40° 74.6+0.07°° | 306.7+0.14%"
45 | 134.4+0.16° | 44+0.47% [ 322.8+0.25° | 158.1+0.38°° | 71.9+0.01°° | 311.9+0.08%
Tercera cosecha
Control [ 116.0+0.52¢ | 31#0.17°% | 327.2#0.10°F [ 158.8+0.13° | 77.5+0.01%° [ 311.8+0.81%
15  120.8+0.23F  3240.05"  313.0#0.28°C  149.9+0.26°  71.740.03®°  323.240.13"
| 3.0 [121.7#0.20°F [ 35:0.70°° | 316.4+0.19°° | 147.7+0.05°® | 70.1+0.11°® [ 334.0+0.32°C
45  138.2+0.10®  39+0.13®  301.2+0.26°®  133.30.85°*  66.1+0.23°*  331.940.27°°

6.3 Compuestos Bioactivos

6.3.1 Contenido Total de fenoles, flavonoides, taninos

Los extractos de los tratamientos en las distintas cosechas fueron diferentes

(p <0.05) en el contenido de fenoles totales, flavonoides, taninos totales y selenio

(Tabla 4) (Sugerencia: pasa la tabla a la pagina siguiente después de citarla).. El

extracto biofortificado con 4.5 ppm de NPs de Se contenia mayor concentracion de

fennles tntales nresentandn esta tendencia en cada 11inn de lns distintns extractns

PC: proteina cruda, EE: Extracto etéreo, CF: Fibra cruda, NDF: Fibra detergente neutra, ADF: Fibra detergente acida, NFE: Extracto Libre de
nitrégeno Las diferentes letras minGsculas **¢ representan diferencia significativa entre tratamientos (P <0.05). Las diferentes letras may(sculas

ABYC en la misma fila representan diferencias significativas entre cosechas (P <0.05)

enzimatica de la fenilalanina amonio liasa (PAL), razén por la cual varias

investigaciones han encontrado una correlacion positiva con el incremento de

compuestos fendlicos que actian como antioxidantes no enzimaticos (Schiavon et

al. 2013). En este contexto, D'Amato et al. (2017) observaron mayor concentracion

de compuestos fendlicos debido a los efectos inductores observados de la actividad
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PAL como resultado de la biofortificacién de Se en aceite de oliva. De igual manera,
Schiavon et al. (2013) suministraron selenato en tomate (Solanum lycopersicon) a
través de las raices, el Se estimuld la sintesis de compuestos fendlicos en las hojas.
Los resultados obtenidos son similares a lo descrito por Tocai et al. (2018) donde
las semillas de berro (Lepidiumsativum) biofortificadas con 50 mg de NPs de Se,
incrementaronel contenido de fenoles totales (4.896 + 1.980 mg GAE/100 mg). Por
otra parte, Hussein et al. (2019) realizaron un estudio en el que aplicaron diferentes
concentraciones de NPs de Se en 3 cultivos de Mani (Arachis hypogaea L.) (NC,
Gregory y Giza 6) los resultados mostraron que el contenido total de fenoles
incrementd (1.4 mg) en los tratamientos NC y Giza 6 en comparacion con el
tratamiento de control (1.0 mg).

La biofortificacién foliar de NPs de Se incrementé (p <0.05) el contenido de
flavonoides totales, siendo mas evidente con 4.5 ppm de NPs de en las distintas
cosechas (63.56, 64.96 y 61.16 mg QE/ 1009g). Los flavonoides son compuestos de
bajo peso molecular presentes en las plantas que ayudan a estabilizar radicales
libres que les generan estrés (Chu et al. 2010).. De acuerdo con Schiavon et al.
(2013) el incremento en los niveles de naringenina, chalcona y kaempferol entre
otros flavonoides presentes en el Tomate (Solanum lycopersicon L.) se debe a una
respuesta positiva de la aplicacion de Se. Los resultados de esta investigacion son
similares a los reportados por Li et al. (2020), quienes demostraron que la
fortificacion con NPs de Se (Define como vas a escribir tu acrénimo en toda tu tesis)
(5 mg / L) en apio (Apium graveolens L.) aumentaron 1.5 veces el total de
flavonoides. Por otra parte, Golubkina et al. (2017) reportaron 2 veces mas
contenido de flavonoides en Brassica juncea L. (69.7 mg/100 g) debido a la
biofortificacion foliar de Se en comparacion del tratamiento control (31.2 mg/100g).
(Ya lo mencionaste y no es necesario “diferencias significativas” porque muestras
la probabilidad de error y con eso es suficiente). Los extractos del Festuca asperjado
foliarmente con NPs de Se presentaron mayor contenido de taninossiendo mas
evidente con 4.5 ppm NPs de Se en cada una de las cosechas. Los resultados son
similares a lo reportado por Ozbolt et al. (2008) quienes irrigaron selenato de sodio

(5, 10 y 20 mg/L) y selenito de sodio (10 y 20 mg/L) en semilla de Trigo Sarraceno
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(Fagopyrum esculentu) y como resultado increment6 el contenido de taninos en

hojas y tallos. (Te contradices)
6.4 Contenido de Selenio

La aplicacion de 4.5 ppm de NPs de Se fue la concentracion que mayor contenido
de Se se trasloco en las tres cosechas del forraje. Esta demostrado que las NPs de
Se presentan una mayor capacidad de enriquecimiento que otras formas de
suplementacion de Se (Golubkina et al. 2017). El incremento de este micronutriente
en los forrajes es importante ya que los rumiantes requieren de 0.1 a 0.3 mg kg
MS de Se y este requerimiento depende del peso vivo, el tipo de dieta y la etapa
fisiologica del animal, ya que el Se forma parte de la seleniocisteina, que es un
aminoécido de proteinas de Oxido reductoras. La deficienciade Se altera el
metabolismo de la hormona tiroidea y la respuesta inmune, ademas de ocasionar
patologias musculares y desordenes reproductivos (Almaraz et al., 2018). La
absorcién y acumulacién de Se en Festuca muestra una relacion dosis-respuesta a
la biofortificacion foliar de NPs de Se, esta tendencia es similar a lo reportado por
Golubkina et al. (2017) en espinacas (Spinacia oleracea L.), donde el contenido de
Se incrementé debido al enriquecimiento foliar de Se. Li-Cheng et al. (2002)
enriquecieron foliarmente Arroz con selenito de sodio y selenato de sodioy reportan
incrementos con el selenito (0.471+0.134 ug g*) y selenato (0,640 pug gt) en

comparacion del tratamiento control (0.071 + 0.002 ug g).

Tabla 4. Contenido de fenoles totales, flavonoides, taninos totales y >Se en pasto (Festuca
arundinacea) biofortificado foliarmente con NPs de Se durante las distintas cosechas.

Se (ppm) I ] ]]

Fenoles totales mg/100g MS

Control 186.71+7.51%A 207.9745.26%8 198.16+9.98%8

1.5 193.60+5.06%* 230.21+3.72%8 228.08+2.98%8

3.0 227.98+8.630* 254.51+7.22° 248.19+4.74%8

4.5 249.56+7.89% 280.02+4.33%® 274.6347.34<8

Flavonoides totales mg/100g MS

0 52.24+1.82%A 52.18+2.70%* 51.24+1.823A

1.5 58.88+1.23bA 56.7111.23bA 54.14+1.23A

3.0 57.65+1.63%* 59.09+1.63b* 55.45+1.63%

4.5 63.56+1.28°A 64.96+2.24°A 61.16+1.28°%A
Taninos Totales mg/100g MS

0 101.16+2.38% 109.16+3.38% 119.11+1.113¢
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15 119.68+4.12°4 145.68+9.33" 137.54+3.12%8

3.0 146.47+3.18% 162.47+6.94® 166.28+1.48®
4.5 151.39+4.68% 172.41+5.11°%8 175.77+2.36%
Se ppm/kg MS
0 0.07+0.01% 0.0727+ 0.0058** 0.0693+0.0076%*
1.5 0.12+0.01°4 0.1122+0.0091°* 0.1145+0.0890°*
3.0 0.26+0.01* 0.2448+0.0118 0.2612+0.0096
4.5 0.32+0.01% 0.3191+ 0.0148% 0.3218+0.0151%

Efecto de la aplicacion foliar de 1.5, 3.0 y 4.5 mg de NPsSe en los extractos de pasto Festica arundinacea en el contenido de
fenoles, flavonoides y taninos. Las diferentes letras mindsculas 2 en las columnas representan diferencia significativa entre
los tratamientos. Las diferentes letras mayusculas ~8Y¢ en la misma fila representan diferencias significativas del tratamiento
en las diferentes cosechas del pasto (p <0.05)
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6.5 Actividad antioxidante en la inhibicién de los radicales DPPHy ABTS

Los extractos de los pastos enriquecidos con NPs de Se presentaron aumento en
la actividad antioxidante en la prueba de inhibicion de radical ABTSy fue mayor
(p <0.05) con 4.5 ppm NPs de Se (284.26+1.8, 278.35+2.2 y 289.96 +2.6 mg/AEE)
La actividad antioxidante con la inhibicion del radical DPPH es similar a la inhibicion
del radical ABTS (Tabla 5). . El incremento de la actividad antioxidante en los
extractos de Festuca biofortificado con NPs de Se se atribuye al incremento en la
sintesis de fenoles totales y flavonoides, pertenecientes a sistemas antioxidantes
no enzimaticos. Los flavonoides son metabolitos secundarios que tienen funciones
reguladoras en el desarrollo de las plantas, proteccion UV y mecanismos de
defensa, los cuales actian como antioxidantes en las plantas (Hernandez et
al.,2019). Los compuestos fendlicos se conocen como antioxidantes de alto nivel
debido a su capacidad para eliminar los radicales libres y las especies de oxigeno
activo, como el oxigeno singlete, los radicales libres superéxidos y los radicales
hidroxilos (Formagio et al., 2014). La actividad de captacion de radicales se atribuye
a la sustitucion de grupos hidroxilo en los sistemas de anillos aromaticos de los
compuestos fendlicos como resultado de su capacidad para donar hidrégeno
(Naczk & Shahidi, 2004)., Xiao et al. (2017) demostro que las NPs de Se tienen la
capacidad de eliminar los radicales ABTS mientras que Rana et al (2010)
demuestraron que el extracto de alfalfa (Medicago sativa), planta utilizada como
forraje para el ganado, contiene compuestos polifendlicos que presentan actividad
antioxidante, demostrado con las pruebas de captacion de radicales libres ABTS y
DPPH. Por otra parte, AL-Rowalily et al (2019) encontraron que lo extractos de 5
geofitos (C. capitatus y C. conglomeratus, E. farctus, L. scindicus y P. turgidum)
mostraron aumentos en la actividad inhibidora de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
(DPPH). | debido a su alto contenido de varios metabolitos secundarios (fendlicos
totales, taninos, flavonoides totales, alcaloides y saponinas). Singh et al (2019)
encontraron que en cultivares de avena (Avena sativa), OS-6 cv. inhibio
los radicales 2, 2-difenil-1" picrilhidrazilo (DPPH) y 2,2"-azinobis (4cido 3-

etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS).
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Tabla 5. Actividad antioxidante de los extractos de pastos bioforticados con NPs de Se

Se (ppm) 1 I [l

ABTS

0 252.86+2.74% 255.67+3.75% 261.56+2.23¢

1.5 274.5142.27A 276.06+4.26* 293.97+2.88®

3.0 293.01+2.17"* 295.39+3.41% 338.68+2.60°®

4.5 312.78+3.47% 325.94+2.58%8 351.66+3.36%C
DPPH

0 217.53+2.04% 215.24+1.80% 212.77+3.20%

1.5 225.04+1.56 227.85+2.20% 231.14+2.65%

3.0 257.24+2.31°%A 254.63+2.10° 269.41+3.658

4.5 284.26+1.81* 278.35+2.20%® 289.96x2.66%

Las diferentes letras mayusculas en una misma columna indican diferencias significativas (p < 0.05) entre cada
tratamiento. DPPH se expresan en mg AAE/100 g y ABTS se expresan en mg AAE/100 g

6.6 Produccién in vitro de gas total y metano

La produccién de gas acumulado originado por la fermentacion de los sustratosen
las diferentes cosechas muestra un comportamiento sigmoidal durante las 92 h de
fermentacién. El tratamiento control (O ppm Se) generd el mayor volumen de gas
que fue similar en cada cosecha. El Festuca enriquecido con 4.5 ppm de NPs de Se
presentd la menor (p < 0.05) produccion de gas acumulado en cada cosecha
(148,37, 135,22 y 141,93 mL gMS™) (Fig. 7).Lo anterior se puede atribuir al
incremento de compuestos fendlicos totales y flavonoides liberados durante su
fermentacién en respuesta a la fertilizacion foliar de NPs de Se durante su
crecimiento. La incorporacion de compuestos fendlicos como los taninos en una
fermentaciéon ruminal afecta la microbiota, ya que pueden unirse a la pared celular
de los microorganismos y causar cambios morfolégicos o secrecion de enzimas
extracelulares que modifican su metabolismo (Smith et al.,2005). Almaraz et al
(2018) reportaron que el suministro de Se (20, 40, 60 y 80 mg Se kg "*MS) en la
fermentacién in vitro de heno de avena, disminuy6 la produccion de gas total
conforme incremento el selenito de sodio. Cajarville et al. (2015) cuantificaron la
produccion total de gas in vitro a 72 h de fermentacion de Festuca arundinacea y
reportaron 143 mL g MS™, superior al pasto fertilizado con 4,5 NPs de Se a 72 h de

fermentacion.
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Los perfiles de produccion de CHas indican que el volumen tiende a disminuir en
respuesta a la incorporacion foliar de Se de NPs (Fig. 8) siendo 57.88, 56.54 y 57.54
mL g MS™! para cada cosecha. La irrigacion con 4.5 ppm de NPs de Se result6é en
menor (p < 0.05) volumen de CHa en las tres cosechas (53.42, 52.65 y 53.73 mL
gMS™), (Fig. 8). Singh et al (2022) realizd un estudio in vitro donde demostré que
incorporar polifenoles genera una disminucion de CHa. Almaraz et al (2018)
reportaron que al aumentar selenio en la fermentacion in vitro del heno de avena
disminuye la produccion de metano y Lee et al (2021) encontraron que el suministro
de hojas de olivo ricas en polifenoles como aditivo dietético reduce la emisién de
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Fig. 7. Perfiles de gas total acumulado de Festuca enriquecido...... (a) Primera cosecha, (b) Segunda cosecha

y (c) Tercera cosecha.
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6.7 pHy DIVMS

El pH del liquido ruminal varié de 6.52 a 6.66 pero no fue diferente (p>0.05) entre
tratamientos (Tabla 6). El pH en la fermentacion es una variable muy importante
debido a que a pH por debajo de 6.5 disminuye el desarrollo de bacterias
celuloliticas y genera mayores tiempos en la fase de retardo (L) que decrementan
la DIVMS (Camacho et al., 2020; Mourino et al., 2001). En este estudio, el Festuca
enriquecido con 4.5 ppm de NPs de Se presentdé mayor (p>0.05) DIVMS (60.45,
59.24 y 59.42 %) en las tres cosechas a 92 h de fermentacion.. Hay evidencia que
el suministro de Se mejora la fermentacion ruminal, digestibilidad de la materia seca,
materia organica, proteina cruda y extracto etéreo (Xun et al., 2012). Ventura et al
(2019) encontraron para el pasto maralfalfa (Cenchrus purpureus Schumach.) una
degradabilidad promedio de 48.9% (£4.8), mientras que en este estudio la DIVMS
del pasto (Festuca arunndinacea) fue de 55.02 a 60.46 %, la cual incrementé
conforme mayor fue el enriquecimiento con NPs de Se. Por otra parte, el tiempo de
latencia (L) fue menor (p < 0,05) en el Festuca enriquecido enriquecido con 4.5
ppmEIl pardmetro Smax mostro diferencias significativas (Tabla 6).
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Tabla 6. Digestibilidad in vitro de la materia seca y parametros de cinética de produccion de gas de

Festuca enriquecido.... después de 92 h de fermentacion

Selenio (ppm)

Primera cosecha

Segunda cosecha

Tercera cosecha

0
1.5
3.0
4.5

0
1.5
3.0
4.5

0
15
3
4.5

0
15
3
4.5

0
1.5
3
4.5

0
1.5
3
4.5

0
15
3
4.5

52.31+1.35%
55.83 + 1.25P4
55.57 + 1.12°4
60.46 + 2.08%*

6.55 + 0.55%
6.52 + 0.45%
6.51 + 0.44%
6.54 + 0.24%

1.09 + 0.005°*
1.04 + 0.009%
1.0557 + 0.009°*
1.0562 + 0.008%*

14.9089 + 0.15°¢
14.9428 +0.16°®
14.3876 £ 0.13%®
14.4339 £ 0.09%®

0.0505 + 0.001°*
0.0559 + 0.001*
0.0566 + 0.001*
0.0564 + 0.002%

1.5547 +0.01%¢
1.1708 + 0.09%®
1.2230 + 0.09%¢
1.2094 + 0.07%

0.8551 + 0.009
0.6950 + 0.007"¢
0.4715 + 0.007%¢
0.4777 + 0.008%®

pH

b (-)

to (h)

S (h™)

DIVMS (%)

50.54 + 1.45%
55.42 + 1.38%A
55.77 + 1.99°A
59.24 + 1.75*

6.52 + 0.54%
6.57 £ 0.63%
6.65 + 0.43%
6.63 £ 0.45%

1.1089 + 0.004
1.0834 +0.001**
1.0793 £ 0.001**
1.0503 + 0.003**

16.4926 + 0.15®
16.3713 £ 0.19**
16.5697 +0.22*
15.4877 £ 0.11**

0.0444 +0.001°®
0.0468 + 0.001°¢
0.0465 + 0.002°¢
0.0533 + 0.002%

tSmax (h)

L (h)

2.2329 + 0.09%*
1.7821 + 0.10°A
1.5829 +0.11%®
1.1954 + 0.12°®

1.1393 £ 0.01
0.8395 + 0.05"®
0.8033 + 0.009%*
0.4537 +0.01*®

51.11 +1.15%
55.02 + 1.18"*
56.24 + 1.11°*
59.42 + 1.25%

6.52 +0.78*
6.66 + 0.65**
6.51 +0.54**
6.64 + 0.65%

1.1073 + 0.002
1.0973 £ 0.001**
1.1071 £ 0.002¢®
1.0716 + 0.002°®

15.9474 £ 0.11®
14.9305 + 0.18®
13.6736 £ 0.11°¢
14.1273 + 0.09%®

0.0461 + 0.002%
0.0500 + 0.001°®
0.0537 +0.001®
0.0555 + 0.002**

2.1243 +0.11°®
1.7861 + 0.12°*
1.8177 + 0.09°*
1.2063 + 0.09**

1.0836 + 0.09°®
0.9094 + 0.08°*
0.9271 + 0.09°*
0.6113 + 0.09**

Los resultados se expresan como media + desviacion estandar. Las letras mayusculas ABC indican diferencias significativas

(p < 0,05) en las muestras (columnas). Letras minUsculas a, b, ¢ indican diferencias significativas (p<0.05) entre las mismas

muestras en las tres cosechas
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6.8 Cuantificacion de acidos grasos (AGV)

La produccién de acido acético y propidnico en el tratamiento enriquecido
foliarmente con 4.5 ppm NPs de Se, al final de la fermentacién mostré diferencias
significativas (p<0.05) entre los tratamientos en cada una de las cosechas (Tabla
3). De igual forma, produjo la mayor concentracion de AGV Totales (31.01, 31.26 y
31.24 mM L) una disminucién en la produccion de acetato y un incremento en el
propianato existiendo diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos y en
cada una de las cosechas. Por otra parte, el tratamiento control, produjo el mayor
contenido de acido acético y la menor concentracién de AGV Totales (Tabla 7). La
disminucién de &cido acético y el incremento de acido propiénico se atribuye al
enriguecimiento foliar de NPs de Se en los tratamientos, debido a que el selenio
cambia el patron de fermentacion del rumen modificando la produccion de acetato
a propionato, donde genera el aumento de la concentracion de acido propionico,
direccionando la fermentacion ruminal hacia una disminucion de H* disponible y asi
disminuyendo la produccién de CHs4 (Shi et al., 2011) Una mayor produccion de
AGYV totales esta relacionada con una mayor fermentacion, lo cual tiene un efecto
positivo sobre una mayor disponibilidad de energia para el rumiante (Ventura et al.,
2019). Estudios similares demuestran el efecto del Se en la modificacion de AGV.
Tal es el caso como de Cui et al. (2021) donde evaluaron el efecto de la
suplementacién de levadura enriquecida de Se con una dieta basica de forraje. Los
resultados demuestran que la adicion del Se si bien no disminuy6 la produccion de
acido acético, increment6 la concentracion de acido propidnico y la concentracion
de AGV totales. Por otra parte, Zhang et al (2020) suministraron selenito de sodio

en vacas lecheras disminuyendo la proporcion de acetato a propionato.
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Tabla 7. Concentracion final de AGV producidos durante la fermentacién ruminal del forraje (Festuca

arundinacea).

s(t:)I;-‘.:)o Primera cosecha Segunda cosecha Tercera cosecha
Acido acético (mmol L™)

0 21.85 + 0.35°A 21.97 £ 0.31%4 21.95+ 0.15*
1.5 21.71 £ 0.15;5 21.93 +0.28" 21.96 £ 0.18*
3.0 21.49 + 0.12°A 21.54 + 0.09°A 21.67 +0.11%*
4.5 20.69 + 0.08% 20.68 +0.11%A 20.85+0.15*

Acido propiénico (mmol L™)

0 5.45 +(0.25% 5.49 + 0.24 5.42 +0.28%
1.5 6.02 +0.35% 5.77 £0.23% 5.86 +0.25%
3.0 7.11 £ 0.24°* 7.15 £0.13%* 7.51 £0.14%8
4.5 8.34 +0.14%* 8.63 +0.25% 8.44 +0.15%

Acido butirico (mmol L™)

0 1.54 +0.23 1.55+0.12 1.51+0.11
1.5 1.58 +0.19* 1.56 + 0.15% 1.58 + 0.03*
3.0 1.66 +£0.11°* 1.72 £0.13% 1.69 +0.11°*
4.5 1.98 +0.12* 1.95 + 0.09%* 1.95 +0.09%A

Total de AGV (mmol L™?)

0 28.84 + 0.52 29.01 £ 0.21% 28.88 + 0.55
1.5 29.31+0.25% 29.26 + 0.15% 29.40 + 0.54%
3.0 30.26 + 0.18°A 30.41 + 0.25%* 30.56 + 0.21%*
4.5 31.01+0.29% 31.26 + 0.15% 31.24+0.22*

Los resultados se expresan como media * desviacion estdndar. Las letras mayusculas ABC indican diferencias
significativas (p < 0,05) en las distintas muestras (columnas). Las letras minudsculas a, b y ¢ indican diferencias
significativas (p<0.05) entre las mismas muestras en diferentes cosechas.

6.9 Determinacion de compuestos bioactivos en liqguido ruminal después de
la digestion

Se determiné la concentracion de fenoles totales, flavonoides, taninos y selenio en
el liquido ruminal posterior a la digestion de los tratamientos de pasto para forraje
enriquecido con NPs de Se (Tabla 8). Los resultados muestran una tendencia a
incrementar en respuesta a la incorporacion foliar de NPs de Se en el pasto. El
tratamiento de pasto para forraje al que se le aplicé foliarmente 4.5 ppm mostro la
mayor concentracion de compuestos bioactivos (fenoles totales, flavonoides y
taninos) y selenio, existiendo diferencias significativas (p <0.05) respecto a los
demas tratamientos y en cada una de las cosechas. El incremento de la
concentracion de fenoles totales, flavonoides, taninos y selenio en el liquido ruminal
después de la digestion in vitro se puede atribuir a la liberacion paulatina de estos
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compuestos bioactivos presentes en mayor concentracion en los pastos para forraje
enriquecidos foliarmente con NPs de Se, ya que de acuerdo a Garcia et al. (2020)
el selenio modifica la via fenilpropanoide en el metabolismo de las plantas
potencializando la actividad enzimatica de la fenilalanina amonio liasa (PAL), razén
por la cual diferentes investigaciones han encontrado una correlacion positiva con
el incremento de compuestos fendlicos en plantas por el suministro de Se. De igual
forma Sharma et al (2014) relaciona la respuesta que existe en el incremento de
fenoles y taninos en arroz por la presencia de Se. Por otra parte, Li et al. (2020)
demostraron que la fortificacion con NPs de Se (5 mg /L) en apio (Apium graveolens
L.) el total de flavonoides increment6é hasta 1.5 veces mas que el del grupo de
control. Respecto a la cantidad de Selenio, se encontré6 mayor cantidad de este
elemento en el liquido ruminal al aplicar una concentracion de 4.5 ppm de NPs de

Se/ m?, producido por la acumulacién de Selenio en el pasto.

Tabla 8. La concentracion final de fenoles totales, flavonoides totales, taninos totales y Se después
de la fermentacion ruminal de Festuca arundinacea con NP de Se.

Contenido de

Liquido ruminal Digestion Digestion Digestion
Primera cosecha Segunda cosecha

Tercera cosecha

Se (ppm) antes de la digestion
Fenoles totales (mg/100 mL)

0 4.95+751% 80.73 + 1.269% 81.91 +2.35% 82.55 + 2,91
1.5 4.93 +5.06% 86.21 £ 2.52¢ 85.41 + 1.99A 86.09 + 1.75A
3.0 4.98 + 8.63% 94.58 + 1.72A 91.99 + 1.44°8 92.28 +2.12°
4.5 4.96 +7.89% 98.77 £ 1 43 99.31 +2.919A 99.08 + 1.66%

Flavonoides totales (mg/100 mL)

0 1.37 £ 0.082% 25.18 + 0.709A 23.99 + 0.55% 25.18 + 0.479A
1.5 1.41 £0.023%® 26.71 £ 0.23% 25.19 + 0.36%8 26.71 £ 0.944
3.0 1.38 £ 0.063%*® 29.09 + 0.63A 28.18 + 0.95A 29.02 + 0.86"A
4.5 1.39 £ 0.028% 34.96 + 0.74% 35.44 + 0.81* 34.96 + 0.48%4

Taninos totales (mg/ 100 mL)

0 1.96 + 0.038%® 19.16 + 1.55%A 17.16 + 1.45% 18.16 + 1.384
1.5 1.98 £ 0.012% 21.68 +1.23 21.44 +1.13%4 21.09 +£1.374
3.0 1.97 £0.018%® 25.97 + 0.94°A 25.24 + 1.14°A 25.15 + 0.64°A
4.5 1.96 + 0.068% 27.22 + 1.05% 27.35+0.51% 27.99 + 0.45%

Selenio (ppm)

0 0.0008 + 0.0005% 0.0018 + 0.0003* 0.0013 + 0.0004% 0.0017 + 0.0002%4
1.5 0.0005 * 0.0002°* 0.0285 + 0.0022°* 0.0254 + 0.0014"A 0.0294 + 0.0010°*
3.0 0.0004 + 0.0005* 0.0644 + 0.0011* 0.0611 + 0.0016* 0.0673 + 0.0016*
4.5 0.0006 + 0.0002¢ 0.0811 + 0.0012% 0.0814 + 0.0018% 0.0812 +0.00119

Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar. Las letras mayusculas ABC indican
diferencias significativas (p < 0,05) en las distintas muestras (columnas). Las letras mindsculas a,b,c indican
diferencias significativas (p<0,05) entre las mismas muestras en diferentes cosechas.
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CONCLUSION

La biofortifiacion con NPs de Se mostré efectos beneficiosos sobre las
caracteristicas morfologicas y fisicoquimicas del pasto forrajero (Festuca
arundinacea).

Las NPs de Se mejoran el desarrollo y sintesis de raiz, crecimiento y rendimiento
del pasto.

La aplicacion de NPs de Se aumentan el contenido de proteina cruda y extracto
etéreo. Adicionalmente el contenido de fenoles, flavonoides, taninos y selenio, estas
variables incrementan significativamente.

La actividad antioxidante del pasto es mayor debido a los efectos fisioldgicos por la
fertilizacion foliar con NP de Se.

El tratamiento con 4.5 ppm de NPs de Se presenté una mejor digestién y redujo la
fase de retardo, lo cual mejora la digestibilidad del pasto forrajero (Festuca
arundinacea) como sustrato.

Los tratamientos enriquecidos con NPs de Se muestran una tendencia a liberar un
mayor contenido de compuestos bioactivos (fenoles, flavonoides y taninos) y selenio
después de la digestién in vitro.

El tratamiento al cual se le aplicd 4.5 ppm de NPs de Se, produjo un mayor contenido
de AGYV totales, un menor volumen de gas total y disminuyé el contenido de gas
metano.

La aplicacién de NPs de Se es una buena alternativa para incorporarse en cultivos
forrajeros que ayuden a mejorar los parametros de digestibilidad y la disminucion

de gases de efecto invernadero.
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